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RESUMO

DAMASCENO, Fernanda Ribeiro do Carmo. Aplicacdo de preparado enzimatico e
biossurfatante no tratamento anaerobio de efluente com alto teor de gordura. Rio de Janeiro,
2013. Tese (Doutorado em Ciéncias). Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de

Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

A producao de lipases e proteases por fermentagdo em estado solido com os fungos
Penicillium simplicissimum, P. verrucosum e P. brevicompactum foi avaliada empregando-se
torta de babacu como meio de cultura. As atividades lipasica e protedsica médias dos pools
enzimaticos produzidos por P. brevicompactum e P. simplicissimum foram de 49 e 3 U/g, ¢ 9
e 26 U/g, respectivamente. O biossurfatante do tipo rammnolipideo foi produzido por
fermentagdo submersa com Pseudomonas aeruginosa obtendo-se, apoés 168 h, uma
concentragdo micelar critica (CMC) de 48 a 118 mg ramnolipideo/L. Em concentragdes
abaixo da CMC este ndo interferiu na atividade lipasica dos pools enzimaticos; ja em
concentragdes acima da CMC houve reducdes de 70-74% da atividade lipasica. A aplicagdo
conjunta do biossurfatante e pools enzimaticos foi avaliada em etapa anterior ao tratamento
biologico anaerdbio de efluente de industria de abate de aves contendo alto teor de gordura.
Os pools, em concentragdes variando de 0,1 a 1,14% (m/v), bem como o biossurfatante em
concentracoes abaixo e acima da CMC, foram avaliados em relagcdo a toxicidade,
solubilizacdo da demanda quimica de oxigénio (DQO) e biodegradabilidade anaerobia. A
combinacdo de 0,5% (m/v) de pool enzimatico produzido por P. brevicompactum ¢ 27 mg/L
(abaixo da CMC) de biossurfatante foi a que resultou em maiores producdes especificas de
metano ¢ menor acumulo de gordura na biomassa, sendo selecionada para a etapa de pré-
tratamento do efluente em biorreatores anaerdbios de manta de lodo (UASB —upflow
anaerobic sludge blanket) de bancada. Um biorreator foi alimentado com o efluente sem
tratamento (Controle) e o outro com o efluente pré-tratado (Teste). Ambos tinham 1,08 L de
volume util e operaram sob cargas organicas volumétricas de 6 e 11 kg DQO/m>.d, no 1° ¢ 2°
regimes, respectivamente. O reator Teste apresentou maiores producdes de metano (32,2 L e
39,7 L), remogdes de DQO (90,2% e 91,2%) e 6leos e graxas (96,0% e 95,8%), no 1° e 2°
regimes, quando comparado ao reator Controle, que produziu 23,1 L e 18,2 L de metano,
apresentou 89,1% e 72,5% de remogao de DQO e 87% e 48% de remogao de 6leos e graxas,
no 1° e 2° regimes, respectivamente. O reator Controle apresentou cinco episodios de

entupimentos devido ao acumulo de gordura na superficie, enquanto o reator Teste operou



durante 187 dias sem problemas operacionais. Ao final de cada regime, os reatores foram
abertos para limpeza e caracterizagdo da escuma e do lodo anaerdbio. A escuma do Controle
continha 1642 e 10548 mg O&G/L e a do Teste 155 ¢ 904 mg O&G/L, no 1° e 2° regimes,
respectivamente. O acimulo de gordura no Controle foi, no minimo, 4,6 vezes maior que no
Teste. O Controle também apresentou maior acumulo de gordura no lodo anaerobio, sendo 4 e

6 vezes maior que no Teste no 1° e 2° regimes.

Palavras-chave: efluente, abatedouro, enzimas, biossurfatante, reator UASB



ABSTRACT

DAMASCENO, Fernanda Ribeiro do Carmo. Application of enzyme preparation and
biosurfactant in the anaerobic treatment of effluent with high fat content. Rio de Janeiro,
2013. Thesis (Doctor in Sciences). School of Chemistry. Federal University of Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2013.

The production of lipases and proteases by solid-state fermentation with fungi Penicillium
simplicissimum, P. verrucosum and P. brevicompactum was evaluated, using babassu cake as
culture medium. The average lipase and protease activities in the enzyme pools produced by
P. brevicompactum and P. simplicissimum were 49 and 3 U/g and 9 and 26 U/g, respectively.
The rhamnolipid-type biosurfactant was produced by submerged fermentation with
Pseudomonas aeruginosa to obtain, after 168 h, critical micelle concentration (CMC) of 48-
118 rhamnolipid mg/L. At concentrations below CMC, it did not interfere with the lipase
activity of the enzyme pools; however, at concentrations above CMC, there were reductions
of 70-74% in the lipase activity. The combined application of biosurfactant and enzyme pools
was evaluated in step previous to the anaerobic biological treatment of effluent from a poultry
processing plant, containing high fat content. The pools, at concentrations ranging from 0.1 to
1.14% (w / v), and biosurfactant at concentrations below and above CMC, were evaluated for
toxicity, solubilization of the chemical oxygen demand (COD) and anaerobic
biodegradability. The combination of 0.5% (w/v) enzyme pool produced by P.
brevicompactum and 27 mg/L (below CMC) of biosurfactant resulted in higher specific
methane production and lower fat accumulation in the biomass, and was selected for the stage
of effluent pretreatment in bench upflow anaerobic sludge blanket (UASB). One bioreactor
was fed with effluent without treatment (Control) and the other with pretreated effluent (Test).
Both had 1.08 L of useful volume and operated under volumetric organic loads of 6 and 11 kg
COD/m’.d on the 1*" and 2™ regimes, respectively. The test reactor showed higher methane
production (32.2 L and 39.7 L), COD removals of 90.2% and 91.2% and O & G removal of
96.0% and 95.8% in the 1% and 2" regimes when compared to control reactor, which
produced 23.1 L and 18.2 L of methane, 89.1% and 72.5% of COD removal and 87% and
48% of O & G removal in the 1% and 2™ regimes, respectively. The control reactor showed
five episodes of clogging due to the accumulation of fat on the surface, while the test reactor
operated for 187 days without operational problems. At the end of each regime, the reactors

were opened for cleaning and characterization of anaerobic sludge and scum. The scum in the



control reactor had 1,642 and 10,548 mg O&G/L and in the test reactor, 155 and 904 mg
O&G/L on the 1* and 2™ regimes, respectively. The fat accumulation in the control reactor
was at least 4.6 times higher than in the test reactor. The control reactor also showed higher
fat accumulation in the anaerobic sludge, being 4 and 6 times higher than in the test reactor on

the 1* and 2™ regimes.

Key words: effluent, slaughterhouse, enzymes, biosurfactant, UASB reactor
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

O tratamento de efluentes liquidos ¢ uma pratica que vem ao encontro dos principios
que norteiam o desenvolvimento sustentavel, ou seja, “o desenvolvimento que satisfaz as
necessidades de uma sociedade sem diminuir as perspectivas das geragdes futuras”.

A questdo ambiental passou a ser encarada pela otica da dificuldade de se encontrar
padrdes de equilibrio de producdo, que conciliem o desenvolvimento com o uso racional de
agua e energia ¢ a minimiza¢ao de geracdo de residuos (PADILHA, SILVA ¢ SAMPAIO,
2006).

A avicultura ¢, sem divida, uma atividade industrial de grande importancia econdmica e
social, sendo um exemplo de atividade agro-pecudria de sucesso. A utilizacdo de modernos
sistemas de planejamento e organizacdo, assim como a incorporagdo de novas tecnologias
neste setor, reflete-se no extraordinario e constante crescimento da producao. O Brasil ¢ um
dos maiores produtores mundiais de carne de frango (precedido por Estados Unidos e China),
com producdo de 12,6 milhdes de toneladas em 2012 (ABEF, 2012), sendo 31% destinada a
exportagdo e 69% ao consumo interno. Em 2012, a receita com exportacdo de carne de frango
foi de US$ 7,7 bilhdes com 4,1 milhdes de toneladas exportadas, o que conferiu ao Brasil o
posto de primeiro lugar no ranking mundial de exportadores (UBABEF, 2013).

O crescimento da producdo de carne de aves ¢ um fendmeno mundial e como resultado
deste crescimento os abatedouros passaram a produzir quantidades crescentes de residuos
solidos e liquidos. Neste aspecto, a preocupagdo com o meio ambiente assume importancia na
dindmica da cadeia produtiva de frangos, especialmente pelas exigéncias legais e
mercadoldgicas, que pressionam as organizacdes de qualquer natureza a se adequarem aos
padrdes exigidos. Com isso, o tratamento de residuos solidos e efluentes tem emergido como
uma das maiores preocupagdes, ndo so6 nas industrias de processamento de aves, como nas
industrias de carne em geral (SALMINEN e RINTALA, 2002 a, b).

Existe uma variedade de tecnologias que se aplicam ao tratamento desses efluentes. Os
tratamentos fisico-quimicos, com adi¢ao de coagulantes quimicos (como sulfato de aluminio e
cloreto férrico), permitem uma separacao parcial da matéria organica devido a sedimentagdo
ou flotacdo de proteinas e gorduras. No entanto, o custo com produtos quimicos ¢ elevado, a

gordura dissolvida ou emulsionada ndo ¢ removida de forma eficiente e lodos extremamente
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problematicos para tratamento e descarte sao produzidos (LUCAS, KOETZ e PRZYBYLSK,
2000 apud VALENTE et al., 2010). Devido ao elevado potencial energético dos lipideos
presentes nos efluentes das industrias de abate de aves, o tratamento bioldgico anaerdbio ¢
altamente atrativo, pela possibilidade de geracdo de elevadas quantidades de metano, o qual
pode ser utilizado como fonte de energia na propria industria (VALLADAO, 2009).

Em biorreatores anaerobios, entretanto, os lipideos causam problemas, como o
desenvolvimento de lodos com baixa atividade, com inadequadas caracteristicas fisicas e com
elevada tendéncia de flotacdo; producdo de escuma; colmatacio do leito de lodo e arraste da
biomassa, levando a perda de eficiéncia e até mesmo ao colapso do reator. Além disso, a
adsor¢ao de gorduras a superficie do lodo dificulta o transporte de substratos soluveis para a
biomassa, levando a queda da taxa de conversdo desses substratos (JEGANATHAN,
NAKHLA e BASSI, 2007; PEREIRA, 2004).

Dentre as alternativas propostas para o tratamento de efluentes de dificil degradagao
observa-se um crescente interesse pela utilizacao de enzimas como coadjuvantes no processo.
As enzimas ja sao utilizadas em diversos procedimentos nas industrias alimenticias,
oleoquimica, de detergentes, farmacéutica e de quimica fina (SHARMA, CHISTI, e
BANERIJEE, 2001), sendo o tratamento de efluentes um campo promissor para utilizacdo das
mesmas. Portanto, a aplicacdo de uma tecnologia hibrida (tratamento enzimatico associado ao
tratamento bioldgico) constitui importante recurso para o tratamento de efluentes com elevado
teor de gordura. A etapa de pré-tratamento enzimatico hidrolisa os triglicedideos a acidos
graxos e glicerol, permitindo uma melhor atuagdo da popula¢do microbiana em uma etapa
posterior de tratamento biologico, reduzindo o didmetro das particulas, facilitando assim o
contato entre biomassa e matéria organica (VALLADAO, CAMMAROTA e FREIRE, 2011).

Na 4rea ambiental, muitos estudos relatam o uso de biossurfatantes para aumentar a
interagdo agua/oleo, acelerar a degradacdo de varios 6leos por micro-organismos € promover
a biorremediacao de aguas e solos contaminados (SANTA ANNA et al., 2007). A capacidade
dos biossurfatantes em emulsificar e dispersar hidrocarbonetos em dagua aumenta a
degradacdo destes compostos no meio ambiente (NITSCHKE e PASTORE, 2002). Os
biossurfatantes podem ser usados diretamente para emulsionar e aumentar a solubilidade de
contaminantes hidrofobicos no solo (MILLIOLI et al., 2009). J4 no tratamento de efluentes
com alto teor de gorduras, gerados em muitas indastrias alimenticias, existem poucos
trabalhos na literatura. Neste caso, os biossurfatantes podem facilitar a biodegradacao,

dissolvendo as gorduras e dleos e podem ser incorporados diretamente no processo bioldgico,
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eliminando processos adicionais de pré-tratamento para remog¢ao das gorduras e resultando
em menores custos capitais e operacionais (NAKHLA et al., 2003).

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos de aplicacdo de enzimas no tratamento
de efluentes com altos teores de gordura desenvolvidos pelo grupo de pesquisa da UFRJ e
outros (VALLADAO et al., 2011; ALEXANDRE et al., 2011; ROSA et al., 2009;
JEGANATHAN, BASSI ¢ NAKHLA, 2006; MASSE, MASSE e KENNEDY, 2003).
Também sdo encontrados alguns trabalhos sobre aplicacdo de biossurfatantes no tratamento
de efluentes industriais (DAVEREY ¢ PAKSHIRAJAN, 2011; NAKHLA et al., 2003). No
entanto, a utilizagdo conjunta de enzima e biossurfatante ainda ¢ inédito na literatura, sendo
uma abordagem que pode resultar na melhoria do processo de tratamento dos efluentes de
industrias alimenticias com altos teores de gordura, reduzindo problemas operacionais e
custos de tratamento e disposi¢ao de residuos, além de possibilitar um aumento da producgao

de metano nos processos anaerobios.

1.2 OBJETIVOS

O objetivo principal do estudo foi avaliar a aplicagdo conjunta de biossurfatante do tipo
ramnolipideo produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1l e pools (preparado enzimatico
solido) oriundos de diferentes micro-organismos (Penicillium verrucosum, Penicillium
brevicompactum e Penicillium simplicissimum) no tratamento anaerobio de efluente da

industria de abate de aves com alto teor de gorduras.

Para tal, cumpriram-se as seguintes etapas:

. Producdo dos pools enzimaticos a partir de fermentacao em estado sélido com os
fungos Penicillium verrucosum, Penicillium simplicissimum e Penicillium
brevicompactum empregando torta de babacu como meio de cultura;

o Caracteriza¢do dos pools enzimaticos produzidos quanto as atividades lipésica e
proteasica e quanto ao grau de toxicidade sobre consoércios microbianos
anaerobios;

. Producdo do biossurfatante do tipo ramnolipideo, a partir de uma cepa de

Pseudomonas aeruginosa PA1l e sua caracterizacdo quanto ao indice de
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emulsificagdo, concentracao micelar critica, tensdo superficial, demanda quimica
de oxigénio e quanto ao grau de toxicidade sobre consércios microbianos
anaerobios;

Estudo da etapa de solubilizacao de particulados presentes no efluente, sobretudo
gorduras, em planejamento experimental com diferentes combinagdes de
biossurfatante e pools enzimaticos, variando tempo e concentragdo dos
componentes do pré-tratamento;

Avaliacdo da combinag¢do enzima/biossurfatante que resultasse em melhores
remogdes de demanda quimica de oxigénio (DQO) e produgdo de biogds no
tratamento anaerobio de efluente com alto teor de gordura;

Avaliagao da eficiéncia do tratamento bioldgico anaerdbio com e sem a etapa de
pré-tratamento enzimadtica/biossurfatante (na condi¢do selecionada na etapa
anterior) do efluente de industria de abate de aves em reatores continuos do tipo
UASB (upflow anaerobic sludge blanket);

Analise econdmica dos processos usuais de tratamento e do o processo proposto.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EFLUENTES DE ABATEDOUROS: CARACTERISTICAS E TRATAMENTO

Abatedouros de aves sdao considerados importantes fontes de poluentes, uma vez que
utilizam elevado volume de agua quente para limpar e esterilizar carcagas (MARTINEZ et al.,
2012). A composi¢ao dos efluentes gerados pode variar de industria para industria, porém, de
modo geral, contém altas concentracdes de compostos organicos, quantificados como
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e/ou demanda quimica de oxigénio (DQO),
nitrogénio, fosforo, 6leos, gorduras e proteinas (MATSUMURA e MIERZWA, 2008, apud
DEBIK, 2009). Soélidos ndo soluveis representam de 30 a 75% da carga poluente desses
efluentes (MASSE, KENNEDY e CHOU, 2001a). A Tabela 2.1 apresenta um resumo das
principais caracteristicas de efluentes gerados em abatedouros de aves.

A hidrolise de particulas ¢ considerada a etapa limitante da degradagdo anaerdbia de
efluentes contendo elevadas concentragdes de solidos, tanto soltiveis quanto insoluveis
(MASSE, KENNEDY e CHOU 2001b). De acordo com Sayed et al. (1988) apud Rosa
(2004), os lipideos representam a fracdo limitante no tratamento destes sdlidos, sendo
responsaveis por menos de 1% da DQO soluvel, porém mais de 67% da DQO particulada em
efluentes de abatedouros. Os lipideos apresentam uma taxa de hidrélise menor em relagdo as
outras fragdes organicas e muitas vezes o tratamento anaerdbio ¢ prejudicado devido a dois
principais problemas relacionados especificamente a presenca de lipideos nestes efluentes:
flotacdo do lodo (biomassa) devido a adsorcao de lipideos (washout) e inibigao de bactérias
acetogénicas e arqueas metanogénicas por acimulo de acidos graxos de cadeia longa (AGCL)
(ALVES et al., 2009).

Assim sendo, o tratamento deste tipo de material ¢ imprescindivel e pode ser realizado
por via fisico-quimica ou bioldgica. A escolha do processo leva em conta o tipo de efluente a
tratar, sua biodegradabilidade, a presenca de substancias toxicas e a producao de lodos, entre

outros (MOTTA et al., 2003).
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Dentre os tratamentos fisico-quimicos mais utilizados esta o processo de
coagulacado/floculagao seguido de sedimentagdo ou flotagdo. O processo consiste na adi¢ao de
coagulantes (em geral, sulfato de aluminio ou cloreto férrico) ao efluente para redugdo da
repulsdo eletrostatica entre as particulas suspensas e desestabilizagdo dos colodides, por meio
de mecanismos de ligacdo e adsor¢do na superficie da particula coloidal. A etapa de
coagulacdo deve ser realizada sob intensa agitagdo, possibilitando interagdes entre o
coagulante e as particulas suspensas no efluente. Na etapa de floculagdo, a agregacdo das
particulas ja coaguladas resulta na formacgao de flocos que, por possuirem maior tamanho, sdo
separados mais rapidamente da suspensdo. Para que ocorra a aproximagao € o crescimento
dos flocos, € necessario que esta etapa seja conduzida sob baixa agitacdo, limitada pela
resisténcia e cisalhamento dos flocos (DI BERNARDO e DANTAS, 2005).

Tal procedimento resulta na remog¢ao parcial da matéria organica devido a separacdo de
proteinas e gorduras. No entanto, o gasto com reagentes ¢ elevado, a gordura dissolvida ou
emulsionada nao ¢ removida de forma eficiente e lodos extremamente problematicos para
tratamento e descarte sdo produzidos (LUCAS, KOETZ e PRZYBYLSK, 2000 apud
VALENTE et al., 2010).

Devido ao menor custo de funcionamento e simplicidade operacional, os processos
biologicos sdo, em geral, selecionados para o tratamento de efluentes de origem doméstica e
industrial (MOTTA et al., 2003). Os processos bioldgicos dividem-se em aerobios e
anaerobios, sendo estes ultimos selecionados quando os efluentes apresentam elevadas cargas
organicas biodegradaveis, como no caso dos efluentes gerados em industrias de abate de aves
(NARDI et al., 2011).

Em comparacdo com os processos aerobios, podem ser destacadas algumas vantagens
do tratamento anaerdbio, como: menor producdo de biomassa; dispensa o uso de aeragdo e,
em decorréncia, apresenta menor consumo de energia; menor consumo de nutrientes (N e P),
em funcdo da menor producdo de biomassa; geracdo de gds combustivel que, em muitos
casos, pode representar um insumo energético relevante; e a biomassa pode ser preservada por
longos periodos de tempo sem perda significativa de sua atividade. Como desvantagens pode-
se citar: ndo apresenta alta eficiéncia de remocao de DQO, exigindo muitas vezes tratamento
complementar aerobio ou fisico-quimico; € sensivel a poluentes toxicos e inibidores; pode
liberar odores ruins; o efluente tratado ¢ praticamente desprovido de oxigénio dissolvido e
pode apresentar cor e/ou odor; a partida do reator ou a recuperacdo de situacdo instavel de

funcionamento pode exigir longos tempos de operagdo (SANT’ANNA JR, 2010).
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2.2 TRATAMENTO BIOLOGICO ANAEROBIO

2.2.1 Etapas da digestao anaerdbia

A digestdo anaerdbia € um processo que ocorre na auséncia de oxigénio, no qual
bactérias facultativas ou estritamente anaerdbias, juntamente com arqueas metanogénicas,
degradam compostos organicos complexos, convertendo-os em gases metano e dioxido de
carbono. Os micro-organismos envolvidos no processo constituem um sistema ecologico
delicadamente balanceado, no qual cada micro-organismo tem uma func¢do essencial
(CHERNICHARO, 2007).

Ao contrario dos processos aerdbios, os processos anaerdbios ndo necessitam de
equipamentos de aeracdo artificial e ha geracdo de biogas (CHy), que pode ser aproveitado na
industria como fonte de energia. O processo anaerdbio produz menos biomassa, apenas 10 a
20% do volume produzido no aerdbio, devido a reduzida taxa de crescimento dos micro-
organismos na populagao microbiana (MENDES et al., 2005).

A conversao anaerdbia dos compostos organicos se da em quatro estagios:

. No primeiro - a hidrélise, bactérias fermentativas hidroliticas degradam
substancias organicas complexas, como polimeros, transformando-as em
compostos mais simples.

o No segundo estdgio - a acidogénese, um grupo de bactérias facultativas ou
anaerobias, denominadas formadoras de 4cidos ou acidogénicas, transformam os
compostos mais simples em outros ainda mais simples, denominados acidos
volateis (como formico, acético, propidnico, butirico, valérico). Embora nao
ocorra a estabilizagdo da matéria organica durante o primeiro e segundo estagios,
estes sdo necessarios e fornecem substratos para os micro-organismos ali atuantes.

. No terceiro estagio - a acetogénese, as bactérias acetogénicas transformam a
matéria organica simples em acidos com apenas um ou dois atomos de carbono
(formiato e acetato), com concomitante produgao de hidrogénio.

. No quarto estagio - a metanogénese, a matéria organica sofre maior estabilizacao,
através da transformacao de acido acético em gas carbonico e metano (biogas), os
quais passam a estar presentes dissolvidos no meio liquido. A obten¢do do metano

se faz a partir da descarboxilagdo do acetato e/ou da reducdo do CO, com H,
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(SANT'ANNA JR, 2010). Este processo ¢ realizado por arqueas formadoras de
metano (arqueas metanogénicas) (SPEECE, 1996).

A Figura 2.1 apresenta as etapas de degradacdo de substancias organicas presentes nos

efluentes em meio anaerdbio.

[ Matéria organica (carboidratos, proteinas e lipideos)

A 4

4—[ Hidrolise e fermentagao »

Desidrogenacao acetogénica
A 4 / \ v
) 4
[ Acetato H, e CO,
\ Hidrogenacao acetogénica /
A 4 A A
3 i N
Descarboxila¢dao do Formacao redutiva
acetato ) { de metano
A 4 A 4
[ CH,, CO, ] [ CH,, H,O

Figura 2.1: Etapas da digestdo anaerdbia (adaptado de MCLNERNEY ¢ BRYANT, 1981, apud
SANT'ANNA JR, 2010).
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2.2.2 Tratamento anaerébio de efluentes com alta concentracio de gorduras

Embora eficientes, os processos bioldgicos anaerdbios podem apresentar problemas
durante o tratamento de efluentes com altos teores de gordura, tais como o desenvolvimento
de lodos com baixa atividade, com inadequadas caracteristicas fisicas e com elevada
tendéncia de flotacdo; producdo de escuma; colmatacdo do lodo e arraste da biomassa,
levando a perda de eficiéncia e até mesmo ao colapso do reator, conforme mencionado. Além
disso, ocorre adsor¢do de gorduras na superficie do lodo, dificultando o transporte de
substratos soluveis para a biomassa e levando a queda da taxa de conversao desses substratos
(ALVES et al., 2009; DEMIREL, YENIGUN e ONAY, 2005; PETRUY E LETTINGA,
1997).

Na literatura, existem diversos relatos de flotagdo e washout da biomassa devido a
adsorcao de lipideos ou acidos graxos de cadeia longa (AGCL) em biorreatores empregados
no tratamento anaerobio de efluentes com altas concentracdes de gordura. Desde a década de
80, pesquisadores estudam a inibigdo ocasionada pela presenca de acidos graxos de cadeia
longa, intermediarios na biodegradagdo de efluentes contendo material gorduroso, no
processo de degradagdo anaerébia (HANAKI, MATSUO e NAGASE, 1981). Rinzema,
Alphenaar e Lettinga (1989) estudaram o efeito de choques de carga de acido laurico (12:0)
no comportamento fisico e bioldégico do lodo de reatores UASB digerindo acetato, e
afirmaram que uma carga de 100 mg 4cido laurico/m’.d inibia totalmente as arqueas
metanogénicas acetotroficas. Na tentativa de solucionar o problema causado pela presenca do
acido laurico, os autores adicionaram calcio ao efluente, a fim de realizar a precipitagao de
acido laurico, conseguindo aumentar a carga limite para 150 mg/m’.d. Porém, ndo
conseguiram evitar a flotagdo do lodo anaerdbio, chegando a conclusdo de que se o reator
UASB for sobrecarregado com um efluente contendo mais do que 100 mg 4cido laurico/m™d,
dentro de um intervalo de 2 a 8 h, o fendmeno de washout e flotagdo da biomassa sera
inicializado.

Hawkes, Donnelly e Anderson (1995) observaram baixas retengdes de biomassa
anaerobia durante o tratamento de efluente de industria de sorvetes contendo elevados teores
de gordura.

Hwu, Dolon e Lettinga (1996) investigaram a adsor¢ao de acidos graxos de cadeia longa
(AGCL) utilizando reator UASB no tratamento de acido oleico ou uma mistura de AGCL

(oleico, palmitico e estearico). A adsor¢do da mistura de AGCL ocorreu mais rapidamente
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que o acido oleico isolado. Segundo os autores, a flotacdo do lodo anaerdbio era ocasionada
pela adsorcao dos acidos graxos nos granulos e estava mais relacionada a taxa de alimentacao
do que a concentracdo de AGCL no efluente. E ainda, que a deterioragdo do processo de
tratamento pela adsor¢do ¢ mais dependente da flotagdo do lodo do que da intoxicacdo da
comunidade microbiana anaerdbia. Apesar da adsor¢ao de AGCL ser um pré-requisito para a
sua biodegradabilidade, uma adsor¢ao excessiva pode resultar na inibicdo da metanogénese e
na flota¢do da biomassa (washout).

Pereira, Mota e Alves (2002) relataram taxas de alimentagdo de 8 e 12 g DQO/L.d em
reatores EGSB (expanded granular sludge blanket) e filtro anaerdbio durante o tratamento de
oleato (como tnica fonte de carbono e energia), com eficiéncias de remocao de DQO de 70%
e 80 %, respectivamente. No entanto, durante a operacao, o rendimento de metano diminuiu
de 0,28 para 0,03 L CH4/g DQO removida no EGSB e de 0,36 para 0,09 L CH4/g DQO
removida no filtro anaerobio. Estas diferencas entre o rendimento de metano e a eficiéncia de
remog¢ao de DQO demonstram que o oleato ndo foi degradado e sim acumulado no lodo.
Portanto, a eficiéncia de remocdo DQO em reatores tratando efluentes contendo
lipideos/AGCL nao pode ser um indicador da eficiéncia do tratamento, devendo sempre ser
associada a producdo de metano.

Grande parte dos problemas operacionais mencionados se deve a lenta taxa de
biodegradagao das gorduras presentes nos efluentes. Lipideos sdo degradados mais lentamente
pelos micro-organismos em comparagdo com outros substratos considerados de baixa taxa de
biodegradac¢dao como, por exemplo, agucares e aminoacidos. Enquanto agticares e aminoacidos
apresentam constantes de degradacio de 0,16 a 0,78 h™', 4cidos graxos de cadeia longa
apresentam valores de 0,005 a 0,04 h'l, ou seja, de 10 a 100 vezes menores, em condig¢des
experimentais semelhantes (CHIPASA e MEDRZYCKA, 2006). Isto faz dos lipideos o
componente limitante do tratamento e sua hidrolise a acidos graxos a etapa limitante na
biodegradacio (MASSE, MASSE ¢ KENNEDY, 2003).

Nos sistemas de tratamento biologico, a populacdo microbiana apresenta algumas
espécies com capacidade de hidrolisar e assimilar materiais graxos. A Figura 2.2 apresenta as
etapas da degradag@o anaerobia de gorduras. Os acidos graxos de cadeia longa (AGCL) sdo
degradados por bactérias acetogénicas, via f-oxidagdo, a acetato e hidrogénio. Se o acetato e
o hidrogénio molecular acumularem, o processo de digestdo anaerdbia sera inibido
(HANAKI, MATSUO e NAGASE, 1981). Quando os acidos graxos apresentam cadeia com

nimero de carbono impar, estes sdo degradados em acetato, propionato e hidrogénio,
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enquanto aqueles que apresentam cadeia com numero de carbono par sdo degradados em
acetato e hidrogénio (BRYANT, 1979 apud GALLERT e WINTER, 2005). Apds a hidrdlise,
fermentagdo e acetogénese dos componentes gordurosos, na fase de metanogénese, acetato,
CO; e hidrogénio sdao convertidos em biogds. Todas as reagdes intracelulares subsequentes
podem ser influenciadas por interagdes entre as espécies microbianas, via transferéncia de

hidrogénio, exceto a reacdo extracelular inicial das lipases (GALLERT e WINTER, 2005).

Gordura neutra,

Fosfolipideos,
Glicolipideos
Hidradlise
Lipases e Fosfolipases
v v

Glicerol, [ Fosfato J [ Colina Acidos graxos saturados
Glicose, ¢ insaturados (C 14.24)
Galactose,

Inositol Acetogénese

p-oxidacio
Fermentacao A\ 4
NHs
pH: < 10 atm. pH: > 10 ‘atm.

A 4

Ha, He, A i [ Etanol MetanolJ
CO.. coy, | Aoidas

Acetato Acetato | 8M4%08
v
Acetogénese v H-.
Hz\ C02
CO,. Acetato
Acetato
Metanogénese

v

CH4 + CO2

Figura 2.2: Etapas da degradacéo anaerdbia de gorduras (GALLERT e WINTER, 2005).

Como a velocidade de alimentagdo de substrato superam a velocidade de degradagdo,
ocorre 0 acumulo de gordura na biomassa e os problemas operacionais ja mencionados. Por

este motivo, o tratamento bioldgico anaerdbio de efluentes gerados nas industrias de abate de
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aves e matadouros ¢ quase sempre precedido de uma ou mais etapas de pré-tratamento para

redugdo da concentragdo de gordura, conforme pode ser observado na Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Tipos de pré-tratamentos utilizados em efluentes de industria de abate de aves e matadouros

Referéncias Tipo de Efluente Pré-tratamento

Battimelli, Carrére e Delgenés (2009) matadouro (bois e suinos) termoquimico (saponificagdo)

Nardi, Fuzi e Del Nery (2008) abate de frangos flotagdo com cloreto de aluminio e polimero anidnico
Beux, Nunes e Barana (2007) matadouro (bois e suinos)  flotagdo seguida de tanque de decantagdo

Del Nery et al. (2007) abate de frangos Flotagdo

Caixeta et al. (2002) matadouro (bois e suinos)  Flotacdo

Como pode ser observado na Tabela 2.2, a utilizagdo de flotagdo com ar induzido ou
dissolvido, quimicamente auxiliada ou ndo, ¢ empregada com frequéncia com a finalidade de
remover os 6leos e graxas dos efluentes antes dos processos bioldgicos. Contudo, o custo com
ar e reagentes empregados (na flotagdo quimicamente auxiliada) ¢ elevado, a eficiéncia de
remocao de material dissolvido e/ou emulsionado as vezes ¢ baixa e lodos extremamente
dificeis de serem tratados sao produzidos (AL-MUTAIRI, AL-SHARIFI ¢ AL-SHAMMARI,
2008; SCHOENHALS, SENA e JOSE, 2006). E ainda perde-se grande parte do metano
(bioenergia) relacionado com a conversdo dos lipideos, uma vez que, teoricamente, a
degradacao deste substrato produz maior volume de biogds quando comparado com

carboidratos e proteinas, como pode ser verificado na Tabela 2.3.

Tabela 2.3: Potencial de produg@o de biogas a partir de diferentes classes de substratos (ALVES et al., 2009)

Biogas CH,
Substrato Reacdo metanogénica

(L/g) (%0)
LlpideOS C50H9006+ 24,5H20 — 34,75CH4 + 15,25C02 1,425 69,5
Carboidratos C¢H,,0s + H,O — 3CH,+ 3CO, 0,830 50,0

Proteinas C16H2405N4+14,5H20 —> 8,25CH4+3,75C02+4NH4++ 4HCO3- 0,921 68,8

Angelidaki e Sanders (2004) afirmaram que, quando submetidos a digestdo anaerobia,
os lipideos apresentam elevado potencial de produgdo de metano (1,014 L CH4/g), quando
comparados a carboidratos e proteinas (0,415 e 0,496 L CH4/g, respectivamente),

confirmando a teoria relacionada com a transformac¢dao dos lipideos em energia e o
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consequente desperdicio ao se retirar o material gorduroso e tratd-lo como residuo cujo

destino final sdo os aterros sanitarios ou controlados.

2.2.3 Tratamento de efluentes em reatores UASB

O interesse pelo tratamento anaerobio cresceu muito a partir das trés ultimas décadas do
século XX (SANTA'ANNA JR, 2010), impulsionando o desenvolvimento de vérios tipos de
biorreatores com altas concentragdes de lodo no seu interior. Um dos modelos que mais se
destacou e, portanto, ¢ um dos mais utilizados foi o Reator Anaerdbio de Manta de Lodo e
Fluxo Ascendente (UASB — “upflow anaerobic sludge blanket’- Figura 2.3) que consiste de
um tanque vertical, no qual o efluente entra pela parte inferior e prossegue em fluxo
ascendente até a parte superior do sistema, atravessando trés estagios: o leito de lodo, onde ha
grande concentragdo de biomassa ativa, que se apresenta na forma floculada ou granulada; em
seguida, passa por uma camada de biomassa menos densa, denominada manta de lodo; e
finalmente, por um separador trifasico, onde ocorre a separagao dos solidos em suspensao
(lodo) do biogés formado no tratamento (CHERNICHARO, 2007).

Neste sistema, a matéria organica ¢ convertida principalmente em biogas, o qual tende a
ficar preso na biomassa, fazendo-a flotar. Ao encontrar o separador trifasico, parte do lodo,
que deveria ser levado com o efluente para fora do reator, toca a parte inferior do decantador,
liberando assim o biogas que ¢ retirado do sistema, e precipita novamente. A estabilizacdo da
matéria organica ocorre nas zonas de reacdo, leito e manta de lodo, sendo o reator capaz de
suportar altas cargas orgdnicas volumétricas (kg DQO/m’.d). Devido a agitacdo natural
provocada pelo proprio fluxo hidraulico ascendente e gases gerados na digestdo da matéria
organica, o reator dispensa qualquer dispositivo adicional de mistura (CHERNICHARO,
2007).
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Figura 2.3: Desenho esquematico do reator UASB (CHERNICHARO, 2007).

Este reator pode ser aplicado diretamente para tratar uma grande variedade de efluentes,
sejam de natureza simples ou complexa, de baixa ou alta concentragdo. De acordo com
Santa’Anna Jr (2010), sua configuragdo permite o desenvolvimento e a retencdo de uma
grande quantidade de biomassa ativa (concentragdes de lodo anaerdbio superiores a 30 g
SSV/L), conferindo-lhe um elevado tempo de retencao celular. Adicionalmente, devido a sua
adequada agitagdo e mistura hidraulica, que favorecem um melhor contato biomassa-efluente,
pode acomodar altas cargas organicas volumétricas, com tempo de retencdo hidraulica
relativamente curto (DEMIREL, YENIGUN e ONAY, 2005 apud ROSA, 2008). Um
levantamento apresentado por van Haandel et al. (2006) indica valores de tempos de retencao
hidraulica na faixa de 2 a 20 h, para sistemas operados a temperaturas superiores a 20°C.

Os principios mais importantes que regem um reator UASB sdo: maximo contato entre
biomassa e substrato, assegurado pelo fluxo ascendente; minimizagcdo de curtos-circuitos
hidraulicos; dispositivo eficiente para separar adequadamente o biogas, o liquido e os so6lidos
e o lodo na regido da manta deve ser bem cultivado, apresentar alta atividade metanogénica
especifica (AME) e excelente sedimentabilidade (KATO et al., 1999 apud CAMPOS et al.,
2005).

A gordura também ¢ um problema na operacao destes reatores e suas variantes. Menos

de 60% da DQO foi convertida a metano na operagdo de um reator UASB tratando efluente
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de industria de sorvetes. A gordura nao metabolizada aglomerava e flotava no topo do reator
como uma camada de escuma (YANG e ANDERSON, 1993 apud SPEECE, 1996). Rinzema,
van Veen e Lettinga (1993, apud SPEECE, 1996) relatam que o separador trifdsico de um
reator de leito granular expandido (EGSB — expanded granular sludge bed) precisou ser
modificado para prevenir o excessivo washout da biomassa durante o tratamento de emulsoes
de triglicerideos de industria de laticinios. O EGSB foi equipado com uma espécie de peneira
para tornar o tratamento anaerdbio estdvel. Um reator hibrido com uma camada de espuma de
poliuretana reticulada flotando acima do leito expandido, por outro lado, ndo prevenia o
washout de biomassa. Havia uma conversao relativamente pobre do material organico
removido a metano como resultado da flotacdo dos lipideos, mesmo sob cargas organicas
muito baixas.

Rinzema, Alphenaar, e Lettinga (1993; 1989) testaram o tratamento de efluentes
contendo AGCL em reatores UASB, relatando sobrecarga de AGCL e severa perda de
biomassa causada pela flotacdo do lodo. Sam-Soon et al. (1991) utilizaram um reator UASB
no tratamento de acido oleico como unica fonte de carbono organico e observaram que os
pellets originalmente inoculados sofreram desintegracdo e encapsulamento por uma massa
gelatinosa e esbranquigada, relacionada ao acimulo de material gorduroso no lodo anaeroébio,
o que resultou em baixa eficiéncia do sistema na remocao da DQO (apenas 65%).

Hwu et al. (1998) estudaram a relagdo entre biossor¢do de AGCL, intermedidrios na
biodegradacao de lipideos, e a flotagdo de lodo anaerdbio em reatores tipo UASB. Os autores
constataram que a flotagdo da biomassa (lodo) dependia da carga de AGCL aplicada ao reator.
Quanto maior a carga, em menor intervalo de tempo se dava a flotagdo, tendo inicio com uma
carga de 0,09 g DQO/g SSV.d. A flotagdo completa do lodo aconteceu quando a carga foi de
0,2 g DQO/g SSV.d. Estes resultados sugerem que o washout no tratamento de aguas
residudrias com alto teor de gordura em reatores UASB ¢ iniciado antes do processo inibitorio
da metanogénese.

Miranda, Henriques ¢ Monteggia (2005) estudaram o desempenho de um reator UASB
em grande escala (800 m’), tratando efluente do abate e processamento de carne suina com
alto teor de gordura. Nos primeiros 180 dias de operacdo, o reator recebeu o efluente sem pré-
tratamento, o que resultou em acentuada perda de biomassa (washout) devido a
hidrofobicidade causada pela camada lipidica adsorvida aos granulos do lodo anaerébio. Apos

a falha do sistema devido a presenca de 6leos e graxas, foi implementada uma unidade de pré-
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tratamento fisico-quimico, o que resultou em aumento da eficiéncia de remogao de DQO de
70,6 para 92,6% e um desempenho estavel e eficiente.

Jeganathan, Nakhla e Bassi (2006) utilizaram trés reatores UASB, operando de formas
distintas, no tratamento de um efluente complexo, oleoso, gerado em industria alimenticia. Os
autores relataram que todos os reatores alcangaram remocdes de DQO e oOleos e graxas
(O&G) acima de 80%, operando com carga de 3 kg DQO/m’.d. Porém, ao se elevar a carga
para valores proximos a 5 kg DQO/m’.d e a concentracio de O&G para aproximadamente 1 g
0&G/g SSV, todos os sistemas entraram em colapso, com desempenho se deteriorando

drasticamente, devido a flotacao do lodo anaerdbio e consequente washout da biomassa.
2.3 ENZIMAS NO TRATAMENTO DE EFLUENTES

Uma alternativa interessante para contornar os problemas operacionais decorrentes do
acumulo de gordura nos biorreatores e os elevados custos dos processos fisico-quimicos seria
a utilizacao de enzimas hidroliticas no pré-tratamento destes efluentes, auxiliando na etapa da
hidrolise e facilitando o acesso dos micro-organismos aos substratos.

Enzimas sdo consideradas catalisadores naturais (HASAN, SHAH ¢ HAMEED; 2006),
apresentando caracteristicas peculiares que favorecem seu emprego em Pprocessos
biotecnoldgicos e relevantes vantagens em conversdes enzimaticas nos processos industriais.
Toda enzima, em razdo da sua grande especificidade, catalisa as transformacdes moleculares
com baixa ou nenhuma ocorréncia de reacdes paralelas indesejaveis, comuns em sinteses
quimicas (COLEN, 2006).

Nos ultimos anos, enzimas vém sendo utilizadas como alternativa ao tratamento
convencional de efluentes e t€ém despertado interesse de varios grupos de pesquisa em fungao
de algumas vantagens, entre as quais pode-se citar: o aumento de poluentes organicos
recalcitrantes, o que diminui a possibilidade de se realizar um tratamento biologico
convencional ou quimico eficientes; o crescente reconhecimento da capacidade das enzimas
de atuar sobre poluentes especificos no tratamento; e avancos recentes da biotecnologia, que
permitiram a produg¢do economicamente viavel de enzimas (MENDES et al., 2005).

Dentre varias possibilidades, estes biocatalisadores podem ser usados no tratamento de
diversos tipos de daguas residuarias, como por exemplo: efluentes com contaminantes
fenolicos, pesticidas, surfatantes, metais pesados ou cianetos, residuos da industria de celulose

e papel, residuos da industria alimenticia, na desidratacdo de lodos, na bioconversao de cascas
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de crustaceos e na degradagdo de pectina (JORDAN e MULLEN, 2007; BEVILAQUA et al.,
2002; KARAM e NICELL, 1997).

No entanto, a utilizagdo de enzimas no tratamento de efluentes deve seguir alguns
critérios, antes de sua aplicagdo, como por exemplo: os produtos gerados pela reacdo devem
ser menos toxicos e mais biodegradaveis, sendo assim mais facilmente removidos por
tratamentos subsequentes; a enzima deve ser capaz de catalisar seletivamente a degradagao do
composto alvo no efluente; deve ser ativa e estdvel nas condi¢des de tratamento; os reatores
devem ser simples e as enzimas obtidas devem ter o menor custo possivel (AITKEN et al.,
1994).

Portanto, no processo de tratamento de efluentes, as enzimas ndo podem representar
elevacao significativa dos custos do processo. Tendo em vista este fato, a utilizacdo de
preparacdes comerciais € economicamente inviavel, visto que apresentam custo elevado.
Dessa forma, ¢ crescente a busca de alternativas viaveis e de baixo custo para a producao de
enzimas como, por exemplo, a produgdo através do processo de fermentacao em estado sélido
(CASTILHO et al., 2000).

Dentro deste contexto, as lipases fingicas t€ém sido produzidas por fermentacdo em
estado sodlido e aplicadas com sucesso no tratamento de efluentes de industrias de alimentos
como: laticinios, abatedouro de aves e pescado em escala laboratorial (CAMMAROTA e
FREIRE, 2006). Por ser o objeto de estudo do presente trabalho este grupo de biocatalisadores

sera apresentado a seguir com mais detalhes.

2.3.1 Lipases

As lipases constituem um importante grupo de enzimas associadas ao metabolismo e
hidrélise de triglicerideos de cadeia longa. Esta classe de biocatalisador ¢ encontrada em
vegetais, animais € em micro-organismos (TREICHEL ez al., 2010). As lipases microbianas
estdo recebendo muita atengdo com o rapido desenvolvimento da tecnologia enzimatica.
Segundo Hasan, Shah e Hameed (2006), as lipases constituem o grupo mais importante de
biocatalisadores para aplica¢des biotecnologicas.

As lipases (glicerol éster hidrolases EC 3.1.1.3) compreendem um grupo de enzimas
hidroliticas que atuam geralmente na interface organica-aquosa, como catalisadores em
reacdes de hidrolise de ligagdes éster carboxilicas presentes em acilglicer6is, liberando acidos

organicos e glicerol (SAXENA ef al., 2003). Essas reacdes ocorrem com elevada régio e/ou
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enancio seletividade, conferindo a estas enzimas um grande potencial biotecnoldgico
(FREIRE e CASTILHO, 2008, 2000; FERRER, MONTESINOS ¢ VALERO, 2002).

Em plantas, as lipases estdo presentes em vegetais superiores como a mamona — Ricinus
communis (CAVALCANTI et al., 2007) e pinhdao manso — Jatrophas curcas (SOUSA et al.,

2010), sendo também encontradas como reserva de energia em diversas espécies (SHARMA,

CHISTI e BANERIJEE, 2001).
Os substratos mais comuns das lipases sdo os triacilglicerdis de cadeia longa, sendo que
a hidrdlise destes triacilglicer6is resulta na formagdo de diacilglicer6is, monoacilglicerois,

acidos graxos e glicerol, como ilustrado na Figura 2.4.
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Figura 2.4: Hidrolise de triacilglicerodis pela agdo de lipases (HARALDSSON, 1991).

Quando produzidas via fermentacdo microbiana, as lipases sdo, em sua maioria,
extracelulares, o que facilita os processos de extracdo e purificagdo das mesmas, além de

permitir facil controle das condi¢des de cultivo, que pode ser realizado em escala industrial
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com baixos custos, grande versatilidade e maior simplicidade na manipulagdo ambiental e
genética de sua capacidade produtiva (FREIRE e CASTILHO, 2008, 2000).

Os fungos filamentosos sdo amplamente reconhecidos como sendo as melhores fontes
de obtenc¢do de lipases, com vérias patentes de aplicagdo da enzima tendo sido desenvolvidas
(CARDENAS et al, 2001). Grande nimero de lipases de fungos filamentosos tem sido
estudadas extensivamente sob os pontos de vista genético e bioquimico. As espécies melhores
produtoras descobertas pertencem aos géneros Geotrichum, Penicillium, Aspergillus e
Rhizomucor (STOCKLEIN et al., 1993).

A maioria das pesquisas sobre lipases visa a caracterizagdo estrutural, elucidacao do
mecanismo de acdo, cinética, clonagem e sequenciamento de genes e caracteristicas gerais do
seu desempenho (SHARMA, CHISTI e BANERJEE, 2001). No entanto, na ultima década,53
houve expressivo aumento do estudo de produgdo e aplicacdo destas enzimas.

As razdes do enorme potencial biotecnologico dessa enzima incluem fatos relacionados
com: sua alta estabilidade em solventes organicos; nao requer a presenca de co-fatores; possui
larga especificidade pelo substrato; e exibe alta enantio-seletividade (CASTRO et al., 2004
apud DORS, 2006).

As lipases sdo utilizadas nas industrias de detergentes e alimenticias (reagdes de
hidrolise), na induastria farmacéutica, de quimica fina, de cosméticos, de 6leos e gorduras, de
couro, de polpa e papel, em aplicagdes biomédicas, como biossensores € at¢ mesmo no
tratamento de efluentes industriais (SAXENA et al., 2003). No entanto, esta ultima aplicacao
requer preparagdes enzimaticas de menor custo, obtidas através da produ¢do por fermentacao
em estado solido com rejeitos da agroindustria (FREIRE e CASTILHO, 2008; CASTILHO et
al., 2000).

A utilizacdo de preparacdes enzimdticas obtidas por fermentacdo em estado so6lido
(FMS) no pré-tratamento de efluentes com alto teor de gordura tem sido estudada pelo Grupo
de Tecnologia Ambiental e Biotecnologia Microbiana (EQ/IQ — UFRJ) (CAMMAROTA et
al., 2013; DAMASCENO, FREIRE ¢ CAMMAROTA, 2012, 2008, VALLADAO et al.,
2011; VALENTE et al., 2010; CAMMAROTA e FREIRE, 2006; LEAL et al., 2006; ROSA,
FREIRE e CAMMAROTA, 2006).
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2.3.2 Fermentac¢ao em estado solido

Existem dois tipos principais de processos fermentativos: a fermentagao submersa (FS)
e a fermentacdo em estado s6lido (FMS). A quantidade de dgua livre no estado de cultura ¢ o
principal parametro que difere estes dois processos. Na FS, a quantidade de solidos nao
ultrapassa 5%, enquanto na FMS o contetudo de solidos varia de 20 a 70%. Portanto, a FMS ¢
definida como o crescimento de micro-organismos sobre materiais sélidos, na auséncia ou
quase auséncia, de dgua livre (MITCHELL, BEROVIC e KRIEGER, 2002).

A FMS possui como caracteristicas: o meio de cultivo sem fase liquida, com baixa
espessura e disponibilidade de agua suficiente para o crescimento e metabolismo dos micro-
organismos; a presenca de substratos insoluveis em agua; a absor¢do de nutrientes do meio
solido pelos micro-organismos; altas concentragdes de indculo; obtencdo de oxigénio
predominantemente da fase gasosa; agitacdo facultativa; crescimento fingico com penetracao
das hifas no substrato solido; células de bactérias e leveduras crescendo por adesdo ao
substrato solido; e a geracdo de produtos mais concentrados (MITCHELL, BEROVIC e
KRIEGER, 2002).

Assim, a FMS ¢ um processo que ocorre na auséncia ou quase auséncia de agua livre,
empregando sélidos umedecidos, onde a quantidade de agua ¢ suficiente apenas para permitir
o crescimento do micro-organismo, estando proxima da capacidade maxima de absor¢ao do
material solido (RAHARDJO, TRAMPER ¢ RINZEMA, 2006; MITCHELL, BEROVIC e
KRIEGER, 2002). Dentre os diversos tipos de micro-organismos capazes de crescer nestas
condigdes, destacam-se os fungos filamentosos sendo, por isso, os mais utilizados.

A FMS apresenta como vantagens (RIVERA-MUNOZ et al., 1991): possibilidade de
utilizagdo de meios de cultivo simples e econdmicos, como residuos agro-industriais; menor
volume de meio reacional; condi¢des semelhantes ao habitat natural dos fungos; inoculagdo
direta com esporos, ndo sendo necessaria uma série de pré-cultivos; reduzida probabilidade de
contaminac¢do devido aos baixos teores de umidade; rendimentos normalmente superiores aos
da FS; maior facilidade de recuperagdo do produto em funcdo de sua maior concentragdo e
menor quantidade de dgua; producdo de enzimas extracelulares mais concentradas; e emprego
de equipamentos pequenos e de baixa complexidade.

Apesar de inumeras vantagens, a FMS também apresenta algumas desvantagens, dentre
as quais pode-se destacar: sistema heterogéneo; elevado custo com energia quando ha

necessidade de agitacdo do substrato; necessidade de um pré-tratamento do substrato;
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monitoramento e controle de parametros dificultados; intensa mao de obra; e necessidade de
grande quantidade de esporos para inoculagdo na fermentacdo flungica (FREIRE e
CASTILHO, 2000).

Virios estudos estdo sendo conduzidos para utilizagdo de enzimas produzidas por FMS
no tratamento de efluentes. Tais estudos t€ém como objetivo principal a reducao de custos,
uma vez que a FMS pode utilizar substratos oriundos de rejeitos industriais, tais como a torta
de babacu (GUTARRA et al., 2009, 2007; AZEREDO et al., 2007, GOMBERT et al., 1999),
o residuo da prensagem de amendoim (BEUCHAT, 1982), torta de gergelim (KAMINI,
MALA e PUVANAKRISHNAN, 1998), e soja (VARGAS et al., 2008), entre outros.

Neste contexto, Gutarra et al. (2007) estudaram a producao de lipase por por FMS com
Penicillium simplicissinum, empregando torta de babagu como substrato, com resultados
bastante promissores. Este fungo apresentou uma alta producdo de lipase (20,2 U/g), sendo
capaz de manter um nivel elevado de producdo da enzima no decorrer da fermentagdo. A
caracterizacdo parcial da lipase indica que a preparacdo obtida apresenta caracteristicas de
termoestabilidade em uma faixa de pH de 5,0 a 7,0 (GUTARRA et al., 2009).

Silva et al. (2011) estudaram a producdo de lipases por Penicillium brevicompactum e
Penicillium verrucosum em fermentacao em estado sélido utilizando residuos agroindustriais
como matéria-prima. As atividades maximas obtidas com P. brevicompactum foram de 48,6 e
87,7 U/g em torta de babagu e de mamona, respectivamente. Maiores atividades de
esterificacdo (cerca de 244 U/g) foram obtidas quando P. brevicompactum foi usado como
micro-organismo e torta de babagu como meio basal, 0 que o torna bastante promissor para

aplicagcdes ambientais.

2.4 TRATAMENTO DE EFLUENTES COM ALTO TEOR DE OLEOS E GRAXAS
UTILIZANDO ENZIMAS

Efluentes de industrias alimenticias sdo ricos em gorduras e proteinas (moléculas
organicas) que sao lentamente biodegradadas. Altos teores de lipideos nos efluentes causam
grande impacto ambiental porque estes criam filmes na superficie da dgua, impedindo a
transferéncia de oxigénio do ar atmosférico para a agua, causando a morte de muitos
organismos aquaticos (CAMMAROTA e FREIRE, 2006).

Apesar de geralmente clivarem triacilglicerois especificos, as lipases podem nao ser

totalmente especificas e catalisar reagdes de hidrolise de triacilglicerdis que contém, em sua
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composi¢ao, diferentes acidos graxos, o que pode ser de grande interesse para o tratamento de
efluentes com alto teor de gordura (SAXENA et al., 2003).

Mendes et al. (2010) estudaram efluentes de laticinios, ricos em lipideos, parcialmente
hidrolisados com lipase comercial oriunda de pancreas de suinos (1,770 U/mg). Verificou-se a
eficiéncia do pré-tratamento em testes de biodegradabilidade anaerdbia com efluente bruto e
pré-hidrolisado, utilizando duas concentragcdes de enzimas (0,05 e 0,5% m/v). Os autores
afirmam que todas as amostras pré-tratadas mostraram efeito positivo na remog¢ao de matéria
organica (demanda quimica de oxigénio- DQO) e formacdo de metano. Melhores resultados
foram obtidos quando a hidrdlise e biodegradacdo foram realizadas simultaneamente,
utilizando a enzima em baixa concentracdo (0,05% m/v), clarificando o efluente e sendo uma
alternativa aos métodos tradicionais de tratamento de efluentes.

Jeganathan, Bassi e Nakhla (2006) estudaram a hidrélise de 6leos e graxas (O&G) de
aguas residudrias provenientes de uma induastria de racdo animal. O efluente continha alta
concentracdo de O&G, o que dificultava o tratamento bioldgico convencional. Os autores
utilizaram lipase de Candida rugosa imobilizada em alginato de calcio (atividade lipasica de
890 U/mg, a 35°C durante trés dias). Obtiveram-se remogdes de 65 e 69% de DQO e O&G,
respectivamente, contra 49 e 45% para o biorreator utilizado como controle. Durante o
experimento, aproximadamente 65% das pérolas de alginato foram recuperadas apds a
hidrolise e aproximadamente 70% da atividade enzimatica permaneceu no meio suporte. Este
estudo mostrou o potencial da lipase imobilizada em uma etapa de pré-tratamento de aguas
residudrias da fabricagdo de ragdo animal.

A hidrélise de lipideos de efluentes gerados em frigorificos avicolas, empregando lipase
microbiana de Candida rugosa, foi realizada por Pereira, Castro e Furigo Jr. (2003).
Porcentagens de hidrolise mais elevadas foram alcangadas em efluentes tamponados no pH
otimo de atuacdo (pH 7,0). Verificou-se a influéncia das concentragdes de enzima, agente
emulsificante (goma ardbica) e ions calcio no desempenho da hidrélise dos lipideos, por um
periodo maximo de 6 horas. A porcentagem de hidrélise méxima obtida foi de 20,9%, para
uma concentragdo de enzima de 0,4% (m/v) e 3% (m/v) de agente emulsificante.

Leal et al. (2006) estudaram efluentes de laticinios contendo elevados teores de O&G
(200, 600 e 1000 mg/L) tratados em dois biorreatores anaerobios do tipo UASB (Upflow
Anaerobic Sludge Blanket), sendo um deles alimentado com efluente pré-tratado por um pool
de enzimas hidroliticas produzidas pelo fungo P. restrictum em fermentagdao em estado solido

e o outro com o efluente bruto. A hidrélise enzimatica ocorreu com 0,1% (m/v) do preparado
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enzimatico solido (PES — com 21,8 U/g de atividade lipasica) durante 14 horas a 35°C. As
remocdes médias de DQO foram de 90% no biorreator que recebeu o efluente pré-hidrolisado,
enquanto que no biorreator que recebeu o efluente bruto a eficiéncia decaiu de 91% (com 600
mg O&G/L) para 82% (com 1000 mg O&G/L), chegando-se a conclusdo de que os
biorreatores do tipo UASB conseguem operar, sem muitos problemas operacionais, quando
alimentados com efluentes contendo até¢ 600 mg O&G/L.

Existem poucos trabalhos disponiveis na literatura sobre a utilizagdo de enzimas no
tratamento de efluentes de abatedouros. Em uma série de estudos, Masse, Kennedy e Chou
(2001a) descreveram a utilizacdo de uma lipase pancreatica comercial (PL- 250, Genecor
International) na hidrélise de particulas de gordura provenientes de efluente de abatedouro. A
eficiéncia do processo de hidrolise foi confirmada através da reducdo do didmetro das
particulas, assim como pela verificagcdo da produ¢ao de acidos graxos de cadeia longa.

Apurando, porém, o efeito da pré-hidrélise enzimatica no tratamento de efluente de
abatedouro contendo 550 mg/L de gordura em reator ASBR (anaerobic sequencing batch
reactor), os autores (MASSE, MASSE ¢ KENNEDY, 2003) nio obtiveram diferencas
significativas entre reatores alimentados com efluentes pré-hidrolisados e reatores
alimentados com efluentes sem a etapa de hidrélise enzimatica. Cabe ressaltar, no entanto,
que a concentracdo de gordura no efluente testado apresentava valor muito baixo apos a
diluicdo do efluente bruto. Valores maiores de gordura provavelmente conduziriam a
resultados diferentes entre os reatores. Além disso, preparacdes enzimadticas comerciais, além
de ndo se apresentarem como uma op¢do viavel, contém uma série de compostos como
conservantes e estabilizantes que poderiam influenciar negativamente o metabolismo do lodo
anaerobio utilizado.

Visto que a utilizagdo de preparados enzimaticos j& havia sido testada com sucesso no
tratamento de efluentes de laticinio pelo Nucleo de Biotecnologia da UFRJ e dada a falta de
literatura disponivel em relacdo a utilizagdo de enzimas em efluentes de abatedouros,
Valladao, Freire ¢ Cammarota (2007) estudaram a aplicacdo de uma etapa de pré-hidrolise
enzimatica no tratamento anaerdbio de efluente de abatedouro contendo elevados teores de
gordura. Neste estudo foi avaliada a aplicagdo de diferentes concentracdes de um preparado
enzimatico so6lido (PES), obtido através de fermentagdao em estado solido com o fungo P.
restrictum em meio constituido de rejeito agroindustrial denominado torta de babacgu, no
tratamento de efluente de abatedouro contendo diferentes teores de 6leos e graxas (O&G).

Ap6s a etapa de produgdo do preparado enzimatico foram realizados testes para avaliacdo da
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hidrolise do efluente contendo teores de O&G que variavam entre 150 e 1200 mg/L por
concentragcdes de PES de 0,1; 0,5 e 1,0% (m/v). Bons resultados foram obtidos quando
utilizada a concentracao de 0,1% de PES na pré-hidrélise. Por meio do acompanhamento de
cinéticas de consumo de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e produgdo de biogas foi
comprovada a eficiéncia da etapa de pré-hidrolise enzimatica, mesmo quando empregadas
reduzidas concentragdes de PES (0,1% m/v), na aceleragdo do consumo de nutrientes e
tratamento do efluente contendo o maior teor de O&G testado (1200 mg/L) (VALLADAO,
FREIRE e CAMMAROTA, 2007).

Apesar dos bons resultados observados com a utilizagao de 0,1% de PES, Valladao
(2005) encontrou resultados imprevistos quando utilizadas maiores concentragdes, como 0,5 €
1,0 % de PES, durante a pré-hidrolise. Esperava-se que maiores concentragdes de enzimas
nesta etapa liberassem maiores quantidades de acidos graxos e que estes fossem facilmente
utilizados durante o tratamento anaerdbio. Dados encontrados demonstraram que a utilizagao
das maiores concentragdes de PES durante a pré-hidrolise promoveram um efeito inibitorio no
tratamento anaerobio. Foram cogitadas duas hipoteses para a explicacdo deste fenomeno. A
primeira seria a possivel presenca de compostos toxicos no PES, ja que a composi¢do do
mesmo nao ¢ totalmente conhecida. A segunda seria a formacdo de elevadas quantidades de
acidos graxos de cadeia longa (AGCL) durante a pré-hidrolise, que sao conhecidos inibidores
dos sistemas anaerdbios devido a toxicidade aos micro-organismos anaerdbios e a baixa
velocidade de crescimento de micro-organismos consumidores dos mesmos (SALMINEN e
RINTALA, 2002a).

Dors (2006) estudou a adicao de lipases pancreaticas comerciais em testes de
biodegradabilidade de efluente de industria de abate de aves. Foram realizados tratamentos
enzimaticos variando as concentragdes de enzima de 0,10% a 0,35% (m/v). O efluente foi
biodegradado por aproximadamente trinta dias em um banho-maria a uma temperatura de
35°C com agitagao de 100 rpm. A atividade enzimatica foi influenciada pelo tipo de substrato,
uma vez que quando se utilizou azeite de oliva como substrato (utilizado como padrdo) a
atividade maxima ficou acima de 3000 U/mg, enquanto que utilizando o efluente bruto como
substrato a atividade enzimatica maxima diminuiu para valores abaixo de 700 U/mg. Foram
obtidas remogdes de DQO de 2,3 a 2,86 vezes maiores do que a remocao obtida com o
efluente bruto, sem o tratamento enzimatico. A concentracdo de enzima, dentro da faixa

estudada, ndo interferiu consideravelmente na velocidade de remog¢ao da matéria organica.
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Valladao, Freire e Cammarota (2009) estudaram o tratamento de efluente de abatedouro
de aves bruto e pré-tratado enzimaticamente (0,1% PES, por 4 horas) em biorreatores do tipo
UASB e verificaram maiores valores de producdo de metano, assim como elevados valores de
remogao de DQO (882 mL CHu/d e 93,5%) para o biorreator alimentado com efluente pré-
tratado, quando comparado ao biorreator alimentado com efluente bruto (642 mL CH./d e

91,0% de remocao de DQO).

2.5 PRODUCAO DE BIOSSURFATANTES E SUA UTILIZACAO NO TRATAMENTO
DE EFLUENTES

2.5.1 Surfatantes

Segundo Nitschke e Costa (2007), os surfatantes sdo moléculas anfipaticas constituidas
de uma por¢ao hidrofobica e uma por¢do hidrofilica (Figura 2.5). A por¢ao apolar ¢
frequentemente uma cadeia hidrocarbonada, enquanto a por¢dao polar pode ser idnica
(anidnica ou catidnica), ndo-idnica ou anfétera. Com a presenga de grupos hidrofilicos e
hidrofobicos na mesma molécula, os surfatantes tendem a se distribuir nas interfaces de fases

fluidas com diferentes graus de polaridade (agua/dleo e 6leo/agua).
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Figura 2.5: Representacdo esquematica da estrutura de um surfatante. A — cabega hidrofilica; B — cauda
hidrofébica (PEREIRA, 2011).

A formacao de um filme molecular ordenado nas interfaces reduz a tensao interfacial e
superficial (Figura 2.6), sendo responséavel pelas propriedades unicas dos surfatantes, como

detergéncia, emulsificagdo, lubrificagdo, capacidade espumante, capacidade molhante,



47

solubilizacdo e dispersdo de fases. Tais propriedades tornam os surfatantes adequados para

um grande nimero de aplicagdes industriais (SINGH et al., 2007).
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Figura 2.6: Representacdo da alocacdo dos surfatantes na superficie de um liquido polar (A) e no interior do
liquido (B) (ZANA, 2005 apud CARA, 2009).

A particular estrutura dos surfatantes faz com que estes possuam uma importante
capacidade de auto-agregacdo em solugdo. Quando as moléculas de surfatante se agregam,

formam estruturas organizadas denominadas micelas, como pode ser visualizado na Figura
2.7.

Figura 2.7: Representagdo esquematica da auto-agregagdo das moléculas de um surfatante (micela).
Fonte: Pereira, 2011.

As micelas s3o formadas quando a concentragdo micelar critica (CMC) ¢ alcancada
(Figura 2.8). Surfatantes eficientes possuem baixa concentragdo critica de micelas, isto &,

quantidades menores de surfatante sdo necessdrias para diminuir a tensdo superficial

(MULLIGAN, 2005).
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Figura 2.8: Tensdo superficial, tens@o interfacial e solubilidade em fung@o da concentragdo de surfatante
(MULLIGAN, 2005 adaptado por CARA, 2009).

Os compostos insoluveis ou pouco soluveis em dgua podem ser solubilizados no interior

das micelas, na regido apolar, como exposto na Figura 2.9 (MULLIGAN, 2005).

Compostos

Organicos

Figura 2.9: Representagdo esquematica da solubilizagdo de compostos apolares no interior de micelas (CARA,
2009).

2.5.2 Biossurfatante

Os compostos de origem microbiana que contém propriedades surfatantes, isto €, que
diminuem a tensao superficial (possuem alta capacidade emulsificante), sdo denominados
biossurfatantes e consistem em produtos metabdlicos de bactérias, fungos e leveduras. Os
biossurfatantes possuem a capacidade de emulsificar e dispersar os hidrocarbonetos em agua,
tornando-os disponiveis para que sejam naturalmente retirados do ambiente, através de

processos como solubilizagdo e mineralizagdo (CHUN, LEE e PARK, 2002).
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Devido ao aumento da preocupacdo com a protecdo ambiental, os biossurfatantes
passaram a ser considerados como alternativas ambientalmente corretas comparativamente
aos surfatantes sintéticos (SARACHAT et al., 2010). Os biossurfatantes apresentam
vantagens sobre surfatantes sintéticos por apresentarem baixa toxicidade e alta
biodegradabilidade (RODRIGUES et al., 2006).

Os biossurfatantes podem ser classificados por sua estrutura quimica, sendo divididos
entre os de alta massa molecular (polissacarideos, lipopolissacarideos, proteinas e
lipoproteinas) e os de baixa massa molecular (lipopeptideos, glicolipideos e acidos graxos)
(BANAT et al., 2010).

A concentragdo micelar critica dos biossurfatantes varia de 1 a 200 mg/L, enquanto sua
massa molecular situa-se entre 500 ¢ 1500 Da (LANG ¢ WAGNER, 1987). A presenga de
diferentes porc¢des hidrofilicas faz com que os biossurfatantes sejam agrupados em diferentes
classes, de acordo com sua composi¢ao, podendo-se citar como exemplos os glicolipideos
(sdo os mais conhecidos, constituidos por carboidratos combinados com acidos alifaticos ou
hidroxialifaticos - DESAI e BANAT, 1997), os fosfolipideos (formados por uma molécula de
glicerol unida a dois &cidos graxos por meio de ligagdes éster e a um grupamento fosfato -
BOGNOLO, 1999), os lipopeptideos (sdo produzidos principalmente por espécies do género
Bacillus). Essas moléculas apresentam propriedades tensoativas, sendo que algumas também
possuem propriedades antimicrobianas. Sao exemplos de lipopeptideos: viscosina, subtilisina
e surfactina (DESAI e BANAT, 1997).

Diversos micro-organismos sdo estudados na producdo de agentes biossurfatantes,
podendo-se citar como exemplo bactérias do género Pseudomonas, que sdao capazes de usar
diferentes substratos como glicerol, manitol, frutose, glicose, n-parafinas e 6leos vegetais para

produzir biossurfatantes a base de ramnolipideos (SANTA ANNA et al., 2002).

2.5.2.1 Ramnolipideos

Os ramnolipideos sdao biossurfatantes da classe dos glicolipideos produzidos
principalmente por Pseudomonas aeruginosa. Sdo compostos anfifilicos constituidos por
moléculas de ramnose na sua por¢do hidrofilica e por cadeias de acidos graxos na por¢ao
hidrofobica. Sao produzidos como uma mistura de homoélogos que diferem entre si pelo
numero de ramnoses € pelo tamanho da cadeia de acidos graxos (LANG ¢ WULLBRANDT,
1999).
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Os homologos de maior predominancia nas misturas de ramnolipideos sdo os mono-
ramnolipideos, formados por uma ramnose ligada a duas moléculas de 4acido PB-
hidroxidecanoico; e os di-ramnolipideos, formados por duas ramnoses ligadas a duas
moléculas de acido B-hidroxidecandico (Figura 2.10) (LANG e WULLBRANDT, 1999 apud
MAGALHAES, 2012; NITSCHKE, COSTA e CONTIERO, 2010).
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Figura 2.10: Estrutura quimica de mono-ramnolipideo (a) e di-ramnolipideo (b) (NGUYEN et al., 2008).

Cerca de 60 compostos e homologos de ramnolipideos ja foram relatados, conforme
revisado por Abdel-Mawgoud, Lépine e Déziel (2010). Este biossurfatante pode diminuir a
tensao superficial da d4gua de 72 mN/m para 20-30 mN/m, em concentragdes de 10-200 mg/L
e diminuir a tensdo interfacial de sistemas 6leo/agua para valores abaixo de 1 mN/m (LANG e
WULLBRANDT, 1999). Acima da concentracdo micelar critica (CMC) os ramnolipideos
formam micelas, vesiculas ou lamelas, contudo os valores da CMC podem variar segundo a
composi¢ao de homologos da mistura, ja tendo sido relatados valores entre 5-200 mg/L
(NITSCHKE, COSTA e CONTIERO, 2010 apud MAGALHAES, 2012).

Devido a alta biodegradabilidade e baixa toxicidade, os biossurfatantes do tipo
ramnolipideo sdo de grande interesse para a industria farmacéutica, cosmética, alimenticia e
para a area ambiental (MAIER e SOBERON-CHAVEZ, 2000). Na area ambiental, os
ramnolipideos sdo utilizados, por exemplo, na biorremediacdo de poluentes insoliveis, uma
vez que podem auxiliar a emulsificacdo dos contaminantes organicos tornando-os

pseudossolubilizados (BANAT et al., 2010).
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2.5.3 Producao de biossurfatantes

Os biossurfatantes sdo produzidos principalmente pelo crescimento aerobio de micro-
organismos em meios aquosos a partir de carboidratos, hidrocarbonetos, 6leos e gorduras ou
uma mistura destes, o que inviabiliza a produgcdo em larga escala, devido ao custo dos
substratos (KRONENBERG et al., 2008; BOGNOLO, 1999). No entanto, substratos mais
baratos e soliveis em agua, como a glicose, glicerol e etanol, tém sido utilizados como
alternativa. Na busca por um processo mais econdmico para producdo de biossurfatantes,
efluentes industriais e residuos agricolas estdo sendo utilizados como opg¢des de matérias-
primas (DESAI e BANAT, 1997 apud KRONENBERG et al., 2008).

A quantidade e qualidade dos biossurfatantes produzidos pelas diversas espécies de
micro-organismos sdo influenciadas tanto pela fonte de carbono quanto pelas concentragdes
de nitrogénio, fésforo, manganés e ferro no meio, além das condi¢des de cultivo, como pH,
temperatura e agitacdo (BANAT, 1995).

A producao de ramnolipideos por Pseudomonas aeruginosa PA1 foi avaliada por
Santa’Anna et al. (2002) utilizando como substrato n-hexadecano, petrdleo, 6leo de babacu e
glicerol, obtendo 130, 260, 200 e 690 mg/L de ramnose, respectivamente. O alto valor obtido
com glicerol era esperado, ja que esta fonte de carbono ¢ soluvel, sendo facilmente degradada
pelos micro-organismos quando comparada com os demais substratos. Quanto a fonte de
nitrogénio, o nitrato de sodio foi a que apresentou melhores resultados quando comparada
com uréia e sulfato de amonio.

Mitchell, Ramos e Krieger (2007) estudaram a producdo de biossurfatante do tipo
ramnolipideo por bactérias Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 614, isoladas em campos
petroliferos do Nordeste Brasileiro, por fermentagdo em estado sélido utilizando como
substratos solidos farelo de algoddo, canola, girassol, soja e bagago de cana-de-agucar/farelo
de girassol (1:1), enriquecidos com solugdo de sais e glicerol. A producdo de ramnolipideos
foi de 12,5 g/kg de substrato seco (expressa em ramnose) apos 12 dias de cultivo quando se
utilizou a mistura de bagaco de cana-de-agtcar/farelo de girassol (1:1) como substrato sélido.
As propriedades fisico-quimicas do biossurfatante presente no extrato purificado do material
fermentado foram examinadas por tensiometria com valores de concentragdo micelar critica
(CMC) de 14,3 mg/L. Resultados que confirmam a viabilidade de diferentes aplicacdes,
sobretudo as ambientais, de biossurfatantes produzidos por FMS wusando residuo

agroindustrial de baixo custo.
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O Laboratorio de Biotecnologia Microbiana (LaBiM) da UFRJ, em convénio com o
CENPES/Petrobras, vem desenvolvendo, desde 2000, diversos trabalhos de producao de
ramnolipideos utilizando uma linhagem de Pseudomonas aeruginosa PA1, oriunda da colegao
de culturas do CENPES/Petrobras, que foi isolada de pogos de petroleo. A otimizacdo do
meio de cultivo, busca de fontes de carbono de baixo custo € modificacdes no modo de
conducdo do processo fermentativo levaram a minimizagao (900%) da produgdo de fatores de
viruléncia de natureza protéica, com concomitante aumento da producdo de ramnolipideo
(SANTOS et al., 2002; SANTA ANNA et al., 2002). O mesmo grupo desenvolveu trabalhos
de escalonamento da producao deste biossurfatante, contornando o problema de formacao de
espuma, em biorreatores acoplados a membranas oxigenados de modo ndo dispersivo. O
processo conduzido em batelada alimentada de glicerol/nitrato em altas relagdes C/N
conduziu a um aumento de produtividade volumétrica e da producdo de ramnolipideo, e foi
escalonado para biorreatores piloto de 200 L (FREIRE et al., 2009; KRONEMBERGER et
al., 2008).

2.6 APLICACAO DE BIOSSURFATANTES NO TRATAMENTO DE EFLUENTES

Diversos pesquisadores, dentre os quais pode-se citar Millioli et al. (2009), Santa Anna
et al. (2007), Rahman et al. (2003), Nitschke e Pastore (2002), e Alexander (1999), entre
outros, vém investigando a utilizagdo de biossurfatantes no tratamento de agua e solo
contaminados por petrdleo e seus derivados.

Zhang et al. (2009a) estudaram a adi¢ao de solucao aquosa de ramnolipideo na forma de
um caldo de cultura livre de células de Pseudomonas aeruginosa (biossurfatante — caldo
bruto) em sistemas de lodos ativados para o tratamento aerébio de dleo de fritura residual.
Este tratamento foi realizado em escalas de bancada e piloto, sendo a eficiéncia da remog¢ao
de 6leo de fritura determinada por anélise da concentracdo de O&G e da demanda quimica de
oxigénio (DQO). As concentragdes de ramnolipideo variaram de 22,5 a 90 mg/L, sendo o
tempo de retencdo hidraulica de 30 h, em escala de bancada, suficiente para remover mais de
93% de O&G, enquanto que no sistema controle (sem adi¢do de biossurfatante) a reducao
maxima foi de 10%. Ja em escala piloto, a maior eficiéncia do tratamento com a adicdo do
biossurfatante foi de aproximadamente 95%, com tempo de reteng¢do hidraulica de 12 h,
enquanto o tratamento controle alcancou uma eficiéncia de 17%. A espuma e a

biodegradabilidade do biossurfatante utilizado no estudo também foram examinadas. Nao foi
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observada a formagao de espuma nas duas primeiras horas, quando se utilizou a concentracao
de 22,5 mg/L de ramnolipideo; nas demais concentragdes do teste (dobro e triplo da CMC) a
formagao de espuma foi observada por um curto intervalo de tempo. A biodegradabilidade do
ramnolipideo foi comprovada através das medidas da tensdo superficial. Os autores
concluiram que a adi¢ao de biossurfatante (caldo de cultura contendo ramnolipideo) mostrou
grande potencial para o tratamento de aguas residuarias oleosas por lodos ativados.

Nakhla et al. (2003) estudaram o efeito da adi¢do do biossurfatante “BOD-Balance™
no tratamento anaerobio de efluente com elevado teor de O&G, de uma industria de ragdo
animal. Os testes foram realizados em bateladas, adicionando-se o biossurfatante no efluente
bruto e no efluente apds uma etapa de flotacdo. Ao efluente bruto, foi adicionada apenas a
concentracdo de 500 mg/L do biossurfatante, sendo a DQO inicial, total e soluvel, igual a
31440 mg/L e 11200 mg/L, respectivamente. Ja ao efluente que passou pela etapa de flotagao,
trés condigdes foram avaliadas: 250 mg/L, 100 mg/L e sem biossurfatante, apresentando
como DQO total inicial de 17560, 15560 e 15800 mg/L, respectivamente, ¢ DQO inicial
soluvel de 6680, 8488 e 8520 mg/L, respectivamente. Todos o0s experimentos foram
conduzidos a 35°C, sem agitagdo. Como resultado, os autores afirmam que a adigdo do
biossurfatante ao efluente bruto reduziu a DQO total em 63%, contra 34% do controle, ¢ a
DQO soluvel em 73%, contra 37% do controle, indicando o efeito positivo do biossurfatante
como auxiliar na redugcdo da DQO. Ja ao efluente pré-tratado por flotacdo, a adicdo do
biossurfatante ndo apresentou diferenca significativa, sendo a redu¢do da DQO total de 44, 48
e 48% para as adi¢des de 250, 100 e nula, respectivamente; e reducdo da DQO soluvel de 84,

85 e 85%, respectivamente.

2.7 APLICACAO CONJUNTA DE ENZIMAS E BIOSSURFATANTES NO
TRATAMENTO DE EFLUENTES

A aplicacdo conjunta de enzimas e biossurfatantes no tratamento de efluentes ¢ uma
abordagem inédita. Os biossurfatantes podem facilitar a biodegradagdo de 6leos e gorduras
principalmente por meio do aumento da sua solubilidade, emulsionando os triglicerideos,
facilitando a agdo de enzimas e assim eliminando a necessidade de processos de pré-
tratamento adicionais para remover gorduras, e resultando em custos de operagdo mais baixos

(DAMASCENO, CAMMAROTA e FREIRE, 2012).
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Chatterjee et al. (2009) estudaram a pré-emulsificagdo de dleo de girassol pela adicao de
surfatante (Triton X100) e de biossurfatante (ramnolipideo) visando o aumento da atividade
hidrolitica de lipase comercial proveniente de Aspergillus niger imobilizada em fibras de
seda. A atividade hidrolitica foi 25,9% maior quando utilizado o ramnolipideo como agente
emulsificante (48,73 + 1,26 U e 36,11 = 0,96 U quando o 6leo de girassol foi emulsionado na
presenca do ramnolipideo e Triton X100, respectivamente).

Zhang et al.(2009b) investigaram o efeito estimulador da adi¢do de biossurfatante do
tipo ramnolipideo proveniente de bactérias Pseudomonas aeruginosa BSZ-07 na acdo das
celulases produzidas pelo fungo Trichoderma reesei ZM4-F3, na hidrélise da palha de arroz.
A adicdo do ramnolipideo aumentou a atividade da enzima B-glucosidase em 5,32 U
(unidades), ficando 115,3% maior do que a atividade da amostra controle. As celulases
produzidas pelo fungo Trichoderma reesei apresentaram maior estabilidade apds adi¢do do
biossurfatante, o que foi considerado pelos autores como outro efeito benéfico da acdo do
ramnolipideos na hidrélise da palha do arroz.

Matsumiya et al. (2007) isolaram a bactéria Burkohlderia sp. DW2-1 de um solo
contaminado com Oleo. Os autores observaram a emulsificacdo dos lipideos nas culturas e
decidiram avaliar ndo somente a atividade lipasica como também a atividade biossurfatante da
bactéria (sendo uma unidade definida como uma érea clara de 1 cm” formada pela adigdo de
50 ul do sobrenadante do cultivo no centro de uma placa de Petri contendo 20 mL de 4gua
destilada e 50 pl de um o6leo pesado). Os estudos mostraram maior atividade lipasica (1720
U/L) para a cepa DW2-1 contra 7 U/L de uma enzima comercial (BN clean), apds 48h de
cultivo. A atividade biossurfatante da bactéria foi de 480 U/ml quando suplementada com
Oleo de salada e 148 U/ml sem suplementacdo, contra 10 U/ml da enzima comercial. Apds
este estudo, os autores utilizaram a cepa DW2-1 para o pré-tratamento de efluente industrial
contendo 10 g/L de 6leo de salada. Apds incubagdo de 24h, este teor reduziu para 1,8 g/L, e a
concentracdo final de lipideos no biorreator aerobio foi menor que 1 g/L apos trés dias de
operagdo, concluindo que esta bactéria pode ser utilizada na degradagdo de alto teor de

lipideos sem afetar o consorcio microbiano.
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2.8 ANALISE ECONOMICA

2.8.1 Escolha do software de apoio: SuperPro Designer

O mercado comercializa varios programas de simulacdo de processo, mas somente
alguns destes sdo apropriados para processos biotecnologicos. Um nimero ainda menor
combina a capacidade de simulacdo com sequenciamento de processos paralelos dentro do
mesmo processo (RAICHER, 2011).

O ExtendSim, comercializado pela Imagine That Inc., oferece um ambiente de
simulagdo para bioprocessos em batelada. E a versio mais béasica em termos de
possibilidades, por apresentar um custo compativel, sendo mais usado em ambientes
académicos do que por empresas (RAICHER, 2011).

A Aspen Technology (Advanced System for Process Engineering) oferece simuladores
de processo desde 1981, com um sistema acoplado de avaliacdo econdmica. O pacote ASPEN
Plus para processos quimicos criou um simulador dedicado para bioprocessos, que foi depois
substituido pelo Batch Plus, um ambiente de simulacdo baseado em processos em batelada
(RAICHER, 2011).

A Biopharm Services oferece um software denominado BioSolv, uma ferramenta
baseada em Microsoft Office Excel, que pode ser utilizada para simulacdo de custos e de
processo. O programa foi projetado para processos biofarmacéuticos (RAICHER, 2011).

J& o SuperPro Designer ¢ um software de simulagdo de processo composto por uma
série de algoritmos, capazes de modelar matematicamente o desempenho das operagdes
unitarias de um processo produtivo em termos de simulacdo e opcdes de avaliagdao
econdmicas, incluindo modelos utilizados em tratamento de aguas residuarias e outras
aplicagdes de controle de poluicdo (por exemplo, reatores de tratamento bioldgicos,
clarificadores, unidades de tratamento de lodo, unidades de controle de poluicao do ar, etc.)
(BERGS et al., 2003).

O SuperPro Designer da Intelligen combina a defini¢do de processo, capacidade de
calculo e sequenciamento em um programa a um prego acessivel para pequenas e médias
industrias. Oferece, ainda, um banco de dados padrido ou a op¢do de customizacdo de um
banco de dados para registrar equipamentos e utilidades nas quantidades disponiveis

(RAICHER, 2011).
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Este software realiza balancos de massa e energia, estima tamanhos de equipamentos e
custo de compra. E de facil operagdo, equipado com um avaliador econdmico capaz de gerar
um relatdrio econdmico detalhado sem a necessidade de exportar dados para outra ferramenta
com o objetivo de realizarem-se os calculos de andlise de custos (ROUF, 1999).

Pelos dados apresentados, verifica-se que a aplicagdo conjunta de biossurfatantes e
enzimas no tratamento de efluentes ¢ um campo novo e promissor, com poucos trabalhos
divulgados na literatura. A combinagdo de ramnolipideo e lipase se baseia em uma melhor
disponibilizagdo dos lipideos para a rea¢do enzimadtica, podendo-se aumentar a eficiéncia de
hidrélise com custos mais competitivos para o tratamento de efluentes. Assim, este estudo
pretende avaliar que combinacdo lipase/ramnolipideo resulta em um tratamento anaerobio
mais eficiente em termos de redugdo de DQO e producdo de metano e se os custos para tal sao

economicamente vidveis em comparacao aos processos convencionais de tratamento.
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3.2 METODOS ANALITICOS

3.2.1 Atividade lipasica

A atividade lipasica foi determinada utilizando-se uma emulsdo composta por 5% (m/v)
de oleo de oliva emulsionado por 3 minutos com 5% (m/v) de goma arabica em tampao
fosfato de sodio (0,1 mol/L, pH 7,0). Em 19 mL desta emulsdo adicionava-se 1 mL do
preparado enzimatico, sendo este material incubado a 35°C por 20 minutos a 200 rpm. A
reacao era interrompida pela adicdo de uma solucao de acetona:etanol (1:1 v/v), para extragao
dos acidos graxos liberados. Os acidos graxos foram titulados em titulador automatico até pH
11,0, com solugdao de NaOH 0,04 mol/L. Os brancos reacionais foram obtidos adicionando-se
o preparado enzimatico antes da titulagdo. Uma unidade de atividade lipasica foi definida
como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de &cido graxo por minuto, nas condi¢des do

ensaio (FREIRE et al., 1997, apud GUTARRA, 2007), sendo determinada pela equacao 3.1:

A V' —=V,).m.1000
tVe

(3.1)
Onde:

A = atividade lipasica (U/mL)

V = volume de solugdo de NaOH gasto na titulagdo da amostra

Vy, = volume de solu¢do de NaOH gasto na titulagdo do branco (ml)

m = concentra¢do da solu¢do de NaOH (milimoles/ml)

t = tempo de reacao (minutos)

V. = volume de extrato enzimatico (ml)

A atividade lipasica por grama (U/g) foi calculada pela multiplicagdo da atividade
enzimatica no extrato liquido (U/ml) pelo volume de tampao utilizado na extracao e divisao

pelo peso seco da torta fermentada.
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3.2.2 Atividade proteasica

Em tubos eppendorf foram adicionados 0,5 mL de amostra ¢ 0,5 mL de solugdo de
azocaseina (0,5% m/v) preparada, no momento de uso, em tampao universal, pH 5,0. Esta
mistura foi entdo incubada em banho-maria a 40°C, durante 5 minutos. Apos este periodo, era
adicionado 1 mL de solugdo HCI 1 mol/L em cada tubo para paralisar a reagdo. Os tubos
foram entdo centrifugados a 11000 rpm, durante 1 minuto, e a absorbancia dos sobrenadantes
lida a 345 nm em espectrofotometro (BENDICHO et al., 2002). A atividade enzimatica (U)
foi definida como o aumento no numero de unidades de absorbancia por minuto, conforme
apresentado na equacdo 3.2 (CHARNEY e TOMARELLI, 1947). Cada analise era realizada

em triplicata.

A abs*diluicdo (32)
t*Ve

Onde:

A = atividade (U/mL)

Abs = valor de absorbancia da andlise

Diluigdo = dilui¢ao da amostra em tampao universal

t = tempo de reagdo enzimatica

Ve = volume de extrato enzimatico

3.2.3 Indice de emulsificacao

A atividade emulsificante foi determinada de acordo com o método descrito por Cooper
e Goldenberg (1987). O teste consiste em adicionar n- hexadecano ao caldo fermentado e
agitar a mistura em vortex por dois minutos. A emulsdo formada foi entdo deixada em
repouso por 24 horas, em temperatura ambiente. O Indice de Emulsificagdo, em percentual,
corresponde a razao entre altura da camada emulsionada e a altura total do liquido, conforme

apresentado na equagdo 3.3 a seguir.

F=Hen x99 (3.3)
H

t



60

Sendo:
E = Indice de Emulsificagdo (%)
Hem = Altura da Camada Emulsionada (mm)

H; = Altura Total de Liquido (mm)

3.2.4 Tensao superficial e concentragcao micelar critica

A determinacdo da tensdo superficial (mN/m) do extrato bruto foi realizada em um
tensiometro Aqua-Pi (Kibron Inc., Helsinki), a 25 °C. As medi¢des de tensdo superficial
foram baseadas no método Du Nouy, utilizando sondas de pequeno porte. Todas as amostras
foram preparadas com agua pura. Antes de cada experimento, o instrumento foi calibrado
medindo-se a tensdo superficial da agua pura. As medidas foram repetidas até que as
variagdes de tensdo de superficie a partir de trés leituras sucessivas permanecesse dentro de +
0,2 mN/m.

A concentragdo micelar critica (CMC) foi calculada através da determinacao da tensao
superficial do caldo fermentado diluido. Os valores de tensdo superficial versus os valores
relativos a dilui¢ao resultam em uma curva descendente que tende a estabilidade. O ponto no
qual a curva torna-se constante corresponde a CMC (ROBERT et al., 1991; DUVNJAK et al.,
1982; COOPER, ZAJIC e GERSON, 1979).

3.2.5 pH

O pH das amostras foi medido por leitura direta em potenciometro (Quimis, Q400AS).

3.2.6 Demanda quimica de oxigénio

Na determinagdo da DQO foi empregado o método colorimétrico padrao de refluxo
fechado (Hach), com K,Cr,O7; em meio acido, contendo Ag,SO4 como catalisador e HgSO4
para eliminar a interferéncia de cloretos presentes na amostra. As amostras sdo diluidas
(quando necessario) de forma adequada para as faixas de DQO contempladas pelo método.

Logo em seguida foram adicionadas as solu¢des para o ensaio, sendo os tubos colocados no
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digestor Hach a 150°C durante 2 horas. Apds resfriamento a temperatura ambiente, era
realizada a leitura direta da absorbancia em espectrofotdmetro (Hach, DR 5000). Os brancos
foram preparados com agua destilada substituindo as amostras. Os valores de absorbancia a
600 nm foram convertidos em DQO através de uma curva padrdo previamente preparada
utilizando-se biftalato dcido de potassio como substancia padrao (APHA, 2005).

Na determinagao da DQO soluvel as amostras foram filtradas em membranas de acetato
de celulose de tamanho de poro de 0,45 pm e s6 entdo eram diluidas, sendo o protocolo citado

acima executado.

3.2.7 Sélidos suspensos e dissolvidos, totais, fixos e volateis

A determinacao dos solidos suspensos totais, fixos e volateis foi realizada com amostras
filtradas em filtros de fibra de vidro, com porosidade de 1,2 pm, sob vacuo, e o residuo retido
nos mesmos colocados em capsulas de porcelana previamente taradas (secas em mufla
durante 30 minutos e resfriadas em dessecador) (P1). Os conjuntos (capsulas e filtros
contendo amostra) eram aquecidos em estufa a 105° C até peso constante (P2). Apos esta
etapa, eram levados a mufla a 550°C por 30 minutos, resfriados e pesados (P3). As
concentragdes de solidos suspensos totais (SST), solidos suspensos fixos (SSF) e solidos

suspensos volateis (SSV) foram calculadas pelas equacdes a seguir (APHA, 2005).

_ 6

sst = L=H10 (3.4)
_ 6

SSF = M (3.5)
_ 6

ssy = L=h)10 (3.6)

a

Sendo:

SST = sélidos suspensos totais (mg/L)
SSF = so6lidos suspensos fixos (mg/L)
SSV = solidos suspensos volateis (mg/L)

P, = peso da capsula vazia (g)
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P, = peso do conjunto (capsula + filtro com residuo) apds estufa (g)
P3; = peso do conjunto (capsula + filtro com residuo) apos mufla (g)

V, = volume de amostra (ml)

Procedimento similar foi adotado para a quantificagdo de so6lidos dissolvidos totais
(fixos e volateis), sendo substituido o filtro contendo a amostra suspensa, pelo volume

permeado (amostra soluvel).

3.2.8 Concentracao de solidos nos reatores

Amostras de iguais volumes do lodo anaerdbio eram retiradas de amostradores
distribuidos ao longo dos reatores (A2 e A3). Como o volume das se¢des era igual, as
amostras foram misturadas e centrifugadas a 1200 g por 10 min, sendo o sobrenadante
descartado e os solidos transferidos para capsulas de porcelana, realizando procedimento
similar ao descrito em 3.1.7. Com as concentragdes de sélidos volateis suspensos obtidas no
lodo dos reatores e os volumes das respectivas se¢des, calculou-se a massa de biomassa
presente nos mesmos, através do somatdrio das massas de cada se¢do, de acordo com as

equacoes 3.7 e 3.8.
Quantidade de biomassa (M) em cada reator:
Mr=Cn*Vn (3.7

Concentragdo média da biomassa no reator (Cr):

Cr=Mr (3.8)
Vr

Sendo:

Cn = concentragio de solidos volateis em suspensio (kg SVS/m’)
Vn = volume correspondente a se¢do amostrada do reator (rn3 )

Mr = quantidade de biomassa na se¢ao amostrada do reator (kg SVS)
Vr = volume til total do reator (m?)

Cr = concentragdo média de biomassa no reator (kg SVS/m?)
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3.2.9 Oleos & Graxas (O&G)

A determinag¢ao da concentragdo de O&G no efluente foi realizada através de extragao
em Soxhlet, utilizando hexano como solvente, de acordo com procedimento padrao (APHA,
2005). As amostras dos efluentes sao acidificadas com 5 ml/L de HCI diluido (1:1 v/v) e
filtradas em disco de papel de filtro Whatman nimero 4, coberto com uma camada de
diatomita, obtida pela filtragdo de uma suspensdo aquosa (5% m/v) de terra diatomécea. As
amostras preparadas foram colocadas dentro de um cartucho de extragdo previamente
descontaminado pela extragdo com hexano por 2 horas. Os cartuchos com as amostras foram
colocados para secar em estufa a 105°C por 30 minutos. A analise era realizada utilizando-se
baldes limpos com pérolas de vidro, previamente tarados apds secagem a 105°C e
resfriamento em dessecador, obtendo-se P1. Em cada baldo foram colocados 200 mL de
hexano, sendo estes conectados ao extrator Soxhlet contendo o cartucho com a amostra. A
extragdo com hexano era realizada a uma velocidade de 20 ciclos por hora durante 4 horas.
Apos esse periodo, o hexano foi evaporado em rotoevaporador e o baldo contendo os residuos
oleosos, colocado para secar em estufa a 70°C até peso constante e, apds resfriamento, pesado

obtendo-se P2. A concentragdo de O&G no efluente foi calculada pela equacao 3.9 a seguir.

(P, - P)10°
Va

0&G= (3.9)

Onde:

0&G = concentragdo de 6leos e graxas (mg/L)

P, = peso do baldao + pérolas de vidro (g)

P, = peso do baldo + pérolas de vidro + residuo gorduroso (g)

Va = volume da amostra filtrada (ml)

O teor de O&G do lodo dos biorreatores foi determinado com base no peso seco (SST)
do mesmo. Para a determinagdo do teor de 6leos e graxas no lodo colocava-se 5,0 mL de lodo
em um tubo de centrifuga previamente tarado e este era centifugado por 10 min a 3000 rpm.
O lodo umido era, entdo, pesado e para cada g de lodo adicionava-se 1,0 g de MgSQO4.7H,0.
A mistura formada foi seca a temperatura ambiente até a solidificacdo. Posteriormente, esta

mistura foi triturada e seu conteudo transferido para um disco de papel Whatman n°® 4 que, por
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sua vez, foi acondicionado em cartucho de extracdo. A extragao dos Oleos e graxas foi
realizada de acordo com a metodologia descrita para amostras liquidas (APHA, 2005). O teor

de oleos e graxas no lodo dos reatores foi determinado de acordo com a equacao 3.10:

O&G:(Pg—_j) (3.10)
u.

Sendo:

0&G = concentragdo de 0leos e graxas (%)
P1 = peso do balao vazio (g)

P2=peso do baldo + residuo (g)

Su= peso dos so6lidos imidos (g)

A= fragdo de sélidos secos (%)

3.2.10 Nitrogénio total

A determinacdo do nitrogénio total foi realizada utilizando-se um analisador de
nitrogénio modelo TNM-1 Shimadzu. O mondxido de nitrogénio foi medido pelo método de
quimiluminescéncia e as medi¢des podiam ser efetuadas na faixa de 0,1 a 4000 mg/L.
Aliquotas de 100 mL de amostra eram separadas, filtradas em membranas com porosidade

igual a 0,45 nm e levadas imediatamente ao analisador.

3.2.11 Fosforo total

A determinacdo da concentracdo de fosforo total foi realizada pela digestdo de 100 mL
da amostra em baldo Kjeldahl contendo 1 mL de H,SO4 concentrado ¢ 5 mL de HNO;
concentrado, sob aquecimento, at¢ a completa liberagdo de fumos de NO e SO,. Apds o
resfriamento, foram adicionados 20 mL de agua destilada e quantidade suficiente de solugao
de NaOH 1 mol/L para o ajuste do pH para 7,0. A amostra era avolumada a 100 mL e,
posteriormente, 35 mL desta solugdo foram adicionados a baldo volumétrico de 50 mL
juntamente com 10 mL do reagente vanadato-molibdato. Apos completar o volume com agua

destilada e aguardar 10 minutos, a leitura da absorbancia era realizada em espectrofotometro a
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490 nm. O branco reacional era preparado pela adicdo de agua no lugar da amostra e uma
curva-padrao foi elaborada com solugdo padrao de KH,PO, (APHA, 2005). A concentragdo

de fosforo total foi calculada pela equagdo 3.11 a seguir.

* *
PT = Abs,*100*50 3.11)
o*V,*35

Sendo:

PT = fésforo total (mg/L)

Abs, = absorbancia da amostra

a = coeficiente angular da curva padrao

V, = volume de amostra (mL)

3.2.12 Alcalinidade total — Método Potenciométrico (Ripley et al., 1986)

A metodologia utilizada neste trabalho foi descrita por Ripley et al. (1986) e consiste
na centrifugagdo das amostras por 3 minutos a 1500 rpm. Em seguida, 50 mL da amostra
eram transferidos para um bécher de 100 mL e o pH era medido e levado até 5,75 com adigao
de H,SO4 0,01N, anotando-se este valor (V1). Esta alcalinidade é denominada parcial,
podendo ser aproximada a alcalinidade a bicarbonato, uma vez que compreende 80% de
bicarbonato e 20% de sais de acidos organicos volateis. Continuava-se a titulagdo com H,SO4
0,01IN até pH 4,3, anotando-se o volume (V2). Esta alcalinidade ¢ denominada intermediaria,
podendo ser aproximada aquela devida a sais de acidos volateis. A alcalinidade total ¢ o
somatorio das alcalinidades parcial e intermediaria (V3 = V1 + V2), calculada pela equagao

3.12 a seguir:

3% NH2s04*50000
V amostra (3 ]2)

A total= Y

Sendo:
A total = Alcalinidade Total em mg CaCOs/L
V3 = Somatoério dos volumes de H,SO4 gastos nas titulagdes da alcalinidade parcial e

intermediaria
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Nmu2sos = Normalidade do acido sulftrico diluido utilizado na titulagao

V amostra = Volume de amostra utilizada em mL.

3.2.13 Acidos volateis totais

A determinagdo dos acidos volateis totais era realizada de acordo com método descrito
por DiLallo e Albertson (1961), que consistia em reduzir o pH da amostra utilizada para
determinagdo da alcalinidade total de 4,30 para 3,30 com H,SO4 0,005 M e entdo levar a
fervura durante 3 minutos, para remover o diéxido de carbono da solucdo. Apos fervura, a
amostra era resfriada em banho de dgua até temperatura ambiente e entdo era realizada a
titulagdo com solug¢do padronizada de NaOH 0,005 M até pH 4,00, desprezando-se esse
volume; continuava-se a titulagdo da amostra (pH=4,0) com solu¢do padronizada de NaOH
0,005 M até pH 7,0 e anotava-se o volume (V). Esta adi¢do permitia a neutralizacdo de
principalmente acidos organicos, sendo a acidez volatil total calculada através da equagdo

3.13:

_ VXNnNaon %X60.000

Vamostra (3 . 1 3)

Av

Sendo:
Av = Acidos Volateis Totais em mg/L como acido acético.
V = Volume de NaOH utilizado na titulagdo da amostra entre pH 4 ¢ 7.

Vamostra = Volume da amostra utilizada para analise

Porém, o fator de conversdo para determinar os acidos volateis presentes, a partir da
alcalinidade, dependia da quantidade de acidos que era titulada entre pH 4,0 e 7,0. O pH de
equilibrio de &cidos organicos ¢ menor que 4,0, mas varidvel com a concentragao de acidos.
Além disso, o pH final de titulacdo de 4cidos fracos com base forte é sempre maior que 7,0.
Logo, experimentalmente, DilLallo e Albertson (1961) observaram a relagdo 1,5 para a
alcalinidade superior a 216 mg/L e relagao 1,0 para valores inferiores. A existéncia desses
dois fatores se deve a influéncia mais significativa da alcalinidade denominada basica para

valores menores de alcalinidade total. Portanto, o valor da acidez total era corrigido, se
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necessario, de acordo com a alcalinidade total da amostra, conforme apresentado nas

equagoes 3.14 e 3.15, a seguir:
Caso 1: Alcalinidade total maior que 216 mg/L

AVT=Avx 1,5 (3.14)
Caso 2: Alcalinidade total menor ou igual a 216 mg/L

AVT=Avx 1,0 (3.15)

Sendo:
AVT = Acidos Volateis Totais, em mg HAc/L
Av = Acidos Volateis Totais em mg/L como 4cido acético, determinados na anélise de

Acidez Volatil, sem levar em consideragao a influéncia da alcalinidade da amostra.

3.2.14 Volume e composicio do biogas

Nos ensaios de biodegradabilidade anaerdbia, seringas plasticas graduadas de 10, 20
e/ou 60 mL conectadas aos frascos tipo penicilina permitiram quantificar o volume de biogés
produzido por deslocamento do émbolo das mesmas. No biorreator anaerébio o volume de
biogas foi medido através de medidor “MilliGascounter”, da Ritter. Em ambos, a composi¢ao
do biogas foi analisada por cromatografia gasosa em cromatografo VARIAN MICRO GC
4900. O biogas produzido era recolhido em ampolas gasométricas e injetado diretamente no

cromatografo. As condi¢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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3.2.15 Atividade Metanogénica Especifica (AME)

A Atividade Metanogénica Especifica (AME) pode ser definida como a capacidade
maxima de produgdo de metano por um consorcio de micro-organismos anaerdbios, realizada
em condi¢des controladas (CHERNICHARO, 2007). O teste foi conduzido em frascos tipo
penicilina de 100 mL, com 10 % de “headspace”, sem agitacdo, a 30°C, por 14 dias, tendo
como concentracao inicial de lodo anaerdbio 2,0 g STV/L e como concentragdo de substrato
(mistura de acidos organicos volateis — acético, propidnico e butirico) 2,0 g DQO/L, de
acordo com Rocha et a/.(2001). O volume de biogas produzido foi medido pelo deslocamento
do embdlo de seringas de 20 mL, conectadas aos frascos testes. Desta forma, a partir de
quantidades conhecidas de biomassa (g SVS) e substrato (g DQO), e sob condi¢des
padronizadas, pode-se avaliar a producao de metano ao longo do periodo de teste. A AME ¢
calculada a partir das taxas de produtividade méxima de metano (mL CH4/g SVS.h ou g
DQOcn4s/g SVS.d). A conversao de mL CH4 em g DQOcp4 € feita de acordo com as seguintes
equagoes (CHERNICHARO, 2007):

DQOy,
<" (3.16)

VCH4
Sendo:
Vcua = volume de metano produzido (L);
DQOcp4 = carga de DQO removida no reator e convertida em metano (g DQO);

K(t) = fator de corre¢do para a temperatura operacional do reator (g DQO/L).

P*xK

e (3.17)

K@)

Sendo:

P = pressao atmosférica (1 atm);

K =DQO correspondente a um mol de CHy4 (64 gDQO/mol);
R = constante dos gases (0,08206 atm.L/mol.°K);

t = temperatura operacional do reator (°C).
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3.2.16 Analises moleculares para caracterizacao da diversidade microbiana

As andlises foram realizadas no Laboratério de Biocorrosdo e Biodegradacdo do
Instituto Nacional de Tecnologia (INT), sob orientagdo da Dra. Marcia Teresa Soares

Lutterbach.

3.2.16.1 Preservacao das amostras e extracao de DNA

Eram coletados 10 ml de amostra do leito de lodo (amostrador 2) dos biorreatores
UASB e colocados em um tubo do tipo Falcon. As amostras foram lavadas com tampao PBS,
centrifugadas a 6000 g por 10 minutos e o sobrenadante descartado. Este procedimento foi
repetido 3 vezes, sendo o pellet obtido armazenado a -20° C até a realizagdo da extra¢do do
DNA (GRIFFITHS et al., 2000).

A extragao de DNA foi realizada utilizando-se o “Fast DNA® Kit SPIN da Bio 101
(California, EUA), em conjunto com o FastPrep®, instrumento que possibilita a lise celular.
As solugdes e os microtubos utilizados neste kit sdo fornecidos pelo fabricante.

Adicionava-se aproximadamente 0,5g de lodo ao Lysing Matrix tube, um tubo que o
fabricante fornece que contém pérolas de vidro que, ao ser agitado no aparelho de Fast
Prep®, realizava a lise fisica das células microbianas do lodo. O volume ocupado ndo excedia
7/8 do total, permitindo uma perfeita homogeneizagdo, acrescentando 978 pL da solugdo
“Buffer Sodium Phosphate” e 122 nL da solucdo “MT Buffer”, solugdes tampdes responsaveis
por manter o pH proximo de 8,0, preservando assim o material genético. Os tubos eram
colocados no Fast Prep® e processados por 10 minutos a uma velocidade de 5,5 m/s. Apds
este periodo eram centrifugados a 10000 g por também 1 minuto. O sobrenadante era entdao
transferido para um tubo limpo (microtubo de 1,5 mL). Adicionava 250 pL do reagente PPS
(responsavel pela lise quimica) agitando manualmente (aproximadamente 10x), em seguida
eram novamente centrifugados a 10000 g por 1 minuto para formacao do pellet (precipitado) e
o sobrenadante transferido para um tubo limpo de 15 mL, no qual era adicionadol mL da
suspensdao do “Binding Matrix Suspension”. Agitava-se manualmente por 2 minutos para
permitir a ligagdo do DNA a matriz, deixando em repouso por 3 minutos para precipitacao da
matriz de silica; 500 pL do sobrenadante eram retirados, descartando o restante.
Ressuspendia- se a matriz no restante de sobrenadante que permanecia no tubo.

Aproximadamente 600 pL da mistura eram transferidos para um tubo “Spin Filter” e
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novamente centrifugado a 14.000 g por 1 minuto. Apos centrifugacao, 500 puL da solugdo
“SEW-M" eram adicionados ao frasco, ¢ novamente centrifugados a 10000 g por 1 minuto.
Removia-se entdo o filtro e colocava-o em um “Catch tube” limpo, deixando secar por 5
minutos a temperatura ambiente. Adicionava 50 pL DES e homogeneizava-se
cuidadosamente, tomando o cuidado para ndo perfurar o filtro, € mais uma centrifugagdo a

10.000 g por 1 minuto era executada, obtendo-se assim a extracdo do DNA do lodo.

3.2.16.2 Amplificagdo por PCR (Polimerase Chain Reaction)

Os DNA obtidos a partir das amostras de lodo foram amplificados pela reagdo de
polimerizagdo em cadeia (PCR) (SAIKI et al., 1988) utilizando-se como par de iniciadores
(“primers”) homodlogos a regides conservadas do gene que codifica o rRNA 16S e
apresentavam um grampo GC, necessario aos experimentos subseqiientes de DGGE
(MUYZER e SMALLA, 1998). As sequéncias dos iniciadores e do grampo GC utilizados ¢

apresentada na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Primers e grampo CG utilizados para ampliagdo dos DNA

Iniciadores  Sequéncia

U968t 5’AACGCGAAGAACCTTAC3’

L1401 5’GCGTGTGTACAAGACCC3’

Grampo GC 5’CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGY’

Para a reagdo de amplificagdo do fragmento do DNAr 16S das bactérias foram
utilizadas as seguintes solugdes: 1,0 ul de Taqg DNA polimerase (5U/ul); 5 ul de tampao PCR
10x; 7,5 ul de MgCl, (25mM); 10,0 pl de ANTP (10 mM); 1 pl do primer forward (10 uM) e
1 ul do primer reverse (10 uM) e 3 ul de DNA extraido, sendo levados ao equipamento
Mastercycler Gradient Eppendorf.

A programagado das condi¢des utilizadas no aparelho para a amplificacdo do fragmento

16S do dominio Bacteria ¢ apresentada na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Condigdes utilizadas para amplificagcdo do fragmento 16S do dominio Bacteria

Dominio N de Despgtgra@ao Desnaturagao Anelamento Extensao Extensdo
ciclos inicial final
Bacteria 35 94°C 94°C 55°C 72°C 72°C

3 min 1min 1 min 1 min 10 min
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3.2.16.3 Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE)

A técnica de DGGE foi realizada em gel de poliacrilamida com gradiente linear de
desnaturantes variando de 45% a 75%, formados a partir de solugdes-estoque de
poliacrilamida (6%), preparados com 50 pl de perssulfato de amdnia 10% (APS) e 10 pul de
tetrametiletilenodiamina (temed). O gel ficou polimerizando durante 3 horas, em seguida as
placas contendo o gel foram colocadas em um suporte apropriado e levado a cuba de DGGE.
Em cada slot do gel era aplicada uma aliquota de cerca de 8 ul do produto de PCR misturada
a 5 ul de corante para eletroforese de DNA. A aplicagdo das amostras no gel ocorria com os
slots previamente preenchidos com tampao TAE 0,5X. A eletroforese ¢ desenvolvida com 70
V a 60°C por 16 horas. Apos a corrida, o gel era retirado da placa e pode ser corado com
brometo de etidio por 15 minutos, observado sob exposi¢do da luz UV e fotografado por um

sistema de captura de imagem STORM (Pharmacia, Amersham).

3.2.16.4 Estatistica do DGGE

A andlise estatistica do gel de DGGE foi realizada através do pacote estatistico
Bionumerics Software 5.10 (Applied Math, Ghent, Bélgica). A comparagao estatistica dos
perfis da comunidade bacteriana gerados para cada amostra foi avaliada através da utilizacao

do coeficiente de Pearson e um dendrograma gerado com a utilizagdo do coeficiente UPGMA.
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO

Visando melhor explanacdo do trabalho, os procedimentos, resultados e conclusdes
parciais de cada etapa serdo abordados em conjunto, sendo este capitulo dividido de acordo

com as etapas executadas.

4.1 PRODUCAO E CARACTERIZACAO DOS POOLS ENZIMATICOS

4.1.1 Micro-organismos: origem, manutencio e propagacao

As cepas de Penicillium simplicissimum, Penicillium verrucosum e Penicillium
brevicompactum utilizadas neste trabalho foram isoladas da fermentacao natural (FREIRE,
1996) de rejeitos do processamento da améndoa de babacu e selecionadas como produtoras de
lipase (FREIRE, 1996, GUTARRA, 2003, SILVA et al., 2011). As cepas foram mantidas em
glicerol (20%) e estocadas a —20°C.

As propagacdes foram realizadas a 30°C, durante 7 dias, em meio com a seguinte
composi¢ao (% m/v): amido solavel 2,0; MgSO4.7H,0 0,025; KH,PO4 0,05; CaCO; 0,5;
extrato de levedura 0,1; 6leo de oliva 1,0; e dgar 1,0. Apds crescimento, 0os esporos eram
entdo raspados, suspensos em tampao fosfato de sodio (50 mM, pH 7,0) e contados em

camara de Neubauer (FREIRE, 1996).

4.1.2 Produciao dos pools enzimaticos

Os preparados enzimaticos, neste trabalho denominados pools enziméticos por
conterem mais de uma enzima, como por exemplo lipases e proteases, foram produzidos
através de fermentacdo em estado so6lido (FES) de residuo agroindustrial da producdo de 6leo
de babagu (denominado torta de babagu) pelos micro-organismos Penicillium simplicissinum,
Penicillium verrucosum e Penicillium brevicompactum, segundo metodologia descrita por

Gutarra et al. (2005, 2007).
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A torta de babacu (meio basal) foi moida e peneirada de forma a se obter tamanhos de
particulas com dimensoes entre 0,21 e 0,42 mm, sendo armazenada a 4° C, at¢ o momento de
sua utilizagdo.

As fermentacdes foram conduzidas em béqueres de poliproprileno de 600 mL, contendo
15 gramas de torta e 4gua suficiente para atingir 65% de umidade inicial. As tortas destinadas
para a fermentacdo utilizando o fungo P. simplicissimum foram suplementadas com 6,25%
(m/m) de melago (C:N 12,8:1). Ja as tortas destinadas para a fermentacao utilizando o fungo
P. verrucosum foram suplementadas com 2,00 % (m/m) de melago (C:N 12,5:1). As
fermentagdes do fungo P. brevicompactum ocorreram sem suplementagdo (C:N 12,3:1)
(GUTARRA, 2005, 2007). Os béqueres eram entdo autoclavados a 1 atm por 15 minutos e
ap6s resfriamento, inoculados com suspensdo de esporos previamente preparada até a
concentragio desejada de 1 X 107 esporos/g. As fermenta¢des foram conduzidas a 30°C,
durante 96 horas, em estufas com injecdo de ar imido com 95% de saturagao.

Ao final de cada fermentagdo, toda massa fermentada era entao misturada e aliquotas de
15 gramas em triplicatas, retiradas para medi¢do das atividades lipasica e protedsica. Para
extracdo enzimatica eram adicionados 5 mL de tampao fosfato de sédio (100 mM, pH 7,0) por
grama de torta fermentada. O conjunto (poo/ e tampao) era levado a um agitador rotatorio a
35°C e 200 rpm por 20 minutos. Posteriormente, o rejeito fermentado foi prensado
manualmente para a obtengao do extrato enzimatico bruto, o qual foi centrifugado a 2000 g
por 5 minutos para remog¢do de solidos mais finos. O sobrenadante foi utilizado para
quantificagdo, em triplicatas, das atividades lipasica e protedsica. O restante da torta
fermentada foi embalado a vacuo e armazenado em freezer (-20°C) at¢ o momento de sua

utilizagao.

4.1.3 Resultados e discussao

Inicialmente foram realizadas duas fermentagoes em estado so6lido com indculos de cada
micro-organismo em separado, a fim de se determinar o tempo de fermentagdo necessario
para uma maior atividade lipasica. Os resultados em termos de atividade lipasica das duas

primeiras fermentagdes sdo apresentados na Figura 4.1.
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Atividade Lipasica
148 horas

= 72 horas
M 96 horas

(U%)
S
)

P. simplicissimum  P. brevicompactum P. verrucosum

Figura 4.1: Atividades lipasicas nos meios inoculados com os fungos P. simplicissimum, P.
brevicompactum e P. verrucosum, nos tempos de 48, 72 ¢ 96 horas.

O pool enzimitico produzido pelo fungo Penicillium verrucosum apresentou baixa
producao de enzima nos tempos estudados, o que o tornou inviavel para a aplicacao
pretendida.

J& o pool enzimatico produzido pelo fungo Penicillium brevicompactum apresentou
atividade lipasica maxima em torno de 72 horas de fermentacdo (26 U/g), permanecendo
praticamente constante até 96 horas de fermentacao. O pool enzimatico produzido pelo fungo
Penicillium simplicissimum apresentou baixa atividade enzimatica, com valor maximo de 6,6
U/g em 48 horas de fermentagdo, decaindo em seguida a este maximo. Este fato pode estar
relacionado com a maior producdo de proteases (cerca de 7 vezes maior) pelo fungo
Penicillium simplicissimum em comparacdo ao Penicillium brevicompactum, como
demonstrado na Figura 4.2. Uma maior producdo de proteases leva a destrui¢do da lipase
produzida por proteolise, conforme observado em outros estudos (GUTARRA et al., 2007,
PALMA et al., 2000; GOMBERT et al., 1999).
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w48 horas

& 72 horas

50 1 M 96 horas

40 -

PR i
- .
20 - .
L
10 ~ -
o
O )

P. simplicissimum  P. brevicompactum P. verrucosum

Figura 4.2: Atividades protedsicas nos meios inoculados com os fungos P. simplicissimum, P.
brevicompactum e P. verrucosum, nos tempos de 48, 72 ¢ 96 horas.

De acordo com Gutarra et al. (2009), as lipases produzidas pelo fungo P.
simplicissimum apresentam maior especificidade por substratos contendo 4cidos graxos de
cadeia média (C10 a C12). Os valores de atividade lipasica encontrados neste trabalho
sugerem que as lipases produzidas pelo fungo P. brevicompactum apresentam especificidade
por substratos contendo acidos graxos de cadeia longa (maiores que C18), uma vez que na
quantificagdo da atividade ¢ utilizado 6leo de oliva (contendo mais de 75% de 4&cido oleico)
como substrato. Assim, a utilizacdo de uma mistura destes preparados parece ser uma
alternativa interessante, uma vez que, segundo Valladdo (2009), a gordura do efluente de
abate de aves apresenta lipideos com diferentes comprimentos de cadeia, variando de 6 a 24
atomos de carbono.

Vale ressaltar que, considerando as caracteristicas do efluente em estudo, como uma
mistura rica em gorduras e proteinas, a aplicacao dos dois preparados tornou-se interessante
em uma etapa de planejamento experimental, ja& que as lipases produzidas por diferentes
micro-organismos possuem caracteristicas distintas.

Pode-se concluir que o tempo de fermentacdo de 48 horas foi o que apresentou melhor
relagdo custo/beneficio em termos de atividade lipasica, sendo portanto adotado nas demais
fermentagdes. Oito novas fermentagdes foram entdo realizadas com os fungos Penicillium
simplicissimum e Penicillium brevicompactum, nas condi¢des otimas de ensaio, sendo as

tortas fermentadas caracterizadas quanto as suas atividades lipasica e protedsica, conforme
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ilustrado na Tabela 4.1. Apo6s retirada de aliquota para determinacao das atividades, as tortas

fermentadas foram embaladas a vacuo e estocadas a —20°C, até o momento de sua utilizacao.

Tabela 4.1: Atividades lipasica e proteasica apos 48 h de fermentacdo com os fungos Penicillium simplicissimum
e Penicillium brevicompactum, média de oito fermentagoes.

Atividade (U/g)
micro-organismo Lipasica Proteasica
P. simplicissimum 8,7+1,4 259+34
P. brevicompactum 48,6 £5,2 34+0,5

Nota-se na Tabela 4.1 atividades lipasicas médias maiores que as encontradas nas duas
primeiras fermentagdes, sobretudo para o fungo P. brevicompactum. Este fato pode estar
relacionado a mudanca do tempo de estocagem na preparacdo do indculo e em uma melhor

distribuicao do ar umedecido na estufa onde foram realizadas as fermentacgdes.

4.2 PRODUCAO E CARACTERIZACAO DO BIOSSURFATANTE

4.2.1 Micro-organismo, pré-inoculo, inoculo e meios de cultivo

Foram realizadas trés fermentagdes submersas utilizando Pseudomonas aeruginosa
PA1, previamente selecionada de ambientes de petrdleo como oOtima produtora de
biossurfatante (SANTA ANNA, 2000 apud KRONENBERGER et al,2008). A cepa foi
preservada em glicerol a 10% em ultrafreezer a -80°C.

O pré-in6culo foi crescido em placa com YPDA (extrato de levedura 0,3%, peptona
1,5%, dextrose 0,1%, agar 1,2%) a 30°C por 48 horas e transferido para frascos de 1000 ml
com 300 ml de meio com a seguinte composi¢ao (g/L): NaNO; 1,0; KH,PO4 3,0; K;HPO,4 7,0;
MgS04.7H,0 0,2; extrato de levedura 5,0; peptona 5,0 e glicerol P.A. 30,0. Ap6s 24 horas de
cultivo, o meio de fermentagdo contendo as células foi estocado em criotubos na relagdo
glicerol/meio fermentado de 1:3 para servircomo pré-indculo padrdo em todas as
fermentagoes.

O conteudo de 1,0 ml do criotubo foi inoculado em 300 ml de meio de fermentagdo com
a seguinte composicdo (g/L): glicerol 30,0; NaNO; 1,0; K,HPO, 7,0; KH,PO4 3,0;
MgS0,4.7H,0 0,2; extrato de levedura 5,0 e peptona 5,0. Os frascos foram entdo incubados
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em agitadores rotatorios a 30°C e 170 rpm por 40 horas. Ao final desse periodo, as células de
cada frasco foram recuperadas por centrifugacdo (5000g por 20 minutos) e utilizadas como

indculo.

4.2.2 Producio de ramnolipideo por fermentacio submersa

Empregando-se a técnica de frascos agitados, utilizou-se erlermeyers de 500 mL (exceto
para 1* fermentacdo, na qual se utilizou os de 250 mL), com volume 1util de 300 mL (150 mL
para a 1* fermentecdo), agitados a 170 rpm em agitador rotatorio (C25KC Incubator Shaker,
New Brunswick Scientific), a temperatura de 30°C.

O meio de cultura utilizado nas fermentagdes apresentava a seguinte composi¢do em
gramas por litro: glicerol 30,0; NaNO; 1,4; K,HPO, 7,0; KH,PO4 3,0 e MgSO4.7H20 0,2,
resultando em uma relagdo carbono/nitrogénio igual a 60 (FERNANDES, 2010;
KRONENBERGER et al.,2008; SANTOS et al., 2002).

Apos a fermentacdo, o caldo fermentado era autoclavado a 121 °C por 15 minutos,
sendo em seguida centrifugado a 5000 g, a 15°C, por 20 minutos, obtendo-se assim o caldo
bruto livre de células.

O contetudo total do caldo bruto foi transferido para frascos de vidro estéril de 50 ml
(sendo utilizado apenas 90% do volume total), que eram mantidos a -20° C até o momento de

sua utilizagdo.

4.2.3 Resultados e discussao

Aliquotas do caldo fermentado bruto livre de células foram retiradas e caracterizadas em
termos de concentragdo de ramnolipideo, indice de emulsificacdo, tensdo superficial,
concentragdo micelar critica (CMC) e demanda quimica de oxigénio (DQO). Os resultados da
caracterizacdo estdo dispostos na Tabela 4.2, sendo o biossurfatante obtido na primeira
fermentagdo (F1) foi destinado aos testes de inibicdo e biodegradabilidade anaerodbia, ja o
obtido nas demais fermentagdes foram utilizados no pré-tratamento do efluente de abate de

aves, etapa que antecedia o tratamento bioldgico anaerobio.
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Tabela 4.2: Caracterizagao fisico-quimica do biossurfatante bruto produzido por Pseudomonas aeruginosa
PAl(caldo livre de células) utilizado no trabalho, nas trés fermentagdes (F1, F2 e F3)

F1 F2 F3
Concentracdo de Ramnolipideo (g/L) 47 6,3 10,2
Tensao Superficial (mN/m) 28,0 29,2 29
Concentragao Micelar Critica (mg/L) 118,0 48,1 53,3
Indice de Emulsificagio (%) 61 65 63
Demanda Quimica de Oxigénio (mg/L) 20767 25130 26609

Araujo et al. (2011) caracterizaram um biossurfatante produzido por Pseudomonas
aeruginosa ¢ obtiveram 7,5 g/L de ramnolipideo, 29,8 mN/m de tensdo superficial e CMC
igual a 67 mg/L, resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho, a excecao da CMC da
primeira fermentacdo. Zang et al. (2009 a) estudaram a produgao e aplicacao de biossurfatante
tipo ramnolipideo, produzido por Pseudomonas sp. no tratamento de efluente semi-sintético
contendo elevada concentracdo de 6leo de fritura. O biossurfatante apresentou 35 g/L de
ramnolipideo, 28,8 mg/L de concentragdo micelar critica e tensdo superficial igual a 30,1
mN/m.

A concentra¢do micelar critica ¢ um pardmetro importante que indica a concentragdo
minima necessaria de biossurfatante em solugdo para que ocorra a reducdo das tensdes
superficial e interfacial; ou seja, quanto menor a CMC, mais eficiente ¢ o biossurfatante
(MEIRA, 2007). A concentragdo micelar critica (CMC) das trés fermentagdes foi determinada
pela medida da tensdo superficial (mN/m) de dilui¢des sucessivas do caldo fermentado livre
de células, como pode ser visualizado na Figura 4.3.

A concentracao micelar critica da primeira fermentagao foi de 118 mg ramnolipideo/L,
diferente dos valores obtidos na segunda (48 mg ramnolipideo/L) e terceira (53 mg
ramnolipideo/L) fermentacdes. Tal fato pode ter ocorrido devido a utilizagdo de diferentes
cepas estoque, da primeira para as demais fermentagdes, uma vez que, o meio € os demais

parametros foram mantidos.
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Figura 4.3: Determinag@o da Concentragdo Micelar Critica, em fungdo da tenso superficial, utilizando
dilui¢des sucessivas do caldo bruto da primeira, segunda e terceira fermentagao utilizando Pseudomonas
aeruginosa PA1.
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4.3 INFLUENCIA DO BIOSSURFATANTE NA ATIVIDADE ENZIMATICA

A hidrolise de dleos e gorduras € uma etapa importante no pré-tratamento de efluentes
contendo alto teor de lipideos. As lipases sdo enzimas hidroliticas com elevado potencial
biotecnoldgico devido principalmente aos consideraveis niveis de atividade e estabilidade que
apresentam em meios aquosos € ndo aquosos, o que possibilita a catdlise de diversas reagdes
como acidolise, aminodlise, alcoodlise, esterificacdo e transesterificacdo (MESSIAS et al.,
2011).

Tendo como objetivo a utilizagdo conjunta de pools enzimaticos e biossurfatante no pré-
tratamento de efluentes de abate de aves, a avaliagdo da atividade lipasica na presenca do
biossurfatante tornou-se necessaria.

As lipases sdo enzimas versateis, porém devem se manter ativas na presenca do
biossurfatante. As lipases sdo ativadas na interface dgua-lipideo e apresentam baixa atividade
quando o substrato estd na forma monomérica. Porém, sua atividade tende a aumentar
dramaticamente acima do limite de solubilidade do substrato, momento que comecam a se
formar as emulsdes (FERRATO et al., 1997 apud SALAMEH e WIEGEL, 2010). Esta
resposta ¢ conhecida como ativacao interfacial (JAEGER e REETZ, 1998).

4.3.1 Determinacio da atividade lipasica

As atividades lipasicas foram realizadas de acordo com procedimento descrito no item
3.2.1, utilizando emulsdo composta por 5% (m/v) de 6leo de oliva e 5% (m/v) de goma
arabica em tampao fosfato de sodio (0,1 mol/L, pH 7,0). Nesta emulsdo foi entdo adicionado o
preparado enzimadtico liquido (PEL), resultante da extragcdo da enzima em estado solido, em
quatro situagdes distintas: somente o PEL (branco), PEL acrescido de biossurfatante (BS) em
nivel abaixo da concentracao micelar critica (CMC — 24 mg/L), PEL com BS na CMC (118
mg/L) e PEL acrescido de BS acima da CMC (590 mg/L).

O material foi incubado por 20 minutos a 35°C e 200 rpm. A reacdo enzimadtica foi
paralisada pela adi¢do de acetona:etanol (1:1) e entdo titulada com NaOH 0,04 mol/L até¢ pH
11,0.
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4.3.2 Resultados e discussao

Foram analisadas trés concentragdes de ramnolipideo obtido na primeira fermentagdo na
dosagem da atividade lipasica dos pools produzidos pelos micro-organismos P.
simplicissimum e P. brevicompactum, tendo a concentracao micelar critica (CMC) como
parametro. As atividades lipasicas apresentadas com a adicdo do biossurfatante estdo

apresentadas na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Atividade lipasica dos pools enzimaticos produzidos pelos fungos P. simplicissimum e P.
brevicompactum na presenca de biossurfatante produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1, sendo “BS” —
biossurfatante e “CMC” — concentrag¢do micelar critica.

Concentracao de BS (mg/L) Atividade (U/g)
P. simplicissimum P. brevicompactum
0 (sem BS) 9,6 +1,1 32,4+28
24 (abaixo da CMC) 8,1+2,1 32,8+2,3
118 (na CMC) 8,6+1,7 32,8+ 1,3
590 (acima da CMC) 29+1,6 8,3+0,1

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que a adi¢do do biossurfatante em
concentragdo igual ou abaixo da CMC ndo interferiu na atividade lipasica dos pools
enzimaticos estudados. Ja4 a adicdo do biossurfatante em concentracio acima da CMC
acarretou uma perda média de atividade de 70% para o pool produzido por P. simplicissimum
e de 74% para o pool produzido por P. brevicompactum, indicando um efeito inibitdrio na
atividade enzimatica quando o biossurfatante ¢ utilizadoem concentra¢des acima da CMC.

Salameh e Wiegel (2010) estudaram a influéncia de surfatantes na atividade lipasica de
duas enzimas (LipA e LipB) produzidas pela bactéria termofilica Thermosyntropha
lipolytica DSM 11003. Foram utilizados surfatantes anidnicos, como dodecilsulfato de sddio
(SDS) e colato de sédio; surfactantes cationicos como o CTAB (brometo de hexadeciltrimetil
amonio) e os surfactantes ndo idnicos Triton X-100, Tween 20 ¢ Tween 80. Entre todos os
detergentes testados, as duas lipases foram principalmente afetadas pelo SDS quando
utilizadas concentracdes inferiores a concentracdo micelar critica (CMC). Na auséncia de
SDS, as atividades méaximas de ambas LipA e LipB foram de 12,6 U/mg e 13,3 U/mg,
respectivamente. Na presenca de 0,2% de SDS, a atividade foi aumentada para 105 U/mg e
112 U/mg para LipA e LipB, respectivamente. Em concentracdes mais elevadas de SDS (1%

m/v), a atividade caiu para 4,5 U/mg e 10,6 U/mg para LipA e LipB, respectivamente. Este
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resultado sugere que LipA foi inibida pela adi¢do do surfactante, ao passo que LipB foi
ligeiramente mais resistente a desativacdo por elevadas concentragdes de SDS. Para o outro
detergente ionico, colato de sddio, as lipases apresentaram apenas um modesto aumento de
atividade. O CTAB (detergente cationico) foi inibitoério para ambas as lipases, mesmo em
concentracdes abaixo da CMC, o que pode ser atribuido a interacdes eletrostaticas favoraveis
dos seus monomeros que causam desativacdo da enzima ou impedimento da sua ligagdo com
o substrato (OTZEN, 2002).

De fato, alguns estudos, utilizando fluorescéncia e raios X, observaram que as micelas
formadas apds o alcance da CMC, ligam-se a tampa que cobre o sitio ativo € promovem
mudangas na conformacao da enzima (YAPOUDIJIAN et al., 2002 apud SALAMEH e
WIEGEL, 2010; CAJAL et al., 2000; BRITO e VAZ, 1986).

Divergéncias consideraveis no comportamento da atividade enzimatica das lipases na
presenca de surfatantes catiOnicos, anidnicos e ndo-idnicos s3o notadas (HELISTO e
KORPELA, 1998). Os resultados obtidos neste trabalho também mostram divergéncias no
comportamento da atividade lipasica, visto que ndo foi observado nenhum aumento de
atividade na presenca de biossurfatante em concentragcdes abaixo da CMC. Ja em
concentragdes acima da CMC, os pools enzimaticos apresentaram comportamento similar ao

encontrado por Salameh e Wiegel (2010) para o SDS.

44 COLETA E CARACTERIZACAO DO EFLUENTE E LODO

4.4.1 Origem, coleta e caracterizacio do efluente

O efluente utilizado neste trabalho foi proveniente de uma industria de abate de aves
localizada na cidade do Rio de Janeiro, sendo coletado depois do tanque de equalizacao e
antes da etapa de flotagao.

No total foram realizadas sete coletas, sendo medida a temperatura ainda no local e a
retirada de amostras para as determinagdes analiticas como pH, DQO, so6lidos suspensos
(totais, fixos e volateis), nitrogénio total , fosforo total e oleos e graxas, sendo o restante

armazenado em freezer (-20°C).
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4.4.2 Origem, coleta e caracterizacio do lodo

O lodo anaerdbio utilizado foi coletado no reator UASB em operagdo na mesma
industria de abate de aves em que o efluente foi coletado e foi caracterizado em termos de
concentracdo de solidos totais, fixos e volateis (APHA, 2005). O lodo da coleta “A” foi
utilizado para os testes de inibicao/toxicidade e biodegradabilidade anaerdbia. O lodo da

coleta “B” foi utilizado como indculo para a partida dos biorreatores anaerobios.

4.4.3 Resultados e discussao

Na Tabela 4.4 sdo apresentados os valores obtidos na caracterizagdo do efluente
coletado apos a etapa de equalizagdo. Como pode ser observado, existe uma ampla
variabilidade dos parametros analisados, com exceg¢ao do pH e da temperatura, visto que se
trata de um efluente industrial, e sua composicao estd sujeita a mudangas de procedimentos
operacionais e a choques de carga. No entanto, os valores encontrados sdo compativeis com a

literatura, como pode ser visualizado na Tabela 2.1.

Tabela 4.4: Caracterizacdo fisico-quimica do efluente do abatedouro avicola

DS‘;A pH T(C) DQOt DQOs. O&G SDT SDF SDV  SST  SSF SSV NT  PT
COLETA (g/l)
(més/ano)

112009 6,20 33 7800 5796 2771 2063 1302 761 6810 612 6198 413 53
01/2010 6,32 33 9574 7656 2034 1944 1363 581 2617 337 2280 432 7,0
03/2011 6,68 32 24300 20563 2111 1187 920 267 5653 153 5500 463 6,1
102011 5,80 30 15900 11525 2655 2144 1402 742 7534 729 6805 192 49
01/2012 5,60 33 82891 58137 14049 4268 2774 1494 12807 4482 8325 2213 9,5
052012 5,87 29 6534 4974 1306 3323 1983 1340 2520 30 2490 237 -
07/2012 6,35 30 28200 20175 2400 2227 2795 125 5874 3647 2227 503 -

A DQO total variou de 6534 mg/L a 82891 mg/L, com média igual a 25028 mg/L,
caracterizando elevada concentragdo de matéria organica. A DQO soluvel variou de 4974
mg/L a 58147 mg/L, com média igual a 18404 mg/L, representando aproximadamente 74%
da DQO total. A concentracao de sélidos dissolvidos totais (SDT) foi de 2451+1017 mg/L e
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de solidos suspensos totais (SST) de 6259+3478 mg/L. Nota-se que o material sélido
insoluvel (SST) ¢ aproximadamente 2,5 vezes maior do que os sélidos soluveis (SDT), e
representa 25% da DQO. De acordo com Masse, Kennedy e Chou (2001a), os sélidos nao
soluveis representam de 30 a 75% da carga poluidora dos efluentes de abatedouros de aves.

O material gorduroso, quantificado em termos de 6leos e graxas (O&G), variou de 1306
mg/L a 14049 mg/L, com valor médio de 3904 mg/L, correspondendo a 15,6% da DQO total
e aproximadamente 45% dos so6lidos totais do efluente. De acordo com Sayed et al. (1988), os
lipideos sdo responsaveis por mais de 67% da demanda quimica de oxigénio particulada dos
efluentes de abatedouros.

Oliveira et al. (2011) descrevem um efluente de abatedouro avicola contendo 1500
mg/L de sélidos totais, 1290 mg/L de solidos volateis, 86,8 mg/ L de nitrogénio amoniacal,
3,5 mg/L de fosforo total, 58 mg/L de potéssio, 2490 mg/L de demanda quimica de oxigénio e
pH 6,9. J4 Debik e Coskun (2009) descrevem um efluente de abate de aves tendo 6880+£1400
mg O,/L de DQO, 675+110mg/L de nitrogénio total, 8,95+3,15 mg/L de fosforo total e pH
médio de 6,85+1,25. Comparando estes efluentes com o utilizado neste trabalho, pode-se
observar que os resultados encontrados sao diferentes dos ja publicados. Caracteristicas como
DQO, soélidos e O&G variam consideravelmente, pois efluentes industriais estdo sujeitos aos
procedimentos operacionais de cada industria, inclusive em relagdo a minimizagdo de
residuos e aos processos de tratamento de cada unidade.

A presenca de 0leos e graxas no efluente de abatedouros de aves torna, muitas vezes, a
biodegradacdo do material lenta e, por vezes, ineficiente (RIGO et al., 2008). Isto por que a
hidrolise de lipideos ¢ a etapa limitante da digestdo anaerdbia de solidos presentes em
diversos tipos de efluentes, devido ao baixo consumo de acidos graxos de cadeia longa pelas
bactérias (QUEMENUER e MARTY, 1994 apud MENDES et al., 2005; KOMATSU,
HANAKI e MATSUOQO,1991). Os acidos graxos de cadeia longa (AGCL), em concentragdes
milimolares, podem se tornar inibidores dos micro-organismos anaerobios, pois impedem a
absor¢ao de substrato pelos micro-organismos, e¢ adsorvidos a biomassa causam flotagao da
mesma e impedem a formagdo de granulos de lodo em reatores anaerdbios de fluxo
ascendente. A flotagdo do lodo também ¢ decorrente da dificuldade de liberacdo de gases
produzidos na digestdo anaerobia (HWU et al, 1998; PETRUY e LETTINGA, 1997). Desta
forma, surge a necessidade de um pré-tratamento para efluentes com alto teor de lipideos,

visando minimizar os efeitos deletérios dos AGCL sobre o consorcio microbiano anaerdbio.
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A caracterizagdo do lodo empregado nos ensaios de biodegradabilidade anaerdbia ¢
apresentada na Tabela 4.5. Vale ressaltar que a quantidade de sélidos fixos ¢ elevada, algo
incomum para lodos anaerébios. Isto ¢ explicado pela utilizagdo, na industria, de coagulantes
quimicos para auxiliar a remog¢ao de gordura na etapa de flotagdo. A concentragdo de solidos
apresentou uma queda acentuada entre as coletas A e B. Esta variacdo foi, provavelmente,
reflexo de algum erro operacional no carregamento do biorreator UASB na industria em
questdo como, por exemplo, a introdu¢do de algum componente toxico aos micro-organismos

anaerdbios.

Tabela 4.5: Caracterizagdo do lodo anaerdbio utilizado neste trabalho

Coleta Solidos Totais  Solidos Totais Fixos  Solidos Totais Volateis

(mg/L)
A 31348 + 5281 12413 + 2827 18929 + 3397
B 15090 + 251 4278 + 33 10798 + 218

A atividade metanogénica especifica (AME) deste lodo (0,173 g DQOcn4/g SVS.d) foi
determinada de acordo com procedimento descrito na secdo 3.1.15 (CHERNICHARO, 2007)
e mostrou-se compativel com valores citados na literatura: 0,17 — 0,23 g DQOcn4/g SVS.d
(BARBOSA, 1988) ¢ 0,10 — 0,25 g DQOcpna/g SVS.d (SCHELLINKHOUT et. al., 1985),
indicando que o lodo apresentava boa atividade metanogénica e poderia ser usado nos testes

de biodegradabilidade anaerobia e tratamento continuo em biorreatores UASB de bancada.

45 AVALIACAO DO EFEITO INIBITORIO DOS POOLS ENZIMATICOS
BIOSSURFATANTE

Como a etapa de pré-tratamento proposta antecede o tratamento secundario anaerobio, a
avaliagdo do comportamento da comunidade anaerdbia (lodo) na presenca dos pools
enzimaticos ¢ do biossurfatante tornou-se necessaria, uma vez que estes sdao soliveis, nao
podendo ser separados do efluente apos pré-tratamento.

A primeira série de ensaios avaliou o efeito de concentracdes crescentes do pool
enzimatico produzido pelo micro-organismo P. simplicissimum sobre a atividade do consdrcio

microbiano empregado como indculo.
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A segunda série de ensaios avaliou o efeito de concentragdes crescentes do pool
enzimatico produzido pelo micro-organismo P. brevicompactum sobre a atividade do
consorcio microbiano empregado como in6culo.

A terceira série de ensaios avaliou o efeito da adigdo de trés concentragdes diferentes de

biossurfatante sobre o comportamento do lodo anaerébio.

4.5.1 Conducio dos ensaios de biodegradabilidade anaerdbia

Para analisar o possivel efeito inibitorio de compostos presentes nos pools enzimaticos e
biossurfatante sobre o lodo anaerobio, trés séries de ensaios de biodegradabilidade anaerdbia
foram conduzidos com efluente bruto diluido (1:50), para evitar uma possivel interferéncia do
material gorduroso no processo de biodegradagdo, sendo suplementado com solucdo de
macro-nutrientes (Tabela 4.6), para suprir a caréncia do efluente em relagdo a quantidade de
fosforo total e adiciocdo de concentragdes crescentes de: pool enzimdtico produzido pelo
fungo P. simplicissimum; pool enziméatico produzido pelo fungo P. brevicompactum e
biossurfatante produzido pela bactéria Pseudomonas aeruginosa PA1.

Os ensaios ocorreram em regime de batelada, utilizando-se frascos tipo penicilina de
100 mL com 90 mL de volume 1util. A quantidade de lodo utilizada em cada ensaio foi
calculada para se manter uma relacdo DQO inicial:SVS do lodo de 1:1. O pH dos efluentes foi
ajustado para 7,0+0,1 com adicdo de solucdo de hidréxido de sodio (NaOH) 1M, antes da
mistura com o lodo. Os frascos, apds vedagdo com batoques de borracha e lacres de aluminio,
foram incubados a 30°C por até 10 dias.

O efeito inibitdrio foi avaliado através da medida de eficiéncia de remogdo de DQO,
producdo de biogas (realizada por deslocamento do émbolo de seringas plésticas graduadas de
20 mL conectadas aos frascos) e porcentagem de metano. Aliquotas para determinacao da
DQO inicial foram tomadas antes do contato com o lodo anaerobio. A DQO soluvel final
(obtida através da filtragdo do meio sobrenadante em membrana de acetato de celulose com
tamanho de poro de 0,45 um) foi determinada no ultimo dia do ensaio, ap6s coleta do biogas

para analise em cromatégrafo gasoso (VALLADAO, FREIRE e CAMMAROTA, 2007).



Tabela 4.6: Solugdo de macronutrientes (CHERNICHARO, 2007)

Nutriente Concentragdo (mg/L)
NaHCO; 1000
KH,PO, 650
K,HPO, 150
NH,CI 500
MgCl, 100
CaCl,.2H,0 100
Na,.7H,0 50
Extrato de levedura 50

4.5.2 Resultados e discussao

4.5.2.1 Efeito inibitério do pool enzimatico produzido por P. simplicissimum
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Os resultados obtidos na primeira série de ensaios, que avaliou o efeito de

concentragdes crescentes do pool enzimatico produzido pelo micro-organismo P.

simplicissimum sobre a atividade do consorcio microbiano empregado como inoculo, sdo

apresentados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7: Resultados dos testes de biodegradabilidade anaerobia com adigdo de diferentes percentuais do

preparado enzimatico solido (PES) produzido pelo fungo P. simplicissimum

Produgdo
D D D R a Vol. Vol.
. QOT QOs QO cmocao . © , © Metano  Especifica de
pool inicial final remov. DQO Biogds  Metano
% (mv) Metano
L CH,/g DQO
(mgl) (mgl) (mgl) (6 D) @y o O EDS
0 (Controle)  166+2 3543 131 78,9 2,7+0,6 1,6 60+1,79 0,136
0,10% 34144 37+1 304 89,1 9,5+0,9 7,1 75+0,03 0,260
0,20% 576+1 40+1 536 93,1 16,8+2,0 12,3 73+0,13 0,255
0,50% 803+11 7245 731 91,0 36,3£0,6 24,3 67+0,00 0,369
1,00% 1781+1 1137+4 644 36,2 19,8+1,0 11,3 57+0,47 0,195

A DQO inicial nos frascos variou de 166 a 1781 mg/L, uma variacao de 90% entre os

valores minimo e maximo. Esta variagdo pode ser explicada pela adigdo de concentragdes

crescentes do pool, visto que a torta fermentada utilizada ndo contém apenas as enzimas de
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interesse, mas também outros metabolitos produzidos pelo fungo e agucares residuais da
suplementagao da fermentacdo em estado so6lido com melago.

A DQO soluvel ao final dos testes variou de 35 mg/L a 1137 mg/L, uma variacdo de
97%. Em relagcdo a remog¢do de DQO, o efeito da adi¢do do pool ndo ¢é percebido nas
concentracgoes de 0,1% a 0,5%, que variou de 89 a 93% contra 79% alcangado no Controle. Ja
a adi¢do de 1,0% do pool resultou em uma reducdo de DQO de apenas 36%. Uma possivel
explicagdo para tal resultado pode estar relacionada a acdo hidrolitica das enzimas sobre o
lodo anaerdbio, uma vez que a quantidade de gordura presente no efluente diluido era baixa.

Segundo Cassini (2003), existem dois mecanismos de atuagdo dos agentes hidroliticos
na digestdo anaerodbia: a hidrdlise primaria, que corresponde a desintegracdo e hidrélise de
substratos complexos, geralmente de natureza organica, como complexos fibrosos de lignina e
celulose, ceras, dleos, gorduras e lipideos e a hidrélise secundaria correspondente & morte ou
decaimento da biomassa presente no lodo, o que pode ter acontecido em altas concentragdes
de pool enzimatico.

Verifica-se que a producdo de biogis ¢ crescente até a adicdo de 0,5 % do pool,
enquanto que com 1,0 % do pool sofre uma reducao de 46%, comparando a produ¢do com a
obtida com adi¢do de 0,5% de pool. Este efeito deletério pode estar relacionado a presenga de
compostos toxicos presentes no pool enzimatico obtido por fermentacdo no estado sélido do
fungo Penicillium simplicissimum, de acordo com Valladao, Freire e Cammarota (2009).

Com relagdo a produgdo especifica de metano (PEM), a qual mede a producdo de
metano em relagdo ao substrato consumido (SOARES e ZAIAT, 2005), observa-se uma
produgdo crescente do metano nos experimentos com adi¢do do pool enzimatico até 0,5%. Ao
se adicionar 1,0 % do pool, a producdo especifica de metano cai, indicando uma possivel
inibicdo da comunidade microbiana em altas concentragdes de enzima.

Deste modo, pode-se concluir que no maximo 0,5% m/v de pool enzimatico produzido
por P. simplicissimum pode ser empregado a fim de se obter uma melhor atuacdo do

consoércio microbiano em termos de remog¢ao de DQO e producao de metano.
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4.5.2.2 Efeito inibitério do pool enzimatico produzido por P.brevicompactum

Os resultados obtidos na segunda série de ensaios, que avaliou o efeito de concentragdes
crescentes do pool enzimdtico produzido pelo micro-organismo P. brevicompactum sobre a

atividade do consdrcio microbiano empregado como in6culo, sdo apresentados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8: Resultados dos testes de biodegradabilidade anaerdbia com adi¢ao de diferentes percentuais do pool
enzimatico produzido pelo fungo P. brevicompactum

Produgdo
D D D R a L. L.
. QOT Q05 QO cmocan \./0 , vo Metano  Especifica de m
pool inicial final remov. DQO Biogas metano
Metano
(% m/v) (L CH,/g DQO
(mgl) — (mgl) (mgl) (%) (ML) (@) (%) o)
0 166+2 3543 131 78,9 2,7+0,6 1,6 60+1,79 0,136
(Controle)
0,10% 620=£10 54+4 566 91,3 11,0£1,0 8,4 76+0,80 0,165
0,20% 670+0 56=+1 614 91,6 23,0+1,3 17,0 74+0,10 0,308
0,50% 1330+14 691+8 639 48,0 10,0+1,3 7,7 77+0,10 0,134
1,00% 1737435 1063+79 674 38,8 6,0+0,3 4,1 68+0,00 0,068

A DQO inicial nos frascos variou de 166 a 1737 mg/L, devido a adi¢do de
concentragdes crescentes do pool, visto que a torta fermentada utilizada nao contém apenas as
enzimas de interesse, mas também outros metabolitos produzidos pelo fungo, como citado
anteriormente.

Em relagdo a DQO soluvel final, a variagdo foi, em média, 96,7% comparando o valor
minimo (Controle) ao maximo (adi¢do de 1,0 % de pool), variagdo similar a observada ao
combinar pool enzimatico produzido pelo fungo P. simplicissimum e lodo anaerdbio.

A remogdo de DQO aumentou em comparacgao ao Controle, com a concentracdo do pool
enzimatico produzido pelo fungo P. brevicompactum até 0,2% m/v, chegando a 92% de
remogao. No entanto, adi¢des de 0,5% e 1,0% de pool resultaram em eficiéncias de remogao
menores que no Controle, sendo 48% e 39%, respectivamente. Para o pool enzimatico
produzido pelo fungo P. simplicissimum, as remog¢des de DQO foram maiores do que a
apresentada pelo Controle até a adicdo de 0,5% m/v. Este fato pode ser explicado pela
diferenga de atividade lipasica. O pool produzido por P. simplicissimum apresentou menor
atividade lipasica (8,7 U/g) quando comparado ao pool produzido por P. brevicompactum

(48,6 U/g). Como consequéncia, em menores concentragdes de pool produzido por P.
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brevicompactum, ja ocorre uma possivel agdo das enzimas hidroliticas sobre o lodo anaerébio,
uma vez que foram mantidas as mesmas concentragdes de gordura e matéria organica
utilizadas nos teste com o pool produzido por P. simplicissimum.

A producdo de biogas, bem como a producdo especifica de metano, aumentaram até a
concentracao de 0,2% m/v de adigdo do pool, decaindo com adi¢des maiores que 0,5% m/v,
indicando uma possivel inibicdo ou hidrdlise da comunidade anaerobia frente a maiores
concentragdes de enzima, conforme citado.

Deste modo, pode-se concluir que no maximo 0,2% m/v de pool enzimatico produzido
por P. brevicompactum pode ser empregado a fim de se obter uma melhor atuacdo do

consoércio microbiano em termos de remog¢ao de DQO e producao de metano.

4.5.2.3 Efeito inibitorio do biossurfatante

Na Tabela 4.9 sdao apresentados os resultados obtidos nos testes de biodegradabilidade
anaerobia em trés condigdes: na CMC (118 mg/L), cinco vezes abaixo da CMC (24 mg/L) e
cinco vezes acima da CMC (590 mg/L). A CMC foi adotada como parametro de referéncia
por indicar a solubilidade do tensoativo na fase aquosa, ou seja, por ser a concentracio
minima necessaria para que ocorra a reducdo maxima da tensdo superficial (dgua/ar) e

interfacial (agua/6leo) (PIRROLO, 2006).

Tabela 4.9: Resultados dos testes de biodegradabilidade anaerdbia com adig¢@o de diferentes concentragdes do
biossurfatante ([ ] BS) do tipo ramnolipideo produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1

Producdo
Condicao ]1213:35 2‘1?1;)15 DQOremov- Remogao Vol.Biogas m\e]t(;lr.lo Metano  Especifica
DQO de Metano
0,

o men ey men @y @y e et
0 (Controle) 166+2 35+3 131 78,9 2,7+0,6 1,6 60+1,79 0,136
24 374421 64+3 340 82,9 12,1+0,4 8,5 70+2,70 0,278
118 1125421 472+18 653 58,0 14,8+0,3 10,2 69+6,00 0,174
590 530748 3236+£30 2071 39,0 6,1£0,1 1,8 30+13,0 0,010

A variagdo da DQO inicial deve-se ao fato de que foram adicionados diferentes volumes
do caldo bruto fermentado livre de células contendo biossurfatante em cada condi¢do. Em
relacdo a remogdo de DQO, pode-se observar uma queda com a adigcdo crescente do

biossurfatante, variando de 83% abaixo da CMC, a 58% na CMC e 39% acima da CMC,



91

contra 79% no Controle, o que pode ser reflexo de um possivel efeito inibitorio do
biossurfatante sobre o consércio microbiano anaerdbio.

Este efeito inibitério, provavelmente, esta relacionado ao fato das micelas formadas
quando o biossurfatante ¢ adicionado em concentracdes acima da CMC se ligarem ao sitio
ativo das enzimas, levando a mudangas em sua conformagao ¢ até mesmo a sua desnaturagao
(SALAMEH e WIEGEL, 2010).

Com relagdo a producdo de biogds, verifica-se que esta ¢ crescente até a adi¢do do
biossurfatante na CMC, e decresce quando o biossurfatante ¢ adicionado em concentragdo
acima da CMC. Nesta ultima condigdo ocorre uma reduc¢ao de 59% do volume de biogas,
comparado ao obtido na condicdo que se situa na CMC, mais uma vez evidenciando o
possivel efeito inibitorio apresentado pelo biossurfatante sobre o lodo. Outro fator que pode
ter influenciado na diminui¢do do volume de biogds produzido foi a utilizagdo do
biossurfatante sem purificacdo (caldo bruto livre de células) o qual possuia outros metabdlitos
da fermentacao que também podem ter contribuido para a inibi¢do da atividade microbiana do
lodo.

Pires (2005) estudou o efeito da adicdo de surfatantes no tratamento anaerobio de
efluente sintético com alto teor de gordura (similar ao efluente de suinocultura) e concluiu que
a adicao de surfatantes no tratamento anaerdbio pode resultar em alteracdes benéficas ou
prejudiciais a comunidade microbiana anaerobia. No estudo em questdo, foi verificado que a
adi¢do do surfatante anionico dodecilsulfato de s6dio em concentragdes acima de 150 mg/L
inibiu a producdo de metano, enquanto a adi¢cdo de 15 mg/L do surfatante ndo i6nico Tween
80 estimulou a produgdo do gas.

Com o término dos ensaios avaliando os possiveis efeitos deletérios ocasionados pelos
bioprodutos em questdo, uma nova série de experimentos foi iniciada, visando observar a
solubilizagdo e/ou hidrélise de matéria organica particulada com a adi¢do de biossurfatante

e/ou pool enzimaticos.

4.6 SOLUBILIZACAO DO MATERIAL PARTICULADO NO EFLUENTE

4.6.1 Planejamento Composto Central Rotacional (DCCR)
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Nesta etapa do trabalho, os experimentos foram conduzidos conforme delineados por
um Planejamento Composto Central Rotacional (DCCR), o qual possibilita o planejamento e
a execucdo das andlises de forma organizada, com numero reduzido de ensaios ao minimo
necessario (GOUVEIA et al., 2002). Este método permite ainda a verificacdo dos efeitos
individuais e de interagdo de todas as variaveis sobre a resposta, a definicdo das variaveis
mais importantes para o processo, a avaliacdo dos erros experimentais e de regressao ¢ a
modelagem empirica dos resultados, em fun¢do das wvaridveis escolhidas, usando-se
programas estatisticos de regressao.

Tal planejamento consistiu de um fatorial 2", com trés repeti¢des no ponto central e dois
pontos sobre o eixo de cada variavel n, a uma distancia = a do ponto central (pontos axiais).
Os valores maximo e minimo sao representados por +1 e —1, respectivamente, € o ponto
central por 0. Apos a realizagdo dos experimentos, os resultados obtidos foram analisados
com o auxilio do programa Statistica 7.0 (RODRIGUES E LEMMA, 2009).

Foram realizados quatro planejamentos experimentais, descritos a seguir.

4.6.1.1 Primeiro planejamento: influéncia da concentragdo de biossurfatante e temperatura na
solubilizacao da DQO

Em uma primeira etapa, observou-se a influéncia da concentracdo do biossurfatante e da
temperatura na solubilizacdo da DQO. Os experimentos foram conduzidos em becheres de
250 mL com 100 mL de meio constituido de efluente bruto (2034 mg O&G/L) e
biossurfatante, com agita¢ao (150 rpm) por até 6 horas, sendo retiradas aliquotas para analise
em intervalos fixos de 1,5 h. Os valores das variaveis estudadas estdo indicados na Tabela

4.10.

Tabela 4.10: Valores reais e codificados das variaveis: concentragdo de biossurfatante produzido por
Pseudomonas aeruginosa PA1 (BS) e temperatura (T).

Niveis
-1,41 -1 0 1 1,41
Concentracdo BS (mg/L) 66 83 124 164 181
Temperatura (°C) 25 33 44 55 625

Variaveis
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Para a analise estatistica, utilizou-se o valor maximo da DQO soluvel (DQOs) como
variavel resposta. A DQOs foi quantificada em amostras submetidas a uma filtragdo em

membranas de acetato de celulose com 0,45 pm de tamanho de poro.

4.6.1.2 Segundo planejamento: acdo combinada de biossurfatante, pool enzimatico e
temperatura na solubilizagdo da DQO

Ao término dos ensaios do primeiro planejamento, um novo planejamento foi realizado
com a adi¢do de mais uma varidvel: a concentracdo de pool enzimatico produzido pelo micro-
organismo Penicillium simplicissimum, a fim de se avaliar se a acdo combinada de
biossurfatante e pool enzimatico ultrapassaria a acdo da temperatura na solubilizacdo da
DQO, mantendo o mesmo modo operacional do experimento anterior, ou seja, duragdo de 6
horas, com retirada de amostras a cada intervalo de 1,5 horas. Os valores reais e codificados

das varidveis estdo apresentados na Tabela 4.11.

Tabela 4.11: Valores reais e codificados das varidveis estudadas: concentragao de biossurfatante produzido por
Pseudomonas aeruginosa PA1 (BS), temperatura (T) e pool enzimatico produzido pelo Penicillium
simplicissimum (E)

Niveis

Variavel
-1,68 -1,00 0 1,00 1,68

BS (mg/L) 55 82 124 165 192
E (% m/v) 0,10 0,33 0,66 1,00 1,23

T (°C) 25 32 42,5 53 60

4.6.1.3 Terceiro planejamento: agdo combinada de biossurfatante e poo/ enzimatico de P.
simplicissimum na solubilizacao da DQO a 30°C

Neste terceiro planejamento DCCR, os testes foram conduzidos fixando-se a
temperatura em 30°C, temperatura média do efluente e de operacdo do biorreator anaerdbio

utilizado em etapa subsequente do tratamento, e variou-se as concentracdes de biossurfatante
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e do pool enzimatico produzido pelo fungo P. simplicissimum. Os valores reais e codificados

estao expostos na Tabela 4.12.

Tabela 4.12: Valores reais e codificados das variaveis estudadas: concentragéo de biossurfatante produzido por
Pseudomonas aeruginosa (BS) e pool enzimatico produzido pelo micro-organismo Penicillium simplicissimum

Niveis
-1,41 -1 0 1 1,41
Concentracdo BS (mg/L) 66 83 124 164 181
pool Enziméatico (% m/v) 0,19 0,33 0,66 1,0 1,14

Variaveis

4.6.1.4 Quarto planejamento: acdo combinada de biossurfatante e pool enzimatico de P.

brevicompactum na solubilizagdo da DQO a 30°C

Neste quarto planejamento DCCR, os testes foram conduzidos fixando-se a temperatura
em 30°C, temperatura média do efluente e de operagao do biorreator anaerobio utilizado em
etapa subsequente do tratamento, e variou-se as concentragdes de biossurfatante e do pool
enzimatico produzido pelo fungo P. brevicompactum. Os valores reais e codificados sdo os ja

apresentados na Tabela 4.12.

4.6.2 Resultados e discussao

4.6.2.1 Influéncia da concentragdo de biossurfatante e temperatura na solubilizagdo da DQO

Os valores de aumento da DQO soluvel (DQO soluvel nos tempos 1,5, 3, 4,5 ¢ 6 h
menos a DQO soluvel inicial) em cada teste do primeiro planejamento DCCR, tendo como
variaveis a temperatura (T) e a concentracao de biossurfatante, bem como a matriz codificada
do planejamento, sdo apresentados na Tabela 4.13.

Observou-se melhores resultados nos ensaios A, B e G, nos quais os valores do aumento
da DQO Soluvel foram 5598, 3627 e 4620 mg/L, respectivamente. Estes ensaios foram
conduzidos no nivel mais alto de temperatura (55°C), indicando uma maior influéncia desta

variavel na solubilizagdo de particulados, sobretudo material gorduroso.
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Apos o tratamento estatistico das respostas obtidas, foi possivel verificar quais varidveis

apresentaram efeito sobre o aumento da DQOsg,uvel, 0 que pode ser visualizado no grafico de

Pareto apresentado na Figura 4.4.

Tabela 4.13: Matriz codificada e aumento da DQOsg,y;ve; N0 decorrer dos ensaios tendo como variaveis a
temperatura (T) e a concentracdo de biossurfatante produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1 (BS)

Ensaio T BS

Aumento da DQO soluvel

1,5h 3,0h 4,5h 6,0h Maximo
A 1 1 1230 1790 2368 5598 5598
B 1 -1 892 1570 1820 3627 3627
C -1 1 145 250 125 0 250
D -1 -1 0 0 539 176 539
E 0 1,41 919 1111 1905 1739 1905
F 0 -1,41 0 403 827 1597 1597
G 1,41 0 493 1170 1930 4620 4620
H -141 0 0 0 0 0 0
I 0 0 0 710 483 1703 1703
J 0 0 0 671 1300 1285 1300
K 0 0 119 350 511 589 589
TL
T}
BSxT
BS (Q)
BS (L)
Efeito Padronizado (Valor de t,,)

Figura 4.4: Efeitos padronizados para o aumento maximo da DQO soltvel, com a concentragdo de
biossurfatante e temperatura como variaveis independentes.

Nota-se que somente a variavel temperatura apresentou efeito positivo significativo

sobre a varidvel resposta, tanto na forma linear quanto quadratica. No entanto, o efeito da

interagdo entre biossurfatante e temperatura ficou proximo dos 90% de confianga e por este

motivo esta interagdo também foi incluida na equacdo matematica abaixo, gerada pelo

modelo:
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A DQOg = 1567,4+1874,3.T+562,6.T>+565,1.T.BS
onde “T” ¢ a temperatura (°C) e “BS” a concentragdo de biossurfatante.

A analise de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 4.14, foi empregada para se

avaliar a adequagao do modelo gerado.

Tabela 4.14: Analise de varidncia para o planejamento do delineamento composto central rotacional utilizando a
concentragdo de biossurfatante e temperatura como variaveis independentes

) Soma dos Graus de  Quadrado
Fonte de variagdo . L .. Feac
Quadrados  Liberdade = médio
Regressio 31235246 3 10411749 23,12
Residuos 3152935 7 450419
Falta de ajuste 2516289 5 503258 -
Erro puro 636646 2 318323 -
Total 34388180 10 - -

Coeficiente de determinagdo: r'=0,908; Fo1.37=3,07.

Nota-se, pelos elevados valores do coeficiente de determinagdo (1 = 0,908) ¢ de F
calculado (23,12), 7,5 vezes maior que o valor critico de F (F tabelado 3,07), que o modelo
adotado esta ajustado. Com base no modelo gerado para o aumento maximo da DQO soluvel
foi construida a superficie de resposta em fun¢do da temperatura e da concentragdo de

biossurfatante, apresentada na Figura 4.5.

B 8000

B 6000

771 4000

[ 2000
0

B 2000

Figura 4.5: Superficie de resposta para o aumento maximo da DQOg,uve; €m funcdo da temperatura e
concentragdo de biossurfatante.
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A partir da analise da superficie de resposta ¢ possivel verificar que em maiores
temperaturas (62,5°C) e concentragdes de biossurfatante acima da CMC encontram-se 0s

maiores valores do aumento da DQOs,jgvel.

4.6.2.2 Acao combinada de biossurfatante, poo/ enzimatico e temperatura na solubilizag¢do da
DQO

As variagdes da DQOs no decorrer dos testes (1,5, 3, 4,5 e 6h) do segundo planejamento
DCCR, tendo como varidveis a temperatura (T), a concentracdo de biossurfatante e¢ a
concentracdo de pool enzimatico, bem como a matriz codificada do planejamento, sdo
apresentadas na Tabela 4.15.

Ao se combinar biossurfatante com pool enzimatico, dois processos passam a ocorrer
simultaneamente: a emulsificacdo das particulas de gordura e a acao das lipases presentes no
pool enzimatico, que hidrolisam as gorduras a 4cidos graxos e glicerol, ambos aumentando a
fragdo de DQOsoivel no efluente. Observou-se que melhores resultados foram obtidos nos
ensaios A, F, H e N, nos quais o aumento maximo da DQOg foi 2140, 2208, 2000 e 2708 mg

0O,/L, respectivamente.

Tabela 4.15: Matriz codificada e aumento da DQOs,uve; N0 decorrer dos ensaios tendo como variaveis a
temperatura (T), a concentracao de biossurfatante produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1(BS) e de pool
enzimatico produzido pelo fungo P. simplicissimum(T)

BS E T Aumento da DQO solavel
(%) (%) (°C) 1,5h 3h 4,5h 6h  Maximo
1 1 1 1077 2083 2140 2023 2140
1 1 -1 0 0 0 0 0
1 -1 -1 0 0 0 0 0
-1 -1 -1 0 0 0 0 0
-1 -1 1 248 850 842 1332 1332
-1 1 1 498 1745 1688 2208 2208
-1 1 -1 0 0 0 0 0
1 1100 1413 1617 2000 2000
0 403 927 1275 1650 1650
1,68 0 0 350 480 1017 673 1017
0 113 453 743 260 743
1,68 0 413 860 997 657 997
0 -1,68 5 60 293 0 293
1,68 722 1248 2135 2708 2708
0 302 585 745 210 745
0 200 497 647 133 647
0 25 510 445 145 510

m
>
o
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Ao término dos ensaios, o tratamento estatistico das respostas foi efetuado para verificar
quais varidveis apresentaram efeito estatisticamente significativo sobre o aumento da DQO

soluvel, como pode ser visualizado no grafico de Pareto apresentado na Figura 4.6.

a=01
Efeito Padronizado (Valor de t.y.)

Figura 4.6: Efeitos padronizados para o aumento maximo da DQO soluvel, utilizando biossurfatante, pool
enzimatico e temperatura como variaveis independentes.

Nota-se que a varidvel temperatura apresentou efeito positivo significativo sobre a
varidvel resposta, tanto na forma linear quanto quadratica. A variavel biossurfatante na forma
quadratica ficou proxima dos 90% de confianca e, portanto, foi incluida na equacdo
matematica gerada pelo modelo. O fato da concentragdo de enzima nao ter apresentado efeito
significativo pode ser atribuido a uma agdo mais lenta da enzima sobre a gordura, quando

comparada ao biossurfatante e a temperatura. A equagdo do modelo ¢ apresentada a seguir:
A DQOS = 672,5 + 174.BS* + 860,2.T + 233,3.T*

Sendo: “BS” a concentrag@o de biossurfatante e “T” a temperatura

Novamente, foi realizada a analise de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 4.16,
para verificar a adequacao do modelo gerado.

Pode-se afirmar que, devido aos altos valores do coeficiente de determinagio (r* =
0,897) e de F calculado (38,0), 14,8 vezes maior que o valor critico de F (F tabelado, 2,56), o
modelo adotado esta ajustado. Com base no modelo gerado para o aumento méaximo da DQO

soluvel foi construida a superficie de resposta (Figura 4.7) em fungdo da temperatura ¢ da
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concentracdo de biossurfatante, uma vez que a adicdo do pool enzimdtico nao foi

estatisticamente significativa.

Tabela 4.16: Analise de variancia do planejamento do delineamento composto central rotacional utilizando
biossurfatante produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1, temperatura e pool enzimatico produzido pelo
fungo P. simplicissimum

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado  F calc.
varia¢do Quadrados liberdade médio
Regressio 10956255 3 3652085 38
Residuos 1249828 13 96141 -
Falta de ajuste 1221970 11 111088 -
Erro puro 27857 2 13929 -
Total 122060083 16 - -

Coeficiente de determinagao: = 0,897; Fo.1.3.13 = 2,56

I 4000
I 3000
[ 2000
[ 1000
o

Figura 4.7: Superficie de resposta para o aumento maximo da DQOg,uve; €m funcdo da temperatura e
concentragdo de biossurfatante sem a agdo do pool enzimatico.

Analisando a superficie de resposta foi possivel verificar que em maiores temperaturas
(60°C) encontram-se os maiores valores de aumento da DQOseuvel. Novamente, a variavel
temperatura teve mais efeito na solubilizagdo das particulas de gordura, sobrepujando
qualquer outro efeito que poderia estar acontecendo no meio.

Portanto, foi realizado um novo teste a fim de se avaliar o efeito somente da temperatura
sobre a solubilizacdo da DQO, como pode ser visualizado na Figura 4.8. Para tanto,
adicionou-se azida sédica ao meio para uma concentragdo de 0,1 g/L, a fim de inibir a agdo

dos micro-organismos endogenos presentes no efluente.
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Figura 4.8: Aumento da DQO soluvel no decorrer do tempo, em diferentes temperaturas.

Como ja evidenciado nos primeiros estudos, confirmou-se a acao da temperatura sobre a
solubilizacdo da DQO do efluente. Nota-se que o aumento da DQO solivel ¢ maior em
maiores temperaturas (60, 53 e 43°C), principalmente no tltimo ponto analisado (6 horas).

No entanto, alguns trabalhos na literatura citam como melhor tempo de hidrolise (agdo
do pool enzimatico sobre o efluente), um total de 4 horas (VALLADAO, FREIRE e
CAMMAROTA, 2009; LEAL et al., 2006; ROSA, FREIRE e CAMMAROTA, 2006;). Neste
tempo, pode-se verificar que as temperaturas de 25°C e 32°C apresentaram maior influéncia
na solubilizagdo da DQO. Aliado a isto, tem-se a temperatura média do efluente (31£2°C) e a
operacdo dos biorreatores anaerdbios empregados apds a etapa de hidrélise/solubilizagao das
gorduras na faixa mesofilica (30°C). Portanto, decidiu-se fixar a temperatura de ensaio em
30°C e diminuir o tempo de ensaio para 4,5 horas, ainda adicionando azida soédica para uma
concentracdo de 0,1 g/ como inibidor da atividade bacteriana.

Mais dois estudos foram executados, observando-se a solubilizacdo da DQO a 30°C,
temperatura média do efluente de abate de aves, bem como de operacdo do biorreator
anaerobio que sera utilizado na etapa subsequente do tratamento. Nestes foram utilizados
como coadjuvantes o biossurfatante e os pools enzimaticos produzidos pelos fungos P.

simplicissimum e P. brevicompactum.
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4.6.2.3 Acao combinada de biossurfatante e pool enzimatico de P. simplicissimum na
solubilizagdo da DQO a 30°C

As variagdes da DQOgopver no decorrer do teste do terceiro planejamento DCCR,
utilizando pool enzimatico produzido pelo fungo P. simplicissimum e o biossurfatante
produzido por Pseudomonas aeruginosa PAl, bem como a matriz codificada do

planejamento, estdo apresentadas na Tabela 4.17.

Tabela 4.17: Matriz codificada e aumento da DQO soluvel no planejamento experimental utilizando poo!
enzimatico produzido pelo P. simplicissimum (E;) e biossurfatante produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1
(BS) como variaveis independentes, com temperatura fixa (30°C)

Ensaio  Variaveis Codificadas Aumento da DQO solavel
BS E, 1,5h 3h 4,5h Maximo
A 1 1 293 723 1170 1170
B 1 -1 247 360 407 407
C -1 1 460 710 310 710
D -1 -1 73 257 0 257
E 0 1,41 635 808 425 808
F 0 -1,41 78 253 0 253
G 1,41 0 233 540 277 540
H -1,41 0 173 315 187 315
I 0 0 430 465 450 465
J 0 0 429 457 427 457
K 0 0 414 417 396 417

Os ensaios A, C e E foram os que apresentaram melhores resultados, ou seja, maior
valor da DQOs, 1170, 710 e 808 mg O,/L, respectivamente. Ressalta-se que estes trés ensaios
sdo as que apresentavam maior concentracdo de enzima.

Novamente, ao término dos ensaios, o tratamento estatistico das respostas foi efetuado,
sendo possivel verificar que varidveis apresentaram efeito estatisticamente significativo sobre
o aumento da DQO soluvel, o que pode ser visualizado no grafico de Pareto apresentado na
Figura 4.9.

Contrariando o primeiro estudo, no qual a concentracdo de enzima ndo apresentou efeito
significativo, neste a varidvel enzima (forma linear) passou a apresentar efeito positivo
significativo sobre a variavel resposta, ou seja, com a fixagdo da temperatura em 30°C ¢ a
adicao da solucdo de azida sddica, esta varidvel passou a ter efeito sobre a solubilizacdo da
DQO. A variavel biossurfatante continuou sendo estatisticamente significativa, porém o efeito

sinérgico entre enzima e biossurfatante ndo foi estatisticamente positivo.
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p=01
Efeito Padronizado (Valor de t.g.)

enzimatico (P. simplicissimum) a 30°C.

do modelo matematico a seguir:

A DQOS =527 + 251 Eg + 527 BS

“BS” a concentrag¢do de biossurfatante.

pode ser verificado na Tabela 4.18.

Figura 4.9: Efeitos padronizados para o aumento maximo da DQO soluvel, utilizando biossurfatante e poo!/

Portanto, as variaveis: enzima e biossurfatante linear foram selecionadas para obtencao

Sendo: “Es” a porcentagem de pool enzimatico produzido pelo fungo P. simplicissimum e

Para verificagdo do ajuste, os resultados foram submetidos a analise de variancia, como

Tabela 4.18: Analise de variancia para o planejamento do delineamento composto central rotacional utilizando
biossurfatante produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1 e pool enzimatico produzido pelo fungo P.
simplicissimum a 30°C

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado F calc.
variacio quadrados liberdade médio
Regressio 608894 2 304447 17
Residuos 145626 8 18203 -
Falta de ajuste 144307 6 24051 -
Erro Puro 1319 2 660 -
Total 754520 10 - -

Coeficiente de determinagao: = 0,806; Fo 1,05 =3,11
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A andlise de varidncia indicou uma porcentagem de variacdo explicada de 80,6%, um
pouco menor quando comparada aos demais estudos, mas ainda considerada alta para
bioprocessos. Sendo assim, devido ao alto coeficiente de determinacdo e valor de F calculado
superior ao tabelado (mais que 5 vezes), sugere-se que o modelo ¢ adequado para avaliar o
comportamento da DQO soluvel frente a adicdo de biossurfatante e pool enzimatico, sendo

entdo gerada a superficie de resposta apresentada na Figura 4.10.

389° [
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Figura 4.10: Superficie de resposta resultante do planejamento experimental tendo como variaveis a
concentragdo de biossurfatante e pool enzimatico produzido pelo fungo P. simplicissimum a 30°C.

Analisando a superficie de resposta, pode-se afirmar que as maiores solubiliza¢des da
DQO ocorrem na adigdo de concentragdes média a alta de biossurfatante e altas porcentagens
de pool enzimatico produzido pelo fungo P. simplicissimum.

Como o pool enzimatico produzido por P. simplicissimum difere do pool produzido por
P. brevicompactum, outra série de ensaios foi realizada, mantendo-se todos os parametros

utilizados e mudando apenas o pool para o produzido por P. brevicompactum.

4.6.2.4 Agao combinada de biossurfatante e pool enzimatico de P. brevicompactum na
solubilizacao da DQO a 30°C

As variagdes da DQO soluvel no decorrer dos testes do quarto planejamento DCCR,

bem como a matriz codificada do planejamento, utilizando como varidveis o pool produzido
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por P. brevicompactum e o biossurfatante produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1, estao

apresentadas na Tabela 4.19.

Tabela 4.19: Matriz codificada e aumento da DQO soluvel no planejamento experimental utilizando pool
enzimatico produzido pelo P. brevicompactum (E,) e biossurfatante produzido por Pseudomonas aeruginosa
PA1(BS), com temperatura fixa (30°C)

Ensaios  Variaveis Codificadas Aumento da DQO soluvel
BS E, 1,5h 3,0h 4,5h  Maximo
A 1 1 498 513 862 862
B 1 -1 202 455 532 532
C -1 1 225 411 745 745
D -1 -1 283 370 380 380
E 0 1,41 358 618 1038 1038
F 0 -1,41 341 415 325 415
G 1,41 0 181 398 561 561
H -1,41 0 408 491 643 643
I 0 0 398 508 768 768
J 0 0 401 509 794 794
K 0 0 402 572 757 757

Nota-se que os ensaios que tiveram maior aumento da DQO soluvel foram os nomeados
A e E, obtendo um aumento de 862 ¢ 1038 mg/L, respectivamente, sendo ensaios em que o
pool enzimatico foi adicionado em porcentagens mais altas e o biossurfatante nas
concentracdoes média a alta. Os ensaios referentes ao ponto central I, J e K, bem como o
ensaio C, também apresentaram aumento significativo da DQO soluvel. Apds o levantamento
da solubiliza¢do da DQO, os resultados foram submetidos ao tratamento estatistico e o grafico
de Pareto gerado ¢ apresentado na Figura 4.11.

Analogamente ao resultado obtido no estudo em que se utilizou pool enzimatico
produzido pelo fungo P. simplicissimum e biossurfatante, a varidvel enzima produzida pelo
fungo P. brevicompactum (Eb) foi o pardmetro que apresentou maior influéncia na
solubilizagdo da DQO, seguida do biossurfatante. Novamente, a interagdo entre estes
parametros nao foi estatisticamente evidenciada. Para obtengdo do modelo matematico foram

utilizadas as variaveis biossurfatante e enzima, como mostrado abaixo:

A DQOS = 745 + 199 E, — 86 BS?
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Sendo: “E,” a porcentagem de pool enzimatico produzido pelo fungo P.

brevicompactum e “BS” a concentracdo de biossurfatante.

p=01
Efeito Padronizado (Valor de t.4..)

Figura 4.11: Efeitos padronizados para o aumento maximo da DQO soluvel, utilizando biossurfatante e poo!
enzimatico (P. brevicompactum) a 30°C.

Para validagdo do modelo gerado foi realizada a andlise de varidncia, como pode ser
visualizada na Tabela 4.20. Pode-se afirmar que o modelo estd ajustado devido ao alto
coeficiente de determinacdo (91,1%) e pela diferenga entre o valor de F calculado (41) e o

valor de F tabelado (3,11). Portanto, pode-se obter a superficie de resposta, visualizada na
Figura 4.12.

Tabela 4.20: Analise de variancia para o planejamento do delineamento composto central rotacional utilizando
biossurfatante e poo/ enzimatico produzido pelo fungo P. brevicompactum a 30°C

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado F cal.
variacio quadrados  liberdade médio
Regressio 361265 2 180632 41
Residuos 35253 8 4407 -
Falta de ajuste 34531 6 5755 -
Erro Puro 722 2 361 -
Total 396518 10 - -

Coeficiente de determinacdo: r* = 0,911; Fo108=3,11
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Figura 4.12: Superficie de resposta resultante do planejamento experimental tendo como variaveis a

concentracdo de biossurfatante e pool enzimatico produzido pelo fungo P. brevicompactum.

Pela superficie de resposta pode-se concluir que a solubilizacdo da DQO foi maior
quando se utilizou porcentagens de pool enzimatico produzido pelo fungo P. brevicompactum
nos niveis médio a alto e concentragdes medianas de biossurfatante.

De posse de todos estes resultados, chegou-se a conclusdao de que a utilizagdo de
biossurfatante € pools enzimaticos em concentracdes mais altas resultavam em maiores
aumentos de DQO soluvel. No entanto, nos testes de inibicdo anaerobia, foi constatado que
adi¢des acima de 0,5% e 0,2% (m/v) de pool enzimatico produzido pelos fungos P.
simplicissimum e P. brevicompactum, respectivamente, e biossurfatante em concentragdes
acima da CMC, exerciam efeito deletério sobre os micro-organismos anaerobios.

Assim, para atingir os objetivos propostos, seria necessdria uma integracdo entre o
processo, a estatistica e o bom senso, e por este motivo iniciou-se outra série de experimentos,
visando uma interacdo entre as variaveis que resultasse em melhor custo-beneficio, visando

aumento da producao de biogas pelos processos anaerobios.

4.7 ENSAIOS PRELIMINARES DE BIODEGRADABILIDADE ANAEROBIA

4.7.1 Procedimento experimental
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O pré-tratamento de solubiliza¢ao/hidrélise da DQO particulada foi realizado a 30°C e
150 rpm, durante quatro horas, em cinco condi¢des: com concentragdo de biossurfatante
acima da CMC (181 mg/L); com concentragdo de pool enzimatico no nivel mais alto estudado
nos testes de solubilizagdo da DQO (1,14% m/v); e com trés combinagdes pool enzimatico e
biossurfatante classificadas como minima (0,19% de pool acrescido de biossurfatante abaixo
da CMC - 66 mg/L), média (0,66% de poo! acrescido de biossurfatante na CMC - 118 mg/L)
e maxima (1,14% de pool e biossurfatante acima da CMC - 181 mg/L).

Apos adigdo do biossurfatante e/ou pools enzimaticos ao efluente, a mistura era colocada
em contato com o lodo anaerdbio, mantendo-se uma relacao 1:1 (SSV lodo: DQO efluente),
em frascos tipo penicilina de 100 mL, utilizando 90% do volume total. Os frascos eram
lacrados com batoque de borracha e selo de aluminio e dispostos em sala climatizada com
temperatura controlada a 30 °C. Aos frascos eram conectadas seringas plasticas graduadas de
60 mL, onde o biogas era coletado e medido diariamente. Ao cessar a producao de biogas, os
frascos eram abertos e o sobrenadante separado para analise da DQO soluvel residual e o

biogés levado ao cromatdgrafo gasoso para quantificagdo do metano.

4.7.2 Resultados e discussao

Para avaliar o efeito da combinagdo biossurfatante e pool enzimético que resultasse em
melhores produgdes especificas de metano (PEM), dois testes de biodegradabilidade
anaerobia foram realizados (um com o pool produzido por P. simplicissimum e biossurfatante
produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1l e um outro com o pool produzido por P.
brevicompactum e biossurfatante produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1) com efluente
de abate de aves bruto, com DQO média de 4130+98 mg/L e 1165 mg O&G/L (Controle) e

com o mesmo efluente apds tratamento com enzima/biossurfatante.

4.7.2.1 Testes de biodegradabilidade anaerdbia apds pré-tratamento com o pool de P.

simplicissimum e biossurfatante

A Tabela 4.21 apresenta os resultados obtidos nos testes de biodegradabilidade

anaerobia do efluente de acordo com o procedimento citado no item 4.7.1, sendo o pool
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utilizado produzido pelo micro-organismo P. simplicissimum e biossurfatante produzido por

Pseudomonas aeruginosa PA1.

Tabela 4.21: Resultado do teste de biodegradabilidade anaerdbia com adig¢@o do biossurfatante produzido por
Pseudomonas aeruginosa PA1 (BS) e pool enzimatico produzido pelo fungo P. simplicissimum (Es)

DQOg DQO  Volume Volume Producao Especifica

. DQOyinicial final removida biogds metano de Metano
Condigao (L CH/g DQO

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mL) (mL) remov.)
0,19% Es +66 mg/L BS 4740+42  138+16 4602 95 69 0,167
0,66 % Es + 124 mg/L BS 9166485  141+17 9025 159 120 0,148
1,14 % Es + 181 mg/L BS ~ 9715+115 236+18 9479 144 108 0,127
1,14% Es 8343+231 19049 8153 116 86 0,117
181 mg/L BS 5843+250  200+3 5643 84 62 0,122
Controle 3921139 185+1 3736 40 32 0,095

A DQO inicial variou de 3921 a 9715 mg/L devido as diferentes concentracdes de poo!
e biossurfatante adicionadas em cada condi¢do, conforme mencionado anteriormente em 4.5.
Enzima e biossurfatante ndo afetaram a remog¢do de DQO, que variou de 95% (quando se
utilizou apenas o efluente) a 98% (para 124 mg/L de biossurfatante e 0,66% m/v de enzima).
No entanto, o volume e a producdo especifica de metano foram substancialmente menores (de
1,2 a 3,8 vezes) quando foi utilizado somente o efluente. A condigdo em que o pré-tratamento
do efluente foi realizado com a adi¢do conjunta de 0,19% m/v do pool e 66 mg/L do
biossurfatante foi a que apresentou maior produgdo especifica de metano, ressaltando-se que
nesta condi¢do o lodo recebeu carga inicial de DQO préxima ao ensaio conduzido somente
com efluente.

Comparando-se os valores de produgdo especifica de metano na Tabela 4.21, verifica-se
que a adi¢do conjunta de enzima e biossurfatante, a exce¢do do ensaio em que ambos foram
adicionados nos valores maximos estudados, levaram a maiores producdes especificas de
metano que nos ensaios em que estes produtos foram adicionados de forma isolada. Estes
resultados indicam a ocorréncia de um efeito sinérgico de disponibilizagao/hidrolise
observado na atuagdo conjunta do biossurfatante € do pool enzimatico que levou a bons

resultados de remocao de DQO e produ¢do de metano.
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4.7.2.2 Testes de biodegradabilidade anaerdbia apos pré-tratamento com o pool de P.
brevicompactum e biossurfatante

Na Tabela 4.22 sdo apresentados os resultados obtidos nos testes de biodegradabilidade
anaerobia do efluente de acordo com o procedimento explicado anteriormente, sendo utilizado
0 pool produzido pelo micro-organismo P. brevicompactum (Ey) e biossurfatante produzido
por Pseudomonas aeruginosa PAL.

Verifica-se que a DQO inicial variou de 3343 a 9149 mg/L, devido aos fatores ja
citados, como concentracdo de biossurfatante e pool enzimatico. Os valores de DQO inicial
foram menores que os encontrados no teste anterior, em que se utilizou o pool produzido por
P. simplicissimum, provavelmente devido a dois fatores: suplementagdo da torta de babagu
com fonte adicional de carbono na fermentagdo com P. simplicissimum, procedimento que
nao era realizado para obtengao do pool produzido pelo fungo P. brevicompactum; e consumo
da matéria organica presente no efluente por micro-organismos endogenos de natureza
psicrofilica durante o processo de congelamento do efluente, pois além do decréscimo da
DQO houve um escurecimento do efluente entre os dois ensaios. Este fato também foi
observado por Valladdao (2009) ao analisar a biodegradabilidade anaerdbia de efluente de
abate de aves apos hidrolise enzimatica utilizando lipases fungicas produzidas pelo micro-
organismo Penicillium restrictum. A autora notou aumento na turbidez e escurecimento do
efluente ao longo do tempo, sugerindo um aumento do crescimento microbiano a custa do

consumo de DQO.

Tabela 4.22: Resultado do teste de biodegradabilidade anaerobia com adig¢@o do biossurfatante produzido por
Pseudomonas aeruginosa PA1 (BS) e pool enzimatico produzido pelo fungo P. brevicompactum (Ey)

DQOr DQOs DQO  Volume Volume Produgdo Especifica de

Condicdo inicial final removida biogds metano Metano
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mL) (mL) (L CH4/g DQO remov.)
0,19% E, +66 mg/L BS 4140+£18 11310 4027 75 59 0,163
0,66 % E, + 124 mg/L BS  6845+30 12616 6719 79 61 0,101
1,14 % E, + 181 mg/L BS 9149+70 232421 8917 50 39 0,048
1,14% E, 8090+93 204+19 7886 53 40 0,057
181 mg/L BS 5450+141 19544 5255 74 57 0,121

Controle 3343+138 21243 3131 35 28 0,098
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A remocdo de DQO variou de 94% no Controle a 98% quando se utilizou efluente pré-
tratado com 124 mg/L de biossurfatante e 0,66% m/v de pool enzimatico produzido por P.
brevicompactum. Ou seja, enzima e biossurfatante nio interferiram na remocao de matéria
organica.

Em relagdo a producdo especifica de metano pode-se observar uma queda de 40% ao se
comparar o efluente bruto ao pré-tratado com 0,19% m/v do pool e 66 mg/L do biossurfatante,
indicativo de uma sinergia entre estes bioprodutos nestas concentragdes, resultando em
melhores produgdes de metano.

Ao término destes dois testes de biodegradabilidade anaerdbia concluiu-se que as
melhores combinagdes para o pré-tratamento de efluentes com alto teor de gordura, como o de
abate de aves, foram aquelas em que se utilizou biossurfatante em concentragdes abaixo da
CMC e pools enzimaticos no nivel mais baixo (0,19% m/v), produzidos por ambos os micro-
organismos (P. simplicissimum e P. brevicompactum).

Decidiu-se utilizar os dois pools enzimaticos (com diferentes caracteristicas de atuagao)
e 0 biossurfatante em um Unico experimento e assim avaliar o efeito sinérgico de todos os
parametros, a fim de se encontrar a melhor combinagdo para o pré-tratamento do efluente em

questao.

4.8 PRE-TRATAMENTO DO EFLUENTE COMBINANDO POOLS ENZIMATICOS E
BIOSSURFATANTE

4.8.1 Planejamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Os pré-tratamentos foram realizados em jar-test, em sala climatizada, contendo efluente
com elevada concentracdo de gordura. Foram avaliadas as variaveis: concentracao e tipo de
pool enzimatico (o qual varia de acordo com o micro-organismo produtor) e concentracao de
biossurfatante produzido por Pseudomonas aeruginosa PAl. Para tal, foi utilizado um
planejamento experimental delineado por um Planejamento Composto Central Rotacional

(DCCR), conforme exposto na Tabela 4.23.
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Tabela 4.23: Matriz codificada no planejamento experimental utilizando pool enzimatico (P. simplicissimum e P.
brevicompactum) e biossurfatante produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1

Ensaios Enzima Biossurfatante
A 1 1
B 1 -1
C -1 1
D -1 -1
E 1,41 0
F -1,41 0
G 0 1,41
H 0 -1,41
I 0 0
J 0 0
K 0 0
L controle

Os valores reais e codificados das variaveis estdo representados na Tabela 4.24.

Tabela 4.24: Valores reais e codificados das variaveis estudadas: concentragéo de biossurfatante produzido por
Pseudomonas aeruginosa PA1 (BS) e pool enzimatico (E) produzido pelos fungos P. simplicissimum e P.

brevicompactum
Niveis
Variavel
-1,41 -1 0 1 1,41
BS (mg/L) 0 7 24 41 48

P. simplicissimum 0 0,08 025 042 0,5
E (% m/v)
P. brevicompactum 0,5 0,42 0,25 0,08 0

As faixas de concentragdes escolhidas para o pool enziméatico e biossurfatante foram
determinadas de acordo com os ensaios preliminares de inibicdo e biodegradabilidade
anaerobia. O lodo anaerdbio apresentou inibi¢do ao se adicionar concentragdes superiores a
0,5 % m/v de pool produzido pelo fungo P. simplicissimum e de 0,2% m/v para o pool
produzido pelo fungo P. brevicompactum. Portanto, a adicdo maxima dos pools foi igual a
0,5%. Em relagdo ao biossurfatante, concentracdes at¢ a CMC nao demonstraram efeito

inibitdrio, sendo esta escolhida como concentragdo maxima.
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4.8.2. Ensaios de biodegradabilidade anaerobia

O efluente bruto para esta etapa apresentava DQO de 14408 mg/L e 2400 mg O&G/L,
sendo diluido 2 vezes com agua destilada, para se aproximar das concentragdes de O&G
utilizadas nos experimentos anteriores. Os experimentos foram conduzidos em becheres de
500 mL contendo 300 mL de volume total constituido de efluente bruto, biossurfatante e/ou
pool enzimatico, com agita¢do (150 rpm) e temperatura (30° C) controladas, durante 4 horas.
Apo6s este periodo era colocado em contato com o lodo anaerdbio na propor¢do de 1:1
(SSV:DQO), assim como nos testes de biodegradabilidade anaerodbia.

Aliquotas da mistura eram retiradas antes do contato com o lodo anaerdbio para
quantificagdo da DQO total e apos o periodo de reagao (encerramento da producao de biogas)
para andalise da DQO soluvel residual.

A avaliagcdo do pré-tratamento em termos de biodegradabilidade foi monitorada em
quatro bateladas sequenciais, sendo avaliada através da medida de eficiéncia de remogao de
DQO e produgao de biogds. O mesmo lodo anaerdbio foi utilizado em todas as bateladas
realizadas, sendo separado por sedimentacdo ao final de cada uma delas e reutilizado na
seguinte.

Para verificar qual condi¢dao apresentava maior efeito sobre a produgao especifica de
metano, as respostas obtidas nos ensaios foram submetidas a um tratamento estatistico,

adotando-se um nivel de significancia de 0,1, ou seja, 90% de confianga.

4.8.3. Resultados e discussao

Nas Tabela 4.25 e 4.26 s3o apresentados os resultados obtidos nos ensaios de
biodegradabilidade anaerdbia conduzidos com efluente bruto e concentragdes dos pools
enzimaticos e biossurfatante delineadas pelos DCCR no primeiro e segundo, e no terceiro e
quarto contatos, respectivamente, com o lodo anaerobio.

Ao finalizar a primeira, segunda e terceira bateladas, os frascos foram deixados em
repouso por cerca de 12 h (overnight) para sedimentacao do lodo anaerdbio e substituicdo do
efluente (retirada do sobrenadante e adi¢do de igual volume de efluente nas condi¢des do

planejamento) para inicio da segunda, terceira e quarta bateladas.
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Tabela 4.25: Ensaios de biodegradabilidade anaerdbia com adig¢do de biossurfatante e pools enzimaticos (P.
simplicissimum e P. brevicompactum) em bateladas sequenciais

DQOr  DQOg DQO  Volume Volume Produgio Especifica
Ensaios inicial final removida biogds metano de Metano
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mL) (mL) o D((QLOCrIjr‘;iov.)
1 Batelada
A 6983+188 26748 6716 90+10 76 0,126
B 6783+123 27349 6510 12348 108 0,185
C 5913+88 270+1 5643 109+8 94 0,185
D 6075490 20845 5867  112+11 94 0,178
E 7008+58  253+7 6756 14544 125 0,205
F 6342+123 24246 6100  134+12 114 0,207
G 7283+194 27242 7011 13345 114 0,180
H 7175£106 256+7 6919  125+18 103 0,166
I 6675+35 24948 6426  130+13 104 0,179
J 6700+75 288+7 6412 12343 99 0,172
K 6763+194 26249 6500 13146 108 0,184
L 6525+66  307+2 6218 11045 94 0,167
2% Batelada
A 8400+131 19546 8205 11645 94 0,127
B 8360+20 192+14 8168 105£10 84 0,114
C 7780+164 181+6 7599 91+6 72 0,105
D 7180492 16343 7017 10443 83 0,132
E 7720428  205+4 7515 113+7 91 0,135
F 7767423 16743 7600 10444 83 0,122
G 7093+58  161+6 6932 111+3 89 0,142
H 7200+20  180+7 7020 12045 98 0,155
I 8087+£50 206+2 7881 10142 81 0,114
J 8260+20 19849 8062 10846 90 0,124
K 8060+£72 162+l 7898 11246 90 0,127
L 8940+£20 17043 8770 94+5 77 0,097

Verifica-se que a DQO inicial em cada uma das bateladas apresentou baixa variacao,

obtendo-se valores médios de 6685 £ 418 mg/L, 7904+561mg/L, 8091+736 mg/L e 8752+598

mg/L na primeira, segunda, terceira e quarta bateladas. A manuten¢do de valores iniciais de

DQO similares ¢ importante para que efeitos de diferentes cargas organicas iniciais sejam

descartados na anélise dos resultados de remoc¢ao de DQO e produgao de biogas.

Nota-se um aumento da DQO inicial do ensaio L (Controle) das primeiras bateladas

para a quarta. Isto pode ser explicado pela deposi¢do de solidos no recipiente em que o
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efluente foi coletado, ressuspensos no ato da homogeneizagao do efluente, contribuindo para

o aumento da DQO inicial do Controle. Nos demais ensaios tal fato ndo ocorreu.

Tabela 4.26: Ensaios de biodegradabilidade anaerdbia com adig¢@o de biossurfatante produzido por Pseudomonas

aeruginosa PA1 e pools enzimaticos (P. simplicissimum e P. brevicompactum) em bateladas sequenciais

DQOr DQOs DQO  Volume Volume Produgdo Especifica
Ensaios inicial final removida biogds metano De Metano
(mgl) (mgl) (mgl) (ml) @ul) e
3% Batelada
A 9053495 15547 8898 12945 110 0,138
B 8490+71 15749 8333 125+19 106 0,141
C 7270442 1434 7127 108+5 95 0,148
D 8780+28 110£3 8670 16646 144 0,185
E 7120485 124+l 6996 12449 108 0,172
F 8270+42 136+8 8134 15346 134 0,183
G 9350442 12846 9222 14627 129 0,155
H 8150+71 135£5 8016  131x19 115 0,159
I 7527446 1366 7391 11743 103 0,155
J 7353+42 1306 7224  111£17 94 0,144
K 7553481 14943 7404 106+6 93 0,140
L 8170+42  180+1 7990 61+2 54 0,075
4% Batelada
A 8825+66 227+8 8598 12543 94 0,121
B 8542495 21247 8330 11945 99 0,133
C 8508+38 195+5 8313 13048 100 0,134
D 8167+52 177+4 7990 13246 96 0,134
E 8117429 164+6 7953 11642 87 0,121
F 8783+29 170+4 8613 13244 103 0,133
G 9150490 203+7 8947 13242 103 0,128
H 8467+38  184+£1 8283 12147 99 0,134
I 8675£75 169+£5 8506 13547 104 0,135
J 8958+14 193£5 8765 12649 105 0,132
K 8442+43  184+4 8258 12941 98 0,131
L 103924115 283+3 10109 87+6 67 0,074

Com relagdo a DQO final, pode-se observar que praticamente ndo houve diferenca entre

as condigOes avaliadas nas trés primeiras bateladas, incluindo o ensaio com efluente bruto

(ensaio L - Controle), obtendo-se uma DQO final de 307 = 2 mg/L, 182+17 mg/L e 140+18

mg/L para a primeira, segunda e terceira bateladas. Mesmo com a reutilizagdo do lodo por

quatro vezes as eficiéncias de remocdo de DQO mantiveram-se acima de 95%. Da segunda
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batelada em diante uma remocao de DQO pouco maior (97%) do que a verificada na primeira
batelada pode ser atribuida a adaptacao dos micro-organismos aos constituintes do efluente,
fato também observado por Valladao er al. (2011) e citado por outros autores (PALATSI et
al., 2011; CIRNE et al., 2007; PEREIRA et al., 2004). Embora o lodo empregado seja
oriundo de um reator anaerdobio em operagdo na mesma industria em que o efluente foi
coletado, este era alimentado com efluente contendo baixos teores de gordura, apdés um
flotador, e sem adicdo de enzimas e biossurfatante.

No entanto, na quarta batelada se percebe a contribuicdo do acumulo de gordura na
biomassa, pois apesar da DQO final ainda se manter baixa (197 £ 33 mg/L e a remogao
elevada (97,8 + 0,3%), os valores de DQO final aumentaram consideravelmente em relagdo a
terceira batelada (aumentos de 19 a 38%). Outra observagdo ¢ que ja se percebe uma pequena
diferenga entre as condi¢des avaliadas, pois o desvio-padrao entre os valores de DQO final
aumenta de 9,5% para 16,8% da primeira para a quarta batelada. Comparando a DQO final da
condi¢do Controle (283 £ 6 mg/L) com a média das demais condigdes (189 £ 19 mg/L),
verifica-se um valor quase 50% maior para o Controle (ensaio L).

Na primeira batelada, o ensaio E (0,5% de pool produzido por P. simplicissimum e 24
mg/L de biossurfatante) foi o que resultou no maior volume de metano (125 mL), 25% maior
que no ensaio L (Controle). Ja em relagdo a producao especifica de metano (PEM), destacou-
se, além do ensaio E, o ensaio F (0,5 % do pool produzido por P. brevicompactum e 24 mg/L
de biossurfatante). Ou seja, na primeira batelada os dois pools em separado, acrescidos da
mesma concentragdo de biossurfatante, demonstraram melhores produgdes especificas de
metano.

Em relagdao ao volume de metano produzido na segunda batelada, nenhum dos ensaios
teve destaque, porém o ensaio L (Controle) apresentou queda no volume de metano (18%)
quando comparado a primeira batelada. A condi¢do A manteve a PEM da primeira para a
segunda batelada em 0,127+0,0005 L CH4/g DQOremovida- Nas demais condi¢des (B a K), a
PEM ¢ maior na primeira batelada (0,184 = 0,013 L CH4/g DQOremovida), reduzindo na
segunda batelada para 0,127 £ 0,015 L CH4/g DQO;emovida- Na terceira batelada, o volume de
metano gerado no ensaio L (Controle) foi 43% e 30% menor do que o obtido na primeira e
segunda bateladas.

Como a eficiéncia de remocdo de DQO era alta (> 95%) em todas as bateladas,
provavelmente o material gorduroso acumulou no lodo anaerdbio e reduziu a atividade dos

micro-organismos. Outra possibilidade para esta redugdo seria o acimulo de compostos
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inibitorios, como acidos graxos de cadeia longa (AGCL), produzidos na etapa de hidrolise ¢ a
consequente reducdo da taxa de produgcdo de metano pela populagdo metanogénica
(VALLADAO, FREIRE e CAMMAROTA, 2009; ANGELIDAKI e AHRING, 1992;
HANAKI, MATSUO e NAGASE, 1981).

Valladao (2009) verificou resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho, com
uma reducao de 43% na producao de biogas com a reutilizagdo do lodo em efluentes de abate
de aves sem pré-tratamento, enquanto nos experimentos com efluentes pré-tratados
(hidrolisados) a producdo se manteve elevada apds trés contatos.

Diferengas mais acentuadas entre as condi¢Oes avaliadas foram observadas ao se
analisar a produgao especifica de metano (PEM) obtida ao final dos experimentos. Observa-se
que a condicdo A (condigdo em que ambos enzima e biossurfatante estdo presentes em niveis
elevados) apresenta a menor PEM na primeira batelada (0,126 L CH4/g DQOyemov.), menor
inclusive que na condi¢do Controle (0,167 L CH4/g DQOyemov.). Este resultado, que se
mantém até na quarta batelada (média de todas as bateladas de 0,128 = 0,007 L CH4/g
DQOremov.), se deve a combinagdo de 0,5% (m/v) de pools enzimaticos, com maior propor¢ao
de P. simplicissimum, ¢ 41 mg/L de biossurfatante. O pool de P. simplicissimum contém
elevada atividade protedsica que, associada a uma concentracdo elevada de biossurfatante,
contribuiu para uma menor atividade dos micro-organismos.

Na terceira batelada, ocorreu um aumento da producdo de metano em todas as
condi¢des, no entanto, a partir dai verifica-se um comportamento diferenciado em fun¢do da
composi¢ao do meio: nos experimentos conduzidos com menores concentragdes de enzima e
biossurfatante ou com somente uma das enzimas ¢ concentragoes medianas de biossurfatante
(condi¢des D, E e F) a PEM aumenta consideravelmente para 0,180 = 0,007 L CHu/g
DQOremov. € decai novamente na quarta batelada para 0,129 + 0,007 L CH4/g DQOremov.. Ja
nas demais condi¢des (B, C, G, H, 1, J, K), a PEM aumenta menos na terceira batelada (0,132
+ 0,002 L CH4/g DQOremov.), mas praticamente se mantém até o fim dos experimentos em
0,146 £ 0,004 L CH4/g DQOyemov., na quarta batelada. Na condi¢ao Controle (condigao L -
somente efluente), a PEM diminui gradativamente com a reutilizacdo do lodo anaerdbio,
sofrendo uma reducdo de 56% da primeira para a quarta batelada, chegando a 0,074 L CHy4/g
DQOremov.-

Valladao (2009) observou o efeito de dois fendmenos concorrentes durante a
degradagdo da matéria orgdnica no pré tratamento enzimatico de efluente com alto teor de

gordura com influéncia direta na PEM: o efeito da aclimatag¢do da biomassa aos constituintes
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do efluente e do preparado enzimatico solido (PES) e o efeito do acumulo de gordura na
biomassa. A ocorréncia destes dois fendmenos resultou em um aumento na producao de
metano nos experimentos com efluente bruto (Controle) da primeira para a segunda batelada,
mantendo-se praticamente estavel na terceira batelada. Os autores sugeriram que tal fato
ocorreu devido a uma adaptacdo da biomassa aos constituintes do meio, superando o efeito do
acumulo de gordura na biomassa.

O actimulo de gordura resulta em um decréscimo acentuado da PEM nos experimentos
com efluente bruto, ja nos ensaios com efluente pré-tratado, a PEM varia de 0,105 a 0,207 L
CH4/g DQOyemov., €m funcdo de uma adaptacdo da biomassa aos constituintes do meio e do
baixo acimulo de gordura. O pré-tratamento reduz consideravelmente a matéria organica
particulada (particulas de gordura em suspensao) no efluente, restando praticamente matéria
organica solivel, mais prontamente assimilavel pelos micro-organismos (DAMASCENO,
CAMMAROTA e FREIRE, 2012).

Os resultados foram entdo analisados pelo tratamento estatistico, onde foi constatado
que nenhum nenhuma variavel apresentou efeito significativo, dentro da faixa de
concentragdes estudadas, sobre a PEM do lodo na primeira e segunda bateladas (Figura 4.13).
Enquanto a variavel Enzima passou a ser significativa na terceira batelada e todas as
variaveis, bem como suas interagdes (com exce¢do da concentragdo de biossurfatante na
forma quadratica), demonstraram influéncia direta sobre a variavel resposta na quarta batelada
(Figura 4.14).

Tal resultado se deve a uma estabilizagdo do processo de degradagdo anaerdbia frente
aos varios efeitos possiveis: a adaptacdo dos micro-organismos aos constituintes do meio, o
acumulo de gordura na biomassa (especialmente na condi¢ao Controle) e a acdo hidrolitica e
emulsificante do biossurfatante (nas demais condi¢des), conforme ja comentado.

Fica evidente, sobretudo na quarta batelada, a influéncia do pré-tratamento sobre a
PEM, uma vez que o efeito do acumulo de gordura na biomassa interfere negativamente no
ensaio Controle. Valladao, Freire e Cammarota (2007) estudaram a aplicagdo de pool
enzimatico produzido por fermentagdo em estado soélido pelo fungo P. restrictum no pré-
tratamento de efluente de abate de aves. Testes de hidrolise enziméatica foram realizados
variando as concentracdes do pool de 0,1 a 1,0 % m/v em efluente contendo de 150 a 1200
mg O&G/L. Dentre as combinagdes, a aplicacdo de 0,1 % de pool enziméatico durante 4 horas
em efluente contendo 1200 mg O&G/L resultou em eficiéncia de remog¢do de DQO de 85%

contra 53% da condigdo sem pré-tratamento (Controle) e maior producdo de biogas (175 ml
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contra 37 ml do Controle), indicando a hidrolise enzimatica como uma estratégia eficaz para
alcancgar maiores taxas de produ¢do de metano em menores intervalos de tempo em efluentes

gordurosos.
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Figura 4.13: Efeitos padronizados para a producéo especifica de metano (PEM) utilizando biossurfatante
e pools enzimaticos (P. simplicissimum ¢ P. brevicompactum) para a 1* ¢ 2% bateladas.
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Figura 4.14: Efeitos padronizados para a produgdo especifica de metano (PEM) utilizando biossurfatante
e pools enzimaticos (P. simplicissimum ¢ P. brevicompactum) para a 3 ¢ 4* bateladas.

Em outro estudo, Valladdo et al. (2011) verificou maior acimulo de gordura em reator
UASB tratando efluente de abate de aves com 800 mg O&G/L sem pré-tratamento
enzimatico, o que resultou em inumeros entupimentos e formag¢ao de escuma no topo do
reator Controle, fato ndo observado no reator que recebia efluente pré-hidrolisado com pool/
enzimatico produzido por fermentagao em estado solido do fungo P. restrictum, com 270 dias
de operagdo, confirmando a eficicia do pré-tratamento enzimatico de efluentes com alto teor
de gordura.

Apo6s a quarta batelada, na qual ficou evidenciada a influéncia do pré-tratamento na

producdo especifica de metano, uma nova batelada foi iniciada para as condi¢des D (baixas
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concentracdes de enzima e biossurfatante), F (pool de P. brevicompactum e concentragao
mediana de biossurfatante) e H (propor¢des iguais dos dois pools enzimaticos), nas quais se
verificaram maiores volumes de biogas e producdo especifica de metano em relagdo ao
Controle (Condi¢do L). Desta forma, pretendia-se escolher a melhor condi¢do de pré-
tratamento para anteceder a unidade de tratamento bioldgico, um reator anaerébio de manta
de lodo (UASB).

Como pode ser visualizado na Figura 4.15, os ensaios conduzidos nas trés condi¢des
apresentaram comportamento similar para a PEM ao longo do tempo, finalizando com valores

trés vezes maiores do que a PEM do Controle.
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Figura 4.15: Produgdo Especifica de Metano (PEM) ao longo dos dias na quinta batelada, com as
condic¢des D, H e F (maiores PEM no quarto contato) e L (controle).

Ao cessar a producdo de biogas nestes experimentos, o conteudo dos frascos foi
submetido a analise de O&G para se verificar a concentragao residual de material gorduroso
(em suspensdo no meio e adsorvida ao lodo anaerdbio). Nos ensaios D, F e H verificou-se
uma menor concentracdo residual de O&G, especialmente na condi¢do F, enquanto a
condi¢ao Controle apresentou a maior concentracao residual de O&G (Figura 4.16).

Comparando as concentragdes obtidas com a concentragdo inicial presente no efluente
bruto (1468 mg O&G/L, em média), pode-se calcular remog¢des de O&G de 51 a 90% nas
condi¢des com efluente pré-tratado e somente 1% na condi¢do Controle com efluente bruto.

Os resultados das analises de O&G tornam visivel a influéncia do pré-tratamento sobre o
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acumulo de gordura no meio reacional apos sucessivas bateladas, o que pode levar, a longo

prazo, ao colapso do sistema de tratamento bioldgico.
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Figura 4.16: Concentragao residual de dleos e graxas (O&G) ao término da quinta batelada, com as
condigoes D, F, H e controle (L).

O ensaio F (com 0,5 % de pool enzimatico produzido pelo fungo P. brevicompactum e
biossurfatante produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1, na metade da concentragdo da
CMC) foi o que demonstrou melhor efeito sinérgico de disponibiliza¢ao/hidrolise da gordura
na atuagdo conjunta de biossurfatante e pools enzimaticos, levando a bons resultados de
remo¢ao de DQO, producdo de metano e baixo acimulo de gordura, sendo entdo esta

condicao escolhida para pré-tratamento do efluente de abate de aves.

4.9 MONITORAMENTO DOS BIORREATORES ANAEROBIOS

A operacao de dois biorreatores anaerdbios continuos do tipo UASB (Upflow Anaerobic
Sludge Blanket), em escala de bancada, para o tratamento de efluente de abatedouro de aves

foi iniciada apds a selecdo das condic¢des ideais de pré-tratamento enzimatico/biossurfatante.
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4.9.1 Caracteristicas e procedimento de operacao dos reatores UASB de bancada

Os biorreatores, construidos em acrilico, eram constituidos de um tubo vertical com 8,5
cm de didmetro e 26,1 cm de altura, e 1,08 L de volume util, conforme detalhado na Figura

4.17.
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Figura 4.17: Desenho dos biorreatores UASB utilizados no trabalho.

Os biorreatores eram equipados com um separador trifasico (sélido-liquido-gas) em
forma de funil invertido, com diametro igual a 6,8 cm. Um anel defletor com angulo de 45°
foi instalado a 19,35 cm de altura, ficando a 0,5 cm de distancia do separador trifasico. Os
pontos de amostragem estavam localizados a diferentes alturas da base dos biorreatores
conforme ilustrado na Figura 4.17, sendo que o amostrador A1 foi inutilizado pela adigdo de
esferas de porcelana, com didmetro médio de 0,7 cm, na base dos biorreatores necessarias

para tornar a distribuicdo do efluente uniforme.
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Os biorreatores operaram a 30 = 1°C. A alimentagdo era preparada duas vezes ao dia
(exceto finais de semana) para evitar a deterioragdo da mesma, permanecendo sob agitagcdo
para evitar a deposi¢do de material so6lido. Os biorreatores eram alimentados continuamente
em sua base (fluxo ascendente), sendo que um biorreator recebia efluente pré-tratado
(denominado Teste), enquanto outro era alimentado com efluente bruto (denominado
Controle).

Os parametros de monitoramento do reator foram: pH, vazao, s6lidos suspensos totais,
fixos e volateis, demanda quimica de oxigénio, 6leos e graxas, acidos volateis totais,
alcalinidade total e producao e composicao de biogas (APHA, 2005), de acordo com a Tabela
4.27, sendo os resultados encontrados analisados estatisticamente utilizando-se o software
Statistica 5.0, através do teste ¢-Student, com 95% de confianga (nivel de significancia de 5%,

a=10,05).

Tabela 4.27: Variaveis analisadas com seus respectivos locais e periodicidade

Parametro Periodicidade Local
Temperatura Diéria Sala/Reatores

Vazio Diaria Saida dos reatores
Produgdo de biogas Diaria Saida de gas dos reatores
pH Diaria Entrada e saida dos reatores
DQO total 3 vezes por semana Entrada e saida dos reatores
DQO soluvel 3 vezes por semana Entrada e saida dos reatores
Oleos & Graxas semanal Entrada e saida dos reatores
Acidos Volateis Totais semanal Saida dos reatores
Alcalinidade Total semanal Saida dos reatores
Analise do percentual de metano quinzenal Biogas

Perfil de So6lidos Final dos regimes Reatores
Actmulo de gordura Final dos regimes Lodo anaerdbio
Avaliagdo da comunidade microbiana  Final dos regimes Lodo anaerébio

A saida de gas dos biorreatores era ligada a medidores de biogas da marca Ritter
(Milligascounter), que apresentavam painel digital com fator de calibragao programada e
precisao de 3%.

O lodo anaer6bio utilizado como indculo nos bioreatores UASB foi coletado de um

reator UASB em escala industrial, operando na mesma estacdo de tratamento em que era
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coletado o efluente. Em ambos os reatores foram adicionados 360 mL do lodo contendo
14,7g/L de solidos suspensos volateis.

Os reatores operaram durante 187 dias, sendo este periodo dividido em trés etapas:
adaptagdo, 1° regime e 2° regime. No final de cada regime foram coletadas amostras de lodo
nos diferentes amostradores para a determinagdo de solidos volateis, percentual de O&G
aderidos ao lodo e avaliacdo da comunidade microbiana.

O reator alimentado com efluente bruto foi denominado Controle e o reator alimentado
com efluente pré-tratado com 0,5 % m/v de pool enzimatico produzido por P.
brevicompactum e 27 mg/L de biossurfatante produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1
(metade da CMC) foi denominado Teste. Os reatores operaram durante 187 dias, sendo os 44
primeiros dias destinados a adaptacao do lodo anaerdbio ao efluente de abate de aves, periodo
em que se verificou um aumento progressivo da eficiéncia de remog¢ao de DQO.Apds o
periodo de adaptacdo, os reatores foram submetidos a dois regimes de alimenta¢do. No
primeiro regime, que durou 68 dias, adotou-se um tempo de retencao hidraulica (TRH) de 20
h, resultando em uma carga organica volumétrica (COV) média de 6,3+0,6 kg DQO/m".d para
o reator Controle ¢ 6,0+1,0 kg DQO/m’.d para o reator Teste. No segundo regime, que durou
75 dias, o TRH foi reduzido para 12 h, obtendo-se uma COV de 10,8+1,2 kg DQO/m’.d no
reator Controle e de 11,1+1,3 kg DQO/m3 .d no reator Teste.

4.9.2 Resultados e discussio
A Tabela 4.28 apresenta um resumo dos resultados obtidos nos dois regimes de

operagao dos reatores UASB de bancada.

4.9.2.1. Carga Organica Volumétrica (COV)

A carga organica volumétrica (COV) empregada nos dois regimes de operacdo dos
reatores Controle e Teste ¢ apresentada nas Figuras 4.18 e 4.19. Os valores obtidos nos dois
reatores para cada regime ficaram proximos (Tabela 4.28), fato importante para se descartar

qualquer influéncia da carga organica inicial sobre a eficiéncia de operagdo dos reatores.
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Nota-se certa variagdo, em ambos os reatores, ao longo do tempo. Isto ¢ decorrente da

utilizacdo de efluente industrial, o qual apresenta variabilidade a cada coleta, dificil de ser

controlada.

Tabela 4.28: Resumo dos resultados obtidos durante a operacao dos reatores Controle e Teste.

Parimetros Controle Teste

1° regime 2° regime 1° regime 2° regime
COV (kg DQO/m’.d) 6,3+0,6"¢ 10,8+1,2°¢ 6,0+1,0"¢ 11,1+1,3%¢
pH entrada 6,6+0,2"¢ 6,7+0,4"¢ 6,5+0,3"¢ 6,7+0,4"¢
pH saida 7,6£0,4*¢ 7,4+0,4"¢ 7,6£0,3*¢ 7,4£0,3 °¢
AVT (mg HAc/L) 196+42"¢ 268+96"¢ 181+£25"¢ 222+79%¢
ALC (mg CaCOs/L) 914+68"¢ 983+243"¢ 998+160"C  976+247"C
AVT/ALC 0,21£0,03"¢  0,2840,08"°  0,18+0,02"°  0,23+0,1"¢
DQO total entrada (mg/L) 5231+520%C  5377+612°C  5000+829%C  5537+668"C
DQO total saida (mg/L) 546+206"¢ 1470£806"C  480+223"C  489+238""
Remogdo DQO total (%) 89,1+4,4"¢ 72,5+15,6°¢ 90,25 91,244
DQO solavel entrada (mg/L) 1415£147°C  1487£194%C  1612+200""  1580+209"°
DQO soltivel saida (mg/L) 190+55%¢ 269+87"¢ 166+61"¢ 154+514°
Remogdo DQO soluvel (%) 86,1+4,4"¢ 82,0+6,6"C 89,5+4"P 90,4+4""
0&G entrada (mg/L) 1243£191°C  1240£119%C  1229+185"C  1185+97"¢
0&G saida (mg/L) 164+37"¢ 626+337°° 49+314¢ 50+£32°¢
Remogdo O&G (%) 87434 48+29°¢ 96,0+3"" 95,8+3""
0&G escuma (mg/L) 16422095 10548+2773"¢ 15548 904+564""
Produc¢édo Biogascntp (mL/d) 436,3 709,5 598.5 662,2

143,9%
CH, (%) 78+4"¢ 70+£5"¢ 79+34P 802"
Produ¢do Metanocnrp (mL CH4/d) 340,3 496,7 472,8 529.8
100,7*
PEMcnrp (MLCH4/g DQOremov) 59,2 36,1 71,6 67,8
16,9

Teste t — a = 0,05, letras iguais significa semelhanca estatistica. Letras vermelhas, analise entre
regimes; letras azuis, analise entre os reatores. * apos 95 dias.
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Figura 4.18: Carga Organica Volumétrica afluente ao reator Controle no 1° (pré marcacao) e 2° (pds
marcacao) regimes.
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Figura 4.19: Carga Orgénica Volumétrica afluente ao reator Teste no 1° (pré marcagéo) e 2° (pos
marcagdo) regimes.

De acordo com Sant’Anna Jr (2010), a carga aplicada aos reatores UASB ¢ um
parametro-chave, sendo comum para efluentes industriais cargas organicas variando de 5 a 15
kg DQO/m’.d, dependendo de algumas caracteristicas inerentes ao processo como a
biodegradabilidade do efluente ¢ a temperatura de operagdo, por exemplo (GRANT et al.,
2002). Para efluentes contendo de 2000 a 6000 mg/L de DQO e fracao de sélidos insoluveis

de 30 a 60%, as cargas orginicas volumétricas ideais situam-se entre 4 ¢ 6 kg DQO/m’.d
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(LETTINGA e HULSHOFF, 1991 apud DEL NERY et al., 2007). Assim, as cargas organicas

utilizadas neste trabalho encontram-se dentro do limite operacional de reatores UASB.

4.9.2.2 pH, acidez volatil e alcalinidade

Nas Figuras 4.20 e 4.21 sdo apresentados os valores de pH de entrada (afluente) e de
saida (efluente) dos reatores Controle e Teste, respectivamente. Vale ressaltar que os valores
de pH afluente ndo eram ajustados, uma vez que eram préximos a neutralidade.

Os micro-organismos produtores de metano apresentam crescimento 6timo na faixa de
pH entre 6,6 e 7,4, embora se possa conseguir estabilidade na formac¢do de metano em uma
faixa mais ampla de pH, entre 6,0 e 8,0. Valores de pH abaixo de 6,0 e acima de 8,3 devem
ser evitados, uma vez que estes podem inibir por completo os micro-organismos formadores
de metano (CHERNICHARO, 2007). Os valores de pH observados neste estudo

permaneceram dentro da faixa recomendada (Tabela 4.28).
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Figura 4.20: Valores de pH na entrada e saida do reator Controle durante o 1° (pré-marcacdo) e 2° (pds-
marcagao) regimes.
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Figura 4.21: Valores de pH na entrada e saida do reator Teste durante o 1° (pré-marcagao) e 2° (pos-

marcacao) regimes.
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As Figuras 4.22 e 4.23 apresentam a variacao dos acidos volateis totais (AVT) e da

alcalinidade total (ALC) analisadas no efluente dos reatores Controle e Teste.

A alcalinidade de uma solugdo ¢ a medida de sua capacidade de neutralizar acidos,

resistir as mudancas de pH ou tamponar o sistema. Os principais ions responsaveis pela

alcalinidade em meios aquosos sob tratamento anaerdbio sao: HCOs, C032' e OH’, cujas

concentragdes sdo fun¢do do pH. Geralmente, o valor da alcalinidade ¢ expresso em mg

CaCOs/L (usado para padronizar acidos) (ANDERSON e YANG, 1992).
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Figura 4.22: Alcalinidade Total e Acidos Volateis Totais no efluente do reator Controle no 1° (pré-

marcagdo) e 2° (pds-marcago) regimes.
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Figura 4.23: Alcalinidade Total e Acidos Volateis Totais no efluente do reator Teste no 1° (pré-
marcacdo) e 2° (pds-marcagao) regimes.

Durante o 1° regime, percebe-se um comportamento semelhante para a alcalinidade total
em ambos os reatores, que se mantém pouco varidvel. Ja no 2° regime, embora as médias
observadas permanecam estatisticamente iguais (Tabela 4.28), a alcalinidade total nos dois
reatores apresenta tendéncia de queda, provavelmente relacionada a um maior acimulo de
acidos nos reatores.

Os acidos volateis totais, presentes no efluente dos reatores, como os acidos acético,
propidnico e butirico, derivados da decomposi¢do dos compostos organicos durante a
digestdo, apresentaram-se praticamente constantes, tanto para o reator Controle como para o
Teste, no primeiro regime. No segundo regime, nota-se discretas variagdes nos valores
encontrados para os AVT, em ambos os reatores. No entanto, estas variagdes ainda permitem
que as médias permanegam estatisticamente iguais entre os reatores (Tabela 4.28).

A interacdo da alcalinidade com os acidos volateis durante a digestdo anaerobia
fundamenta-se na capacidade da alcalinidade do sistema em neutralizar os acidos formados no
processo € também em tamponar o pH, na eventualidade de um acimulo de &cidos volateis
(CHERNICHARO, 2007). Nas Figuras 4.24 ¢ 4.25 ¢ apresentada a variagdo da relacdo entre
acidos volateis e alcalinidade (AVT/ALC) para o efluente dos reatores Controle e Teste,
respectivamente.

Tanto no primeiro como no segundo regime, a relagio AVT/ALC se mantém baixa,
para ambos os reatores Controle e Teste, e dentro dos limites recomendados na literatura para

a realizacdo satisfatoria da digestdo anaerobia, entre 0,1 e 0,5 mg HAc/mg CaCO;
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(CHERNICHARO, 1997). Os valores obtidos apresentaram semelhanga na analise estatistica

entre reatores e regimes (Tabela 4.28).
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Figura 4.24: Valores da relagdo Acidos Volateis Totais ¢ Alcalinidade para o reator Controle no 1°
(pré-marcacgao) e 2° (pés-marcagio) regimes.
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Figura 4.25: Valores da relagdo Acidos Volateis Totais e Alcalinidade para o reator Teste no 1° (pré-
marcacao) e 2° (pds-marcagdo) regimes
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4.9.2.3 Demanda quimica de oxigénio

A matéria organica presente nos efluentes pode se apresentar solivel, na maioria das
vezes rapidamente biodegradéavel, e em suspensao, de biodegradacao mais lenta. O somatorio
destas fragdes corresponde a matéria organica total, que pode ser quantificada como demanda
quimica de oxigénio. Os valores de DQO total na entrada e saida dos reatores Controle e

Teste sdo apresentados na Tabela 4.28 e Figuras 4.26 ¢ 4.27.
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Figura 4.26: Variagao da DQO total de entrada e saida do reator Controle no 1° (pré-marcacao) e 2° (pds-
marcagdo) regimes.
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Figura 4.27: Variagdo da DQO total de entrada e saida do reator Teste no 1° (pré-marcagdo) e 2°
(pos-marcacao) regimes.
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Nas Figuras 4.26 ¢ 4.27 nota-se que houve variagdes na DQO total afluente para os dois
reatores, reflexo da variabilidade do efluente industrial, como ja citado anteriormente. Vale
ressaltar que os valores da DQO afluente foram préximos nos dois reatores (5304103 mg/L
— média dos dois regimes para o reator Controle e 5269+380 mg/L — média dos dois regimes
para o reator Teste), podendo-se descartar a influéncia de diferentes valores de carga inicial
sobre o comportamento dos sistemas de tratamento.

O reator Controle apresentou DQO total efluente média 2,7 vezes maior no 2° regime de
operagdo, enquanto o reator Teste manteve valores estatisticamente iguais no 1° e 2° regimes
(Tabela 4.28). Nas Figuras 4.26 ¢ 4.27 pode ser visualizada a variabilidade da DQO total
efluente do reator Controle, sobretudo no 2° regime, quando a carga organica volumétrica foi
aumentada. Neste regime, cinco entupimentos da tubulagdo de saida do efluente ocorreram
devido ao acumulo de s6lidos no topo do reator, provavelmente relacionados a adsor¢ao fisica
de gorduras a superficie do lodo, seguida de flotacdo das particulas para a superficie. Varios
autores citam como desvantagem do tratamento de efluentes com alto teor de gordura em
reatores UASB a flotagdo e consequente washout do lodo, antes mesmo da ocorréncia de
inibi¢do por parte dos micro-organismos anaerobios (PEREIRA et al., 2004).

Hwu et al. (1998), ao estudar alguns pardmetros que influenciavam o desempenho de
um reator anaerébio de leito granular expandido (EGSB) na digestao de AGCL, verificou que
ao se adotar um tempo de retencdo hidraulica de 6 h, o reator entrou em colapso devido a
flotagdo de granulos de lodo misturados a material esbranquicado semelhante a gordura, antes
de apresentar sinais de toxicidade (queda na produgdo de metano).

A variacao da DQO soluvel afluente e efluente nos reatores Controle e Teste pode ser
visualizada nas Figuras 4.28 ¢ 4.29.

Ao se comparar os resultados de DQO soluvel afluente dos reatores, nota-se que os
valores encontrados para o reator Teste sdo 12% e 6% maiores no 1° e 2° regimes,
respectivamente. Isto pode ser explicado pela aplicagdo de biossurfatante e pool enzimatico
no pré-tratamento do efluente de abate de aves. Em relagdo a DQO soluvel efluente, os
valores obtidos em ambos os reatores sdo bem préoximos, embora o reator Controle apresente

um aumento de 29% no 2° regime (Tabela 4.28).
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Figura 4.28: Variag¢ao da DQO soluvel de entrada e saida do reator Controle no 1° (pré-marcagdo) e 2°
(p6s-marcagdo) regimes.
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Figura 4.29: Variagdo da DQO soluvel de entrada e saida do reator Teste no 1° (pré-marcagao) e 2° (pos-
marcacdo) regimes.

As eficiéncias de remogao de DQO total e soltvel para os reatores Controle e Teste sdo
apresentadas nas Figuras 4.30 e 4.31.

As eficiéncias médias de remog¢ao de DQO total e solivel indicam que o reator Teste
manteve-se estdvel, mesmo com o aumento da carga organica do 1° para o 2° regime,
apresentando valores estatisticamente iguais para a remog¢ao de DQO total e solivel nos dois
regimes (Tabela 4.28). Ja o reator Controle apresentou pequena reducdo da DQO soluvel e

uma queda de 19% na remog¢do de DQO total de um regime para o outro (Tabela 4.28),
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podendo-se atribuir esta queda de eficiéncia ao material particulado presente no efluente sem

pré-tratamento, principalmente gordura insoluvel.
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Figura 4.30: Eficiéncia de remog¢do de DQO total e soluvel para o reator Controle no 1° (pré-marcacgio) e
2° (pbs-marcagdo) regimes.
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Figura 4.31: Eficiéncia de remogdo de DQO total e solivel para o reator Teste no 1° (pré-marcacdo) e 2°
(pos-marcacdo) regimes.

4.9.2.4 Oleos e graxas

As concentragoes de O&G na entrada e saida dos reatores Controle ¢ Teste sdo

apresentadas nas Figuras 4.32 e 4.33. Ao se aumentar a carga organica volumétrica,
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diminuindo o tempo de retencdo hidraulica, o reator Controle reduziu sua eficiéncia de
remocao de O&G em 45% (de 87% no 1° regime para 48% no segundo regime), fato que
pode estar relacionado ao aumento da DQO total de saida apresentado pelo reator Controle.
Para o reator Teste, ao contrario, as concentracdes efluentes de O&G foram estatisticamente

iguais no 1° e 2° regimes, mantendo eficiéncias de remog¢ao proximas a 96%.
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Figura 4.32: Concentragio de Oleos & Graxas (O&G) na entrada e saida do reator Controle no 1° (pré-
marcacdo) e 2° (pés-marcagdo) regimes.
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Figura 4.33: Concentragio de Oleos & Graxas (O&G) na entrada e saida do reator Teste no 1° (pré-
marcacdo) e 2° (pés-marcagao) regimes.



136

Vale ressaltar que as concentracdes de O&G no afluente dos reatores foram
estatisticamente semelhantes, a fim de se evitar qualquer relacdo destas com as eficiéncias de
remocao obtidas (Tabela 4.28).

Durante o periodo estudado, foram verificadas cinco obstrucdes na tubulacao de saida
de efluente, no topo do reator Controle. Estas obstru¢des foram provocadas pelo acimulo de
material flotado (escuma) no separador trifasico do reator. A cada obstrucdo, a tampa superior
do reator era removida para retirada da escuma. Apesar do reator Teste ndo ter apresentado
obstrugdes desta natureza, pois a presenga de material so6lido na sua superficie era bem menos
frequente, o mesmo procedimento de limpeza foi promovido também neste reator. O material
retirado foi analisado em termos de O&G e s6lidos totais, sendo a concentragdo de O&G ¢ o
percentual de O&G na massa seca de residuo retirado em cada procedimento de limpeza

visualizados na Tabela 4.28 e Figura 4.34.

45 44— = Controle
40 4—{ ™ Teste

01/08 18/09 11/10 19/10 26/10

Limpezas

Figura 4.34: Acumulo de O&G (%, base seca) na escuma dos reatores Controle e Teste.

Nota-se que, com exce¢do da primeira limpeza, o acumulo de material gorduroso no
reator Controle foi, no minimo, 4,6 vezes maior que no reator Teste. Outros autores citam a
flotacdo do lodo como um dos problemas operacionais mais frequentes no tratamento de

efluentes com alto teor de gordura (JEGANATHAN, NAKHLA e BASSI, 2006; MIRANDA,
HENRIQUE E MONTEGGIA, 2005; RINZEMA, ALPHENAAR e LETTINGA, 1993).
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4.9.2.5 Produgao de biogas

No 1° regime a produgao média de biogas foi de 436,3 mL/dia (CNTP). No 2° regime, a
producdo aumentou para 709,5 mL/dia (CNTP) até o 95° dia de operacdo e, apos este dia,
reduziu para 143,9 mL/dia (CNTP) (Tabela 4.28).

Apesar de o reator Controle apresentar maior producao de metano no segundo regime,
em fun¢do da maior carga organica aplicada, ocorreu um declinio na produgdo de biogés a
partir do 95° dia, conforme pode ser visualizado na Figura 4.35, que ilustra a producao
acumulada de biogés no decorrer da operagdo. Este declinio acentuado da producdo de biogas
pode ser associado a um acumulo acentuado de escuma na superficie do reator, o que
dificultou a liberacao do biogas produzido; e ao acumulo de gordura na biomassa, reduzindo

as taxas de transferencia de massa (matéria organica — lodo anaerobio — biogas).
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Figura 4.35: Actimulo de biogas produzido no reator Controle ao longo das horas de operacdo (Volume de
biogas corrigido para CTNP).

A composi¢ao do biogés produzido durante a digestdo anaerdbia pode variar de acordo
com as condi¢cdes ambientais presentes no reator. Esta composi¢ao pode mudar rapida e
drasticamente durante o periodo inicial de partida do sistema ou quando o processo de
digestio é inibido (VALLADAO, 2009). O biogas produzido no tratamento de esgotos
domésticos apresenta teores de metano variando de 70 a 80% (CHERNICHARO, 2007). No
entanto, no tratamento de efluentes industriais a relacdo metano/diéxido de carbono ¢ alterada

de acordo com a composicio do efluente a ser degradado (VALLADAO, 2009).
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A producao acumulada de biogas no decorrer da operacao do reator Teste pode ser

visualizada na Figura 4.36. Pode-se verificar uma producao de biogas praticamente constante,

de 598,5 e 662,2 mL/dia no 1° e 2° regimes, respectivamente, comprovando a estabilidade de

producdo de biogés frente a diferentes cargas orgénicas aplicadas.
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Figura 4.36: Acumulo de biogas produzido no reator Teste ao longo das horas de operagdo (Volume de

biogas corrigido para CTNP)

A produgdo especifica de metano (PEM) média foi calculada para cada regime nos dois

reatores através de graficos de taxa de producao de biogas acumulado versus DQO removida

acumulada, como apresentado nas Figuras 4.37 e 4.38. Considerando os percentuais médios

de metano no biogas, podem-se calcular os valores médios obtidos apresentados na Tabela

4.28. Tanto o reator Controle como o Teste apresentaram valores muito aquém dos limites

tedricos relatados (350 mL CH4/g DQO nas CNTP) (CHERNICHARO, 2007). Porém, mesmo

discretos, os valores obtidos no reator Teste sdo maiores que os obtidos no reator Controle no

1° e 2° regimes.
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Figura 4.37: Relacdo entre volume de biogas acumulado (CNTP) versus DQO total removida acumulada para o
reator Controle.
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Figura 4.38: Relacdo entre volume de biogas acumulado (CNTP) versus DQO total removida acumulada para o
reator Teste.

Comparando os valores obtidos nos testes de biodegradabilidade anaerébia da quinta
batelada, com os obtidos no reator UASB, observa-se menores valores para a PEM. Uma
hipotese seria que nos testes em batelada, a matéria organica de inicio adsorvida ¢é, ao longo
dos 13 dias da batelada, de fato metabolizada e convertida em metano, enquanto que no TRH
dos reatores UASB (12 a 20 h) a DQO removida por adsor¢ao ndo tem tempo suficiente para
a completa metabolizagdo, resultando em altos valores de DQO removida e baixa producao de
metano, levando a uma PEM mais baixa. Outra explicacdo possivel seria, apesar de todo o

cuidado, uma perda consideravel de biogas na saida de efluente dos reatores UASB.
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4.9.2.6 Solidos suspensos volateis

Ao término de cada regime a biomassa dos reatores foi avaliada, sendo quantificada
como solidos suspensos volateis (SSV), conforme ilustrado na Tabela 4.29, segundo

procedimento descrito em 3.2.7.

Tabela 4.29: Solidos Suspensos Volateis dos reatores Controle e Teste apos cada regime estudado

Regime Volume Lodo (m’) Sélidos Suspensos Volateis (kg/m’)
no reator Amostra Cr (conc. nos reatores)
Indculo - 360 x 10° 44.0 14,7
Controle 1° 765 x 10° 28,5 20,2
2° 227x 10° 15,0 3,2
Teste 1° 765 x 10° 33,5 23,7
20 765x 10° 30,2 21,4

A concentracdo de lodo inicial, dentro dos reatores, foi de 14,7 g SSV/L. Notou-se que
no 1° regime, os reatores tiveram um aumento da concentra¢do de biomassa, sendo de 37,4%
para o Controle e 61,2 % para o Teste. De acordo com a literatura, os reatores UASB devem
apresentar uma concentracdo de sélidos apos a inoculagdo na faixa de 20-40 g SSV/L
(STRONACH, RUDD e LESTER, 1986, apud VALLADAO, 2009). O teor de solidos apos a
inoculag@o dos reatores ficou abaixo do valor recomendado na literatura; entretanto, ambos,
apos o 1° regime, alcancaram valor compativel com a literatura. No 2° regime, tanto o reator
Controle como o Teste, apresentaram uma queda na concentra¢do de biomassa. Esta queda foi
expressiva no reator Controle, devido a flotacdo do lodo e consequente perda de biomassa
junto ao efluente e formagdo de escuma, comprovado pela auséncia de lodo no amostrador
A3, resultando num menor volume da se¢do ocupada pela biomassa. J4 para o reator Teste
esta perda de biomassa do 1° para o 2° regime foi pequena, permanecendo dentro da faixa de

concentragdo ideal recomendada na literatura.

4.9.2.7 Oleos e graxas na biomassa

A quantidade de O&G no lodo anaerdbio também foi avaliada apds cada regime de

operagao, conforme pode ser visualizado na Figura 4.39.
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Figura 4.39: Actimulo de O&G (% em base seca) no lodo anaerébio dos reatores Controle e Teste, no 1°
e 2° regimes.
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Como pode ser visto, houve aumento de material gorduroso aderido aos granulos de
lodo anaerdbio nos dois reatores. No entanto, no reator alimentado com efluente pré-tratado
este acumulo foi bem menor, ficando em 4,4% no primeiro regime e 7,8% no segundo regime.
Ja para o reator Controle a porcentagem média de O&G acumulada no lodo foi de 18,2 % e
47,2 % no 1° e 2° regimes, respectivamente.

Valladao (2009) estudou o comportamento de reatores UASB no tratamento de efluente
de abate de aves e observou nas regides em que a biomassa ¢ mais concentrada (manta e leito
de lodo) uma concentragdo média de gordura acumulada em relagdo a concentragdo de
biomassa (SVS) de 105,1£24,7 mg/g no 1° regime estudado, aumentando para 456,8 +18,4
mg/g no 2° regime para o reator Controle, configurando um aumento de mais de 4 vezes. Ja
no reator que recebeu o efluente com pré-tratamento enzimatico este valor no 1° regime foi de
58,8 £4,9 mg/g e aumentou para 138,5 +40,7 mg/g no 2° regime, configurando um aumento
de pouco mais de 2 vezes, resultados similares aos encontrados neste trabalho.

Os resultados obtidos neste trabalho relatam a importancia e a viabilidade técnica do
uso de pool enzimatico e biossurfatante no pré-tratamento de efluente de abate de aves com
elevado teor de gordura. O reator Teste mostrou-se mais estdvel, mesmo com o aumento da

carga organica volumétrica. As diferencas entre os reatores sdo nitidas, em termos de volume
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de metano produzido, bem como de acumulo de material gorduroso, tanto aderido ao lodo

anaerobio, bem como na escuma formada no topo do reator.

4.9.2.8 Analise da diversidade microbiana

A diversidade microbiana foi monitorada por técnicas de biologia molecular (PCR-
DGGE) de amostras de lodo dos biorreatores nos regimes estudados. Os dois biorreatores
receberam indculos de lodo anaerdébio de mesma origem, possuindo, portanto, a mesma
composi¢ao microbiana no inicio da operagao.

A Figura 4.40 apresenta o gel do DGGE para o Dominio Bacteria nos biorreatores em
cada regime estudado. O gel de DGGE para o Dominio Bacteria mostrou que a diversidade
bacteriana do lodo anaerdbio dos biorreatores, ao longo de sua operagdo, foi pouco
modificada, pois uma similaridade de 88% foi obtida entre o indculo e as demais amostras. A
maioria das bandas aparecem em todas as amostras, o que pode ser um indicativo da presenca
de espécies bem adaptadas, que se mantiveram mesmo com a mudanga dos regimes. Pode-se
observar também o surgimento de algumas bandas especificas para cada amostra, tanto no
reator Controle com no Teste, assim como o desaparecimento de algumas que eram
visualizadas apenas no inoculo (Figura 4.40), as quais representavam possiveis espécies

suceptiveis aos constituintes do efluente e ao acimulo de gordura e/ou AGCL.
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Figura 4.40: Gel de DGGE de amostras de lodo dos biorreatores UASB nos dois regimes estudados, bem como
do indculo, com concentragdes de agentes desnaturantes variando de 40 a 70%, utilizando primers para o
Dominio Bacteria.

Sousa et al. (2007) estudaram a diversidade microbiana presente no lodo anaerdbio de
dois reatores de leito expandido (EGSB), operando de forma continua, sendo um alimentado
com acido palmitico e o outro com 4cido oleico. Os biorreatores foram inoculados com lodo
anaerobio proveniente de um digestor de lodo, o qual foi adaptado com alimentacdo em
batelada de leite desnatado (50%) contendo os 4acidos graxos de cadeia longa (AGCL):
palmitico, miristico, estearico e oleico. A diversidade microbiana foi monitorada através de
eletroforese em gel (DGGE), obtida pela amplificacdo dos fragmentos de genes de rRNA 168,
utilizando a técnica do PCR. Ao analisar as bandas visualizadas nos géis, os autores

observaram mudangas na diversidade microbiana durante a degradagdo e acumulo de AGCL,
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sendo estas mudangas mais expressivas na fase de adaptacao do lodo (indculo) em batelada.
Ao analisar os dendogramas dos lodos dos reatores EGSB, verificou-se a presenga de bandas
distintas entre os géis, fato que os autores relacionam a diferenga da alimentacdo, ja que os

biorreatores recebiam diferentes substratos.

4.10 ANALISE ECONOMICA

A digestao anaerdbia tem sido extensivamente aplicada com sucesso no tratamento de
efluentes industriais na ultimas décadas. A busca por energias alternativas fez com que estes
processos ocupassem ainda mais importancia, uma vez que combina a remogao de poluentes
organicos com a geragdo de energia (biogés). O rendimento energético do processo depende
da matéria organica presente na agua residudria e pode ser especialmente elevado ao se tratar
de lipideos e acidos graxos de cadeia longa (AGCL). AGCL sao frequentemente encontrados
em efluentes industriais, como sendo o principal produto da hidrolise (SOUSA et al., 2007).
Porém, sua remocdo a partir de pré-tratamento por processos fisico-quimicos, antes do
tratamento anaerdbio ¢ uma pratica comum, que se reflete na perda de seu potencial
energético elevado com consequente déficit nos lucros. Portanto, a analise de viabilidade
econdmica deve ser capaz de responder se o pré-tratamento com a utilizagdo de pool
enzimatico e biossurfatante ¢ uma alternativa interessante para a industria de abate de aves
frente as tecnologias usuais de tratamento de efluente.

O software SuperPro Designer, versao 8.0 licenca completa, foi utilizado para as
construgdes dos fluxogramas, balangos de massa e energia dos processos biotecnologicos de
pré-tratamento de efluentes da industria de abate de aves, obtendo como produto final o
efluente pré-tratado. Os dados do processo (vazao de efluente, bem como sua caracterizagio)
foram inseridos no software para simulagdo dos projetos de pré-tratamento de efluentes e
dimensionamento dos equipamentos necessarios.

Para a simulag@o o estudo foi dividido em dois cenérios. O primeiro relacionado ao pré-
tratamento usual de efluentes de abatedouros de aves, semelhante ao adotado pela industria
que cedia o efluente utilizado neste trabalho, o qual pode ser visualizado na Figura 4.41.

A etapa de pré-tratamento usual foi dividida em quatro operagdes. Como a vazdo do
efluente sofre alteragdes didrias, existe a necessidade da instalagdo de um tanque de

equalizagdo, provido de agitagdo para evitar o acimulo de s6lidos no fundo do tanque. A
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corrente de saida do equalizador ¢ misturada com solugdes de coagulante (cloreto férrico) e
floculante anionico, que segue para o flotador de ar dissolvido (FAD), onde ocorre a etapa de
flotacdo quimicamente auxiliada, na qual o material insoltivel (gordura, sélidos, entre outros)
¢ separado do efluente através de processo fisico (diferenca de densidade). O “lodo” do
flotador (gordura, coagulante, sélidos finos) ¢ direcionado para o equipamento tri-decanter,
onde grande parte de sua umidade ¢ retirada. O material desidratado ¢ entdo separado,
ensacado em sacos plasticos de 20 litros e destinado ao aterro sanitario. As correntes de
efluente, resultantes do flotador e do tri-decanter, sdo misturadas em um tanque de mistura,

onde sdo armazenadas e destinadas ao tratamento secundario.



146

ogdefinunuan walfiesoea
W J IS
M f ajueaag L : e auanyl
e M JDHOS ONDISad M
r%
WEap ajusanya
5
G
epuun eumpod
MOpEYN S anya
TSI )
. Semenbg y anbue )
MUALIDS e
AD 7 M npenby emes figpecice)
Jnpuoh a0 opeiedes _ +
Twd / iopeiogd JOPEND| - 1 Ny ssaduod ted
14 f I0sEatuo
et L #

IIMEOUNE by

SpuEn I o
LA

E
apenlieos

usual.

Figura 4.41: Fluxograma para o pré-tratamento de efluente de abate de aves utilizando-se a tecnologia
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Em outro cenario foi montada a planta necessaria para execu¢dao da tecnologia
alternativa proposta (adi¢do de pool enzimatico e biossurfatante), na condicdo Otima

encontrada, de acordo com a Figura 4.42.
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Figura 4.42: Fluxograma para o pré-tratamento de efluente de abate de aves utilizando tecnologia
alternativa.

Serdo necessarios trés tanques de equalizacdo, de mesmo volume, operando sob regime
de batelada. Cada batelada terd a duracdo total de 12 horas, sendo as quatro primeiras
destinadas ao enchimento do tanque com o efluente industrial, pool enzimatico e
biossurfatante. Apos este periodo, a agitacdo serd ligada, permanecendo em batelada durante
quatro horas, tempo ideal para que ocorra a pré-hidrolise devido a a¢do das enzimas e do
biossurfatante. Ap6s 4 horas, o tanque sera desocupado, também durante quatro horas, sendo
todo o processo repetido duas vezes ao dia, ou seja, os tanques serdo operados 24 horas por
dia, sincronizados de modo que em cada equalizador ocorra uma etapa distinta dos demais,
possibilitando assim a operagdo continua da estagdo de tratamento.

Foram considerados 312 dias trabalhados ao ano, com a estagdo de tratamento operando

24 horas por dia, e vazdo média diaria de 750 m> de efluente ou 31,25 litros por hora.
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Por se tratar de um estudo comparativo entre os dois cenarios, fatores como custo de
partida das plantas, bem como capital de giro ndo foram estudados.
O custo total do pré-tratamento, em ambos os cenarios, foi calculado pela soma do custo

de implantacdo (investimentos fixos) e da concretizacdo das operagdes (custos operacionais).

4.10.1 Custo de implantacio

O custo de implantagdo foi composto pelo custo de aquisi¢do e instalacdo dos
equipamentos, bem como pelo custo de tubulagdes, isolamentos, edificagdes e instalagdes
auxiliares. O preco da maioria dos equipamentos foi conseguido através de orcamentos de
empresas especializadas. Apenas o custo do equipamento “tanque de equalizagdo” foi
calculado através das normas da ABNT (NBR 6118 e NBR 7229) e procedimentos descritos
em Peters, Timmerhaus ¢ West (2003), utilizando concreto armado como material de
construcdo. O custo com instalagdes, tubulacdes, isolamentos, edificacdes e instalacdes
auxiliares foram simulados pelo software tendo com referéncia o preco e as caracteristicas dos
equipamentos, os quais variam de acordo com o0s cenarios.

Conforme observado nos croquis (Figuras 4.41 e 4.42), as plantas de tratamento
possuem operacdes diferenciadas, refletindo em equipamentos diferentes. Para o caso do
cenario usual, que simula o pré-tratamento mais adotado para efluentes com alto teor de
gordura, conforme ¢ o caso da industria de abate de aves que cedeu o efluente para este
estudo, € necessaria a instalagdo de quatro equipamentos: tanque de equalizagdo, flotador de
ar dissolvido, centrifuga tri-decanter e tanque de mistura. J4 para o cendrio alternativo, sera
necessaria a instalagdo de trés tanques de equalizagdo operando em regime de batelada. O
custo de implantacdo varia de acordo com o volume de efluente produzido, uma vez que o
tamanho e a capacidade dos equipamentos dependem do volume a ser tratado. Para a
simulagdo das duas plantas foi adotada uma vazdo média de 750 m*/dia ou 31.250 L/h.

Na Tabela 4.30 estdo descritos os equipamentos e seus respectivos custos de aquisi¢ao
(em janeiro de 2013), para a implantacdo das plantas de pré-tratamento usual e alternativa.
Observa-se que o custo total para aquisi¢do dos equipamentos necessarios para implantagao
da planta na qual se utiliza a tecnologia usual ¢ trés vezes maior que o da planta alternativa. O
custo unitdrio para o tanque de equalizag@o difere entre as plantas em fun¢do do modo de

operagdo. Para a planta usual, este equipamento opera de modo continuo, ja para a planta
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alternativa, os equalizadores operariam em batelada, resultando em aumento de seu volume de

trabalho e do prego unitario.

Tabela 4.30: Quantidade e custo dos equipamentos necessarios para implanta¢do das plantas de tecnologia usual
e alternativa para o pré-tratamento de efluente de abate de aves

Quantidade Volume/Capacidade  Material Prego Unitario (R$)
Tecnologia Usual

Tanque de equalizagao 01 30 m’ Concreto 12.685,00

Flotador de ar dissolvido 01 30-35m’/h Fibra de vidro  149.000,00
Centrifuga Tri-decanter 01 10— 15 m*h Aco inox 175.000,00

Tanque de mistura 01 30 m’ Fibra de vidro ~ 7500,00

Total 344.185,00

Tecnologia Alternativa
Tanque de equalizacao 03 158 m’ Concreto 36.868,00
Total 110.604,00

Ao se analisar os dados da Tabela 4.30, fica evidenciado que praticamente todo o custo
de aquisi¢cdo de equipamentos esta relacionado a retirada do material insolivel presente neste
tipo de efluente, sobretudo sob a forma de gorduras.

O material gorduroso pode ocasionar problemas operacionais nos sistemas de
tratamento bioldgico se ndo removido ou pré-tratado adequadamente, conforme relatado no
decorrer deste trabalho. Porém, empregando-se uma tecnologia apropriada para solubilizagdo
e hidrdlise, os lipideos podem ser efetivamente convertidos em metano pela comunidade
microbiana (ALVES et al., 2009), tornando-se um biocombustivel de notavel valor
econdmico, que ¢ em grande parte desperdi¢ado pela retirada de gordura nos métodos usuais
de pré-tratamento.

Todo o capital requerido para instalagdo dos equipamentos, como tubulagdes,
pavimentagdo, instrumentacdo, edificacdes, instalacdes auxiliares, entre outros, ¢ calculado
pelo software tendo como referéncia as especificagdes dos equipamentos. O custo fixo
(somatdrio do custo de aquisi¢do e instalacao dos equipamentos) estimado para a planta usual
foi de R$ 2.670.000,00 e para a planta alternativa foi de R$ 1.326.000,00, uma economia de

aproximadamente 50%, ao se optar pela tecnologia alternativa.
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4.10.2 Custos operacionais

Os custos operacionais referem-se aos gastos proporcionais a produgdo e englobam
custos com reagentes, utilidades, disposi¢do de residuos e manuten¢do das plantas, que variam
de acordo com o volume de efluente tratado, sendo, portanto, considerados como custos
variaveis.

Para os calculos do consumo de insumos para a planta usual foram consideradas as
propor¢des relatadas na literatura (MAGNAN, 2010). Para a planta alternativa foram
consideradas as proporgdes dos experimentos de escala de bancada que refletiram em maiores
rendimentos de metano ¢ menor acumulo de gordura na biomassa anaerdbia.

O volume consumido de utilidades foi simulado pelo software de acordo com as
especificagdoes dos equipamentos ¢ com o volume de efluente tratado. Os pregos utilizados
foram obtidos no trabalho de Encarnagdo (2008), corrigidos pelo IGP-M (indice Geral de
Precos de Mercado) divulgado pela Fundacao Getalio Vargas para janeiro de 2013. O indice
de corre¢ao foi de 1,3659616. As utilidades necessarias para a planta usual foram energia
elétrica e vapor de 15 kgf/cm’, e para a planta alternativa somente energia elétrica. O valor
adotado por kWh foi de R$ 0,34 (preco médio nacional para o ano de 2012) e para o vapor foi
de RS 119,54 por tonelada (ENCARNACAO, 2008).

O preco dos reagentes foi estipulado de acordo com os pregos de mercado, obtidos por
orcamentos e/ou pesquisa bibliografica. O pre¢o adotado para o coagulante quimico cloreto
férrico foi de R$ 0,82 por quilo, com densidade de 1,42 kg/L e para o floculante anidnico A-
130 foi de R$ 8,73 por quilo, valores do trabalho de Magnan (2010) atualizados pelo IGP-M.

O biossurfatante escolhido foi o JBR 215 fornecido pela JENEIL, contendo 15% de
ramnolipideo, custando (corrigido em reais) R$ 108,00 por litro (SANTOS, 2004). O prego do
pool enzimatico rico em lipase adotado foi obtido no trabalho de Castilho et al. (2000),
corrigido para o ano de 2013, ficando igual a R$ 83,10 o litro.

O custo com a disposicao de residuo, classificado como residuo classe II — A, foi
calculado de acordo com o peso destinado ao aterro sanitdrio, com umidade variando de 40%
a 70%. O preco por tonelada de residuo (R$ 150,00) foi adotado de acordo com estimativa
fornecida pela empresa de tecnologia e planejamento ambiental responsavel pela destinagdo
final dos residuos solidos da industria de abate de aves (HAZTEC, 2013).

O custo com o pagamento de pessoal, o qual ndo varia com o volume de efluente

tratado, sdo considerados custos fixos. As despesas com pessoal sdo representadas pelos
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salarios e encargos das equipes de trabalho. Os cargos requeridos para a operagdo continua da
planta de tratamento foram considerados divididos em 4 turnos de 8h diarias, com uma folga
por grupo por dia. O custo anual considera 13°salario e encargos adicionais de 106% do
salario (ENCARNACAO, 2008). Para o calculo do custo por hora referente ao pagamento de
pessoal foi utilizada a Equacdo 4.1, adotando salario basico mensal de R$ 678,00 (salario

minimo nacional em janeiro de 2013).

CP,=[SBx 13 x e]/Ny 4.1
Onde:
CPy, = custo com salarios e encargos dos operadores por hora (R$/h)
SB = salario basico mensal de cada operario (R$/més)
13 =12 meses do ano mais o 13°salario (més/ano)
e = percentual relativo aos encargos trabalhistas

Ni = numero de horas trabalhadas por ano.

Vale ressaltar que, por ndo atribuir preco para o produto final, ndo foi possivel
quantificar a receita (lucro menos despesas) e o tempo de retorno para as simulagdes
sugeridas.

O custo operacional para as plantas de pré-tratamento varia em funcao do volume de
efluente gerado. Para a andlise de custo foi considerada a vazdo média diaria de efluente
produzido na industria de abate de aves que cedia o material (750 m*/d). Na Tabela 4.31 estio

apresentados os custos operacionais para os dois cendrios: usual e alternativo.

Tabela 4.31: Custos operacionais anuais (em reais) para operagdo das plantas de pré-tratamento usual e

alternativa
Item Usual Alternativa
Matéria-prima 71.000,00 6.057.000,00
Maio de obra 117.000,00 39.000,00
Investimentos e relacionados 507.000,00 263.000,00
Analises fisico-quimicas 18.000,00 6.000,00
Tratamento/disposi¢ao de residuos 543.000,00 -
Utilidades 587.000,00 1.000,00

Total 1.841.000,00 6.366.000,00
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Observando as varias categorias, os custos relacionados a disposi¢ao de residuo so6lido
(lodo do flotador desidratado), utilidades (vapor e energia elétrica) e investimentos e
relacionados (depreciacdo dos equipamentos € manutencdo) para a tecnologia atual, sdo os
componentes que mais encarecem o pré-tratamento deste tipo de efluente. Vale ressaltar que o
custo com a disposicdo dos residuos, aqui apresentado, refere-se somente ao custo de
disposi¢cdo em aterro sanitario. Este custo estaria subestimado, uma vez que nao contabiliza o
custo com translado do ponto de geragdo (industria) ao destino final (aterro sanitario). Outro
aspecto a ser considerado ¢ que o residuo sélido ¢ praticamente composto por material
gorduroso, separado do efluente por processo fisico-quimico, o qual poderia ser convertido
em metano, uma fonte de bioenergia.

Ja para o tratamento alternativo, o custo com disposi¢ao de residuo sélido ¢ nulo, uma
vez que o material gorduroso ¢ solubilizado pela adi¢cdo do biossurfatante, podendo assim, ser
hidrolisado pela a¢do do pool enzimatico rico em lipases. Isto reflete, neste caso, em um
maior custo de aquisicdo de matéria prima, sendo esta responsavel por 95,2% do custo
operacional desta planta. Este custo pode ser reduzido com a obtencdo de enzimas e
biossurfatante produzidos a partir de rejeitos industriais, lembrando que, para efeito de
simulagdo, os precos utilizados neste estudo sdo de enzima e biossurfatante comerciais,
conhecidos por serem bioprodutos de elevado valor. A utilizacdao desta tecnologia alternativa
ainda possibilitaria um aumento na producao de biogds e em maior tempo de manutengao do
sistema de tratamento secundario, unidade que recebe o efluente pré-tratado, uma vez que
todo o material gorduroso seria pré-hidrolizado, o que facilitaria a acdo dos micro-organismos
anaerobios, diminuindo assim o actimulo deste tipo de material, responsavel por sérios
problemas operacionais, inclusive o colapso do biorreator, como explanado anteriormente.

O custo com pessoal (mdo de obra) ¢ aproximadamente trés vezes maior na planta
usual, devido a presenca de um maior nimero de etapas e equipamentos na estacdo de
tratamento, como pode ser observado nas Figuras 4.41 e 4.42 (croquis), o que requer maior
nimero de funciondrios.

O gasto anual com investimentos e relacionados (depreciagdo, manutencgdo, reparos,
seguros, entre outros) também ¢ maior na planta usual devido & maior quantidade de
equipamentos necessarios ao pré-tratamento do efluente da industria de abate de frangos,
sendo esta também a justificativa pelo custo maior com analises fisico-quimicas nesta opgao
de tecnologia, uma vez que héa necessidade de um maior nimero de pontos de amostragem

para monitoramento das unidades.
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Outro ponto a ser ressaltado sdo as utilidades, englobando energia elétrica, utilizacdo de
vapor ou agua de resfriamento. Neste caso, para a planta alternativa este custo esta
relacionado apenas com o consumo energético requerido pelas moto-bombas responsaveis
pelo enchimento e esvaziamento dos tanques de equalizagdo, bem como seus agitadores. Ja
para a planta usual, além do gasto energético com moto-bombas, agitadores e flotador, existe
ainda um custo relacionado ao vapor utilizado para o aquecimento do tri-decanter,
equipamento utilizado para retirar o excesso de umidade da gordura separada no flotador,
refletindo em um consumo de utilidades muito maior quando comparado ao requerido pela
tecnologia alternativa. Na Figura 4.43 sdo apresentadas as distribuigdes dos custos

operacionais nas plantas: usual (A) e alternativa (B).

L Matéria-prima
IMio de obra

O Investimentos e
relacionados

B Analises fisico-quimicas

M Tratamento/disposicao
de residuos

B Utilidades

Figura 4.43: Distribui¢do do custo operacional para as plantas A — usual e B- alternativa

Conforme ja discutido, o custo relacionado a tratamento/disposi¢do do residuo solido,
utilidades e investimentos e relacionados, sdo os fatores que mais t€ém impacto no custo total
operacional para a planta de tecnologia usual, sendo 29 %, 32 %. e 28 %, respectivamente. Ja&
para a planta de tecnologia alternativa, o custo com a aquisicdo de matéria prima (enzimas e
biossurfatante) ¢ o fator que mais tem influéncia no custo operacional final.

Em resumo, a avaliagdo econdmica para ambos os cenarios, simulada pelo software

Super pro ¢ apresentada na Tabela 4.32.
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Tabela 4.32: Resumo da avaliacdo econdmica para os cenarios: planta usual e planta alternativa.

Planta Usual Planta Alternativa
Volume Efluente pré-tratado 230.451,66 m’ /ano 234.062,55 m’/ano
Custo de Implantagao R$ 2.670.000,00 R$ 1.326.000,00
Custo operacional anual R$ 1.841.000,00 R$ 6.366.000,00
Custo por litro de efluente tratado R$ 0,01 R$ 0,03

De acordo com a andlise econdmica pode-se notar que a opg¢do pela tecnologia
alternativa resulta em um maior custo de pré-tratamento para o efluente de abate de aves. No
entanto, esta analise restringiu-se somente ao tratamento do efluente em questdo, sem a
obtenc¢do de lucro ou uma previsao de retorno, o qual poderia ser atribuido a maior geragao de
biocombustivel proveniente do tratamento secundério anaerdbio e que, consequentemente,
refletiria positivamente na planta de tratamento alternativo, uma vez que praticamente todo
lipideo insoluvel, que poderia ser convertido a metano, ¢ retirado no pré-tratamento
convencional.

Considerando os dados levantados no primeiro regime de operagdo do biorreator
Controle: uma PEM média de 65 mLCH4/g DQOremov @ 25°C € uma vazao de efluente de 750
m’/d (com DQO total média de 5000 mg/L, reduzida para um valor final de 1500 mg/L) sendo
introduzida em um biorreator de 625 m® (para um TRH de cerca de 20 h), pode-se estimar
uma producio de metano de 171 m*/d (a 25°C) ou 112 kg/d. O valor da DQO total afluente foi
estimado para uma remocao de 80% de SST no flotador e com base na relagdo SST/DQO de
0,25 obtida para o efluente. J& a DQO efluente foi obtida considerando-se uma eficiéncia de
70% no biorreator em escala industrial. A partir da reacdo:

CH4 (vap) + 20, = CO, + 2 H,O(vap)
na qual: AH (298K) = -802 kJ/mol

pode-se estimar a Energia (E) gerada a partir da combustdo do metano pela equagao:
AH
E = M.Mcm (4.2)
Tem-se, considerando 85% de eficiéncia na geracdo de energia pela maquina térmica da
caldeira, uma geracgao de 4.771.900 kJ/d.

Considerando os dados levantados também no primeiro regime de operacao do

biorreator Teste: uma PEM média de 78 mL CH4/g DQOxemoy @ 25°C € uma vazao de efluente
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de 750 m’/d (com DQO total média de 25028 mg/L, reduzida para um valor final de 7508
mg/L) sendo introduzida em um biorreator de 625 m® (para um TRH de cerca de 20 h), pode-
se estimar uma producdo de metano de 1025 m*/d (a 25°C) ou 671 kg/d. O valor da DQO total
afluente seria o do efluente bruto, obtido na caracterizacdo do efluente. J4 a DQO efluente foi
obtida considerando-se uma eficiéncia de 70% no biorreator em escala industrial. Haveria
uma geracao de 28.588.794 kJ/d, um potencial 6 vezes maior que o obtido com a tecnologia

de pré-tratamento convencional.
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5  CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 CONCLUSOES

O monitoramento dos reatores UASB comprovou a viabilidade técnica do pré-
tratamento utilizando 0,5 % (m/v) de pool enzimatico produzido por Penicillium
brevicompactum ¢ biossurfatante do tipo ramnolipideo produzido por Pseudomonas
aeruginosa PA1 na metade da concentracdo micelar critica por 4 h a 30°C. O pré-tratamento
nestas condigdes permitiu a obtengdo de maiores eficiéncias de remogdo de DQO e Oleos e
Graxas e maior produ¢do de metano, sem problemas operacionais frequentes.

A analise econdmica, desconsiderando a producao de metano (bioenergia que pode ser
aproveitada dentro da planta industrial) e empregando enzima e biossurfatante comerciais,
bioprodutos de elevado prego, revelou que a utilizagdo da tecnologia alternativa, no pré-
tratamento de efluentes com alto teor de gordura, apresentou um custo superior ao da
tecnologia usual, com a utilizagdo de flotadores e produtos quimicos.

O pré-tratamento de efluentes de abatedouros de aves utilizando a tecnologia
alternativa, com a utilizagdo e enzimas e biossurfatante pode resultar em uma producdo de
metano no tratamento secundario anaerébio (epata subsequente ao pré-tratamento) seis vezes
superior ao produzido com a utilizagcdo da tecnologia usual, o que refletiria em um menor

custo operacional, substituindo a energia elétrica por bioenergia (biogés — metano).
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5.2 SUGESTOES

e Analisar a utilizacdo de outros tipos de biossurfatante, como os lipopeptideos,
fosfolipideos e surfatantes polimétricos, no pré-tratamento de efluentes, em
substituicdo ao glicolipideo (ramnolipideo).

e Avaliar a aplicacdo do pré-tratamento com a utilizacdo de pool enzimatico e
biossurfatante no efluente bruto gerado na industria (com DQO média de 25028 mg/L)
em biorreator de bancada, com e sem recirculacdo do efluente tratado.

e Avaliar a aplicagdo do pré-tratamento com a utilizacdo de pool enzimatico e
biossurfatante em escala piloto.

e Monitorar e sequenciar a composi¢do microbiana presente no lodo anaerébio em cada
regime estudado.

e Testar o pré-tratamento com outros efluentes industriais com alto teor de gordura.

e Avaliar o comportamento de diferentes tratamentos secundarios, utilizando o efluente

pré-tratado com pool enzimatico e biossurfatante.
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