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USO DE LIPASE FUNGICA NA REMOCAO DE O&G EM EFLUENTES
LACTEOS
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RESUMO

Os 6leos e graxas (O&G) representam uma classe de poluentes com baixa afinidade com a dgua
nos setores de producdo de produtos lacteos. Buscar alternativas inovadoras de tratamento
representa uma contribuicdo significativa para a sustentabilidade operacional e econdmica no
setor de laticinios. A biorremediacdo enzimatica, pelo uso de biocatalisadores como as lipases,
tem mostrado potencial promissor. As lipases sdo catalisadores versateis com aplicacdo
aprimorada na biotecnologia, por se tratar de uma tecnologia limpa (white biotecnology), onde
as condicdes de reacdo sdo brandas, sua alta enantiosseletividade e regiosseletividade e facil
disponibilidade. Essas enzimas apresentam uma importancia particular pelo fato de
hidrolisarem especificamente 6leos e graxas (O&G), 0 que pode ser de grande interesse para o
tratamento de efluentes. Neste contexto, o objetivo deste trabalho é utilizar a lipase fungica,
produzida por Fermentacdo em Estado Sélido (FES), na biorremediacéo de efluentes com alta
carga de gorduras, resultantes do processamento de laticinios. O microrganismo utilizado neste
trabalho é uma linhagem de fungo filamentoso, denominado JC2017, isolado do rio Toledo, na
Cidade de Toledo-PR. A lipase foi produzida por FES utilizando farelo de semente de girassol
(Helianthus annuus) como substrato, com granulometria do entre 10 e 16 mesh, 55% umidade,
108 esporos por grama a 28 °C. A lipase produzida por FES foi utilizada nos experimentos de
biorremediac&o (shaker a 150 rpm, 37 °C e 168 horas) para reducéo de O&G de um efluente de
laticinio de Marechal Candido Rondon-PR. Nos experimentos de FES, nota-se que a maior
atividade lipolitica (210,2 U) foi obtida apds 96 horas de fermentacdo. Nos experimentos de
biorremediagéo, obteve-se uma reducdo de 91,6 % de O&G no efluente de laticinio utilizado.
Diante dos resultados, verifcou-se neste trabalho um tratamento eficiente onde aguas
residudrias da industria de produtos lacteos poderao ser utilizadas para fins de reuso no processo
industrial e minimizar a geracdo de efluentes nas estacdes de tratamento da industria de
produtos lacteos.

Palavras-chave: Biorremediagéo; Enzima; Efluente.
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ABSTRACT

Oils and greases (O&G) represent a class of pollutants with low affinity for water in the sectors
of production of dairy products. Seeking innovative treatment alternatives represents a
significant contribution to operational and economic sustainability in the dairy sector. The
enzymatic bioremediation, through the use of biocatalysts such as lipases, has shown promising
potential. Lipases are versatile catalysts with improved application in biotechnology, since it is
a clean technology (white biotechnology), where the reaction conditions are mild, their high
enantioselectivity and regioselectivity and easy availability. These enzymes are of particular
importance because they specifically hydrolyze oils and greases (O&G), which can be of great
interest for the treatment of effluents. In this context, the objective of this work is to use fungal
lipase, produced by Solid State Fermentation (FES), in the bioremediation of effluents with a
high fat load, resulting from dairy processing. The microorganism used in this work is a strain
of filamentous fungus, called JC2017, isolated from the Toledo River, in the City of Toledo-
PR. The lipase was produced by FES using sunflower seed bran (Helianthus annuus) as
substrate, with a particle size of between 10 and 16 mesh, 55% humidity, 10® spores per gram
at 28 ° C. The lipase produced by FES was used in the bioremediation experiments (shaker at
150 rpm, 37 OC and 168 hours) to reduce the O&G of a dairy effluent from Marechal Candido
Rondon-PR. In the FES experiments, it is noted that the highest lipolytic activity (210.2 U) was
obtained after 96 hours of fermentation. In the bioremediation experiments, a reduction of
91.6% in O&G was obtained in the dairy effluent used. In view of the results, this work showed
an efficient treatment where wastewater from the dairy industry can be used for the purpose of
reuse in the industrial process and minimize the generation of effluents in the dairy industry
treatment plants.

Keywords: Bioremediation; Enzyme; Effluent.
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1. INTRODUCAO

O setor lacteo encontra-se em expansao no Brasil, porém, na atual situacdo de escassez
no abastecimento de agua, esse cenario podera representar um problema futuro para estas
industrias, uma vez que as mesmas consomem grandes volumes de dgua para o processamento
de seus produtos e higienizacdo dos equipamentos.

O Brasil é o quarto maior produtor de leite do mundo, com uma estimativa de producao
de mais de 34,3 bilhdes de litros (WORLD ATLAS, 2018). Entretanto, o grande volume de
agua necessario para produzir produtos lacteos coloca a industria de laticinios como uma das
principais geradoras de efluentes. A &gua residual de laticinios é basicamente composta de
carboidratos (lactose), proteinas e gorduras. Assim, é caracterizado por grande quantidade de
moléculas organicas, gorduras, 6leos e graxas (FOG), juntamente com leite sélidos,
detergentes, desinfetantes, residuos de leite, dentre outros (ADULKAR & RATHOD, 2014).

Entre os poluentes encontrados em aguas residuais das inddstrias de produtos lacteos
merece atencdo os FOG, um grupo de substancias organicas de alto peso molecular e baixo
coeficiente de biodegradabilidade, e de dificil remocdo por tratamentos convencionais
(PINTOR et al., 2016). Diante da problemaética da geracdo de elevadas proporcao de efluente
pelas indUstrias de laticinios, € inevitavel buscar métodos corretamente ecoldgicos para a
tratabilidade e reducéo do teor lipidico nesses efluentes.

A exploracdo de biorremedia¢do enzimatica, pelo uso de biocatalisadores como as
lipases, tem mostrado potencial promissor. As lipases sdo catalisadores versateis com aplicacdo
aprimorada na biotecnologia, por se tratar de uma tecnologia limpa (white biotecnology), onde
as condicdes de reacdo sdo brandas, sua alta especificidade e fécil disponibilidade. Essas
enzimas apresentam uma importancia particular pelo fato de hidrolisarem especificamente
6leos e gorduras, o que pode ser de grande interesse para o tratamento de efluentes, o que
possibilita remover filmes oleosos em tubulacées, resultando no aumento da vida util dos
equipamentos (VALENTE et al., 2010; FURINI et al., 2018).

As lipases sdo enzimas que pertencem a familia o/f hidrolase (KAPOOR & GUPTA,
2012; PRI1JI et al., 2014), ndo precisam de um cofator para sua atividade e permanecem ativas
em solventes organicos (LEE et al., 2015). O elevado rendimento em meio aquoso e organico,
0 reduzido tempo reacional, a estabilidade frente ao pH e temperatura sdo algumas das
propriedades que tornam as lipases os biocatalisadores mais utilizados industrialmente
(THAKUR, TEWARI & SHARMA, 2014; ASHFAQ, 2015).

As lipases podem ser de origem vegetal, animal e microbiana. Atualmente as lipases
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microbianas tém sido muito utilizadas nas pesquisas, pois apresentam vantagens de catalisar
diversas reagOes, produzir altos rendimentos, reduzir custos de producao, relativa facilidade de
manipulacdo genética, sdo estruturalmente estaveis em solventes organicos, independem dos
cofatores, catalisam reaces utilizando uma ampla gama de substratos e possuem alta
enantiosseletividade (CARVALHO et al.,, 2015; LEE et al., 2015; JAVED et al., 2018;
ZAITSEV, SAVINA & ZAITSEV, 2019).

As lipases sdo naturalmente encontradas nos tecidos de animais, principalmente no
pancreas, de onde inicialmente eram obtidas; em plantas como a mamona (Ricinus communis)
e a canola (Brassica napus) e, em microrganismos, como fungos filamentosos, leveduras e
bactérias, sendo os géneros Rhizopus, Candida, Penicillium e Pseudomonas considerados as
principais fontes produtoras desta enzima (JAEGER, 1998; LAGE et al., 2016).

Os géneros de fungos filamentosos Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Mucor e
Trichoderma sdo descritos como bons produtores de lipases, e podem ser isolados a partir do
solo, &gua, frutos, plantas, dentre outros (CORTEZ, CASTRO & ANDRADE, 2016). As
espeécies de Penicillium sdo amplamente utilizadas em industrias de laticinios e em processos
de bioconversao de importancia industrial MAROTTI et al., 2017; ALVES et al., 2019; LIMA
etal., 2019).

Estima-se que atualmente a producdo e venda mundial de lipases seja de cerca de 10%
de todas as enzimas comercializadas. A aplicacdo na industria de alimentos, bebidas e racdo
animal representa cerca de 55% das lipases comercializadas (GUERRAND, 2017; POHANKA,
2019).

As enzimas podem ser produzidas por duas rotas de fermentagéo, sendo uma em estado
solido (FES) e a outra por estado submerso (FS) (VALENTE et al., 2010).

As enzimas de interesse industrial, como as lipases, podem ser obtidas por FES, por
meio do uso de residuos agroindustriais, como substrato ou suporte de crescimento para 0s
microrganismos, reduzindo assim o custo da producdo (MENONCIN et al., 2010) ou por FS,
na qual os microrganismos crescem em meio liquido, com alto teor de &gua livre. Independente
do processo de fermentacéo, a producdo de lipases esté relacionada a composic¢éo do meio de
cultivo e condigdes de fermentacao.

Uma alternativa que visa reduzir os custos de producédo de enzimas é a FES, que é uma
tecnologia promissora para producdo de enzimas, pois além de usar substratos de baixo custo,
como residuos agroindustriais, o biocatalisador pode ser produzido de forma mais concentrada,

facilitando a sua recuperacdo do meio de cultivo, quando necessario.
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Objetiva-se com este trabalho utilizar o fungo, isolado do Rio Toledo-PR, na producao
de lipase por Fermentacdo em Estado Solido (FES) e na aplicagdo do biocatalisador na

biorremediacéo de efluentes com alta carga de gorduras, resultantes da producéo de laticinios.

2. METODOLOGIA
O microrganismo que foi utilizado neste trabalho é uma linhagem de fungo filamentoso,
denominado JC2017, isolado do Rio Toledo, na Cidade de Toledo-PR.

2.1. PROCEDIMENTOS DE COLETA E ISOLAMENTO DO MICRORGANISMO

O fungo filamentoso, denominado JC2017, foi obtido através de amostras coletadas no
Rio Toledo, localizado na cidade de Toledo, Parana, na coordenada geografica 24°45'10.86" S
53°45'3.52" O, em perimetro urbano da cidade de Toledo, préximo ao contorno Sul da Cidade,
tendo pouca atividade agricola e uma mata preservada significativa ao redor.

Foram coletados 200 mL de 4gua em frascos esterilizados com tampa. Os frascos foram
submergidos a 30 cm da superficie e a uma distancia aproximada de 2 metros da margem nos
dois pontos. Foram aferidos pH e temperatura com uma sonda multiparametro (AAKER). Apds
o0 término do procedimento, os frascos foram acondicionados em caixa térmica com gelo, até
seu transporte para a universidade.

Aliquotas de 250 pL da amostra foram semeadas por métodos de espalhamento em
superficie em placas de Petri com meio BDA (&gar batata dextrose) suplementado com 0,05%
de cloranfenicol e 0,05% de cloridrato de tetraciclina para inibir crescimento bacteriano. As
placas ja contendo o material inoculado foram incubadas a temperatura de 28°C por 14 dias.

O fungo filamentoso selecionado, foi novamente isolado em placas em mesmo meio de
BDA para obtencdo da cultura pura, cada cultura isolada recebeu a denominacéo JC seguido de

uma numeracao sequencial.

2.3. SELECAO DE LINHAGEM COM ATIVIDADE LIPOLITICA

Para verificar se a linhagem fungica produz lipases, foram realizados testes em placas
de Petri com meio agar bacterioldgico contendo o corante Rodamina B 0,001%, 0leo de oliva
1% (indutor na producéo de lipases), MgSO; 0,2 g L K,HPO, 0,4 g LY extrato de
levedura 2,0 g L' e Tween 80 0,01%. A producdo de lipase em placas de Petri foi
confirmada pela presenca de halos alaranjados, fosforescentes ao UV quando observado ao
ultravioleta a 350 nm, ap6s 72 horas de incubagdo em estufa a 28°C (OLIVEIRA et al., 2013).
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A atividade enzimética dos isolados foram estimadas mediante a equacdo 1, da relagao
entre diametro do halo de hidrdlise e o diametro da coldnia conforme Ten et al., (2004), medidas

com o auxilio de um paquimetro e anotadas (mm).

DIAMETRO MEDIO DO HALO DE DEGRADACAO

IE = — : Eq. (1)
DIAMETRO MEDIO DE CRESCIMENTO MICROBIANO

2.4. ESTOQUE E MANUTENQAO DAS LINHAGENS
A linhagem JC2017 foi inoculada em meio BDA, contendo 0,05% de cloranfenicol e
0,05% de cloridrato de tetraciclina e incubada por 14 dias a 28°C, sendo apds o crescimento

mantidas sob refrigeracao (4°C).

2.5. COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO SUBSTRATO UTILIZADO NA FES

A composicdo centesimal do substrato (sementes de girassol), como umidade, cinzas e
teor de dleo foi determinada de acordo com os métodos AOAC (2005). As determinacdes foram
realizadas em triplicata sendo expressas pela média e desvio padréo.

2.6. CINETICA DE PRODUCAO DE LIPASES POR FES

Foi utilizado como substrato para a FES, material com alto valor lipidico, como a
sementes de girassol (Helianthus annuus). A semente de girassol foi obtida em um comércio
local de Toledo-PR (24°42'50"S 53°44'34"0).

Este substrato foi seco em estufa & 50 °C, processado através de peneiramento e
separacdo das granulometrias entre 2,0 e 1,19 mm (RODRIGUES et al., 2015). O material
tamisado e separado ainda fresco, foi armazenado em embalagens plasticas e devidamente
acondicionados em um refrigerador.

A lipase foi produzida por FES utilizando farelo de semente de girassol como substrato.
Os ensaios de FES foram realizados conforme metodologia descrita por RODRIGUES et al.
(2015). Para a FES, foi realizado um estudo cinético de 0 a 168 horas, com 10,0 g de farelo de
semente de girassol com granulometrias entre 1,19 mm (16 Mesh) e 2,0 mm (10 Mesh),
umidade de 55% (tamp&o fosfato 50 mM pH 7,0), 10® esporos por grama, 28°C. Os
experimentos foram realizados em triplicata.

A producéo de lipase foi acompanhada pela dosagem da atividade lipolitica pelo método
titulométrico no material fermentado (0 a 168 horas), segundo RODRIGUES et al. (2015). A
atividade lipolitica é expressa como unidades de atividade enzimatica (U).

A cada 24 horas foram retiradas amostras em triplicata e os soélidos fermentados foram
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congelados a 0°C por 24 horas para interromper o crescimento fangico. Apds esse periodo,
foram secos em estufa com circulacdo de ar (30°C), acondicionados em embalagens plésticas e

armazenados na geladeira, para determinacgéo da atividade lipolitica, segundo o item 2.6.1.

2.6.1. Determinacdo da atividade lipolitica

O oleo de oliva foi utilizado como substrato para os ensaios de atividade frente a
triacilglicerdis. A determinacéo da atividade de lipases por titulometria foi baseada num método
de titulacio com NaOH dos &cidos graxos liberados pela acdo da enzima a partir dos
triacilglicerdis (RODRIGUES et al., 2015).

O meio reacional para o substrato foi previamente preparado na forma de emulsdo. A
emulsdo é composta por solucdo de tampdo fosfato 50 mM pH 7,0, goma ardbica 10% e pelo
substrato 6leo de oliva (1,0 mM ou 7,15 % m/v). Mediu-se o pH da emuls&o e corrigiu para 7,0
(com NaOH 50 mM). Os ensaios foram realizados em erlenmeyers de 125 mL, adicionando-se
20 mL da emulsdo e 1,0 g do s6lido fermentado, contendo a enzima.

As amostras foram incubadas em Shaker, sob agitacdo, por 20 minutos a 37 °C. A reacdo
foi paralisada adicionando-se 20 mL de solucédo de etanol/acetona (1:1 v/v). Os &cidos graxos
liberados foram titulados em solucdo de NaOH (50 mM) até pH proximo de 10. A atividade
lipolitica foi determinada segundo a Equagdo (2).

Célculo da Atividade
A=[(AV/A t)] x [N(NaOH)] x Fc x (60 seg) Eq. (2)
1000 mL x 1 min

Onde :

A : Atividade Enzimatica (U/gSS — Unidades por grama de substrato seco)
AV : Variacao dos volumes obtidos em cada tempo de fermentacéo

At : Variacédo do tempo das fermentagdes realizadas

N : Normalidade da solucéo de hidréxido de sodio

Fc : Fator de correcéo obtido da padronizagédo da base

2.7. CARACTERIZACAO DO EFLUENTE
O efluente utilizado neste estudo foi cedido por uma industria de laticinios da Cidade
de Marechal Candido Rondon-PR (24°33'24"S 54°3'24"0). A amostra do efluente foi coletada

na entrada do tratamento de efluentes, onde sua composicéo € de origem de producéo e limpeza
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da inddstria.

Os principais produtos desta empresa sdo queijo mussarela, prato, provolone, minas
frescal, coalho, ricota, colonial e a manteiga.

Para a caracterizacdo do efluente, foram realizadas analises fisico-quimicas no efluente
bruto gerado na industria de laticinio e apds o processo de biorremediacdo, quanto aos
parametros de demanda quimica de oxigénio (DQO); sélidos totais (ST); pH; determinacdo de
0Oleos e graxas totais (O&G) (APHA, 2012).

2.8. CINETICA DE BIORREMEDIACAO

Para os estudos de biorremediacdo foram utilizados o sélido fermentado contendo a
lipase por adicdo direta.

Nestes experimentos, a enzima foi produzida nas melhores condicdes por FES, com o
farelo de semente de girassol, realizada com 55 % de umidade, granulometria entre 2,0 e 1,19
mm e 108 esporos g*.

Nos ensaios de biorremediacao, utilizou-se 26 g do solido fermentado (546,52 U) em

1000 mL do efluente de laticinio de Marechal Candido Rondon-PR, sendo que 0s experimentos
foram realizados em duplicata. A cinética de biorremediacdo foi observada até uma reducédo
acima de 90 % de O&G (168 horas), retirando-se amostras a cada 24 horas. As reacOes de
biorremediagdo foram realizadas em shaker, 150 rpm e 37 °C, com objetivo de reduzir O&G.
Para cada ponto determinou-se os valores de 6leos e graxas totais (O&Gr), segundo a
metodologia de APHA (2012) método 5520D.

Para a caracterizacdo do efluente ap6s a biorremediacdo foram realizadas analises fisico-
quimicas quanto aos parametros de demanda quimica de oxigénio (DQO); s6lidos totais (ST);
pH; determinacdo de Oleos e graxas totais (APHA, 2012).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. SELECAO DE LINHAGEM COM ATIVIDADE LIPOLITICA

Para verificar se a linhagem flingica JC2017 (Figura 1) é produtora de lipase, foram
realizados testes em duas etapas: a primeira em placas de Petri (Figura 2) e uma segunda etapa,
realizou-se a FES e acompanhou-se a atividade enzimética pelo método titulométrico (item
2.6.1).
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Figura 1. Linhagem JC2017 inoculada em meio BDA, contendo o antibiotico cloridrato de
tetraciclina (500 mg L), incubada por 14 dias a 28°C.

Figura 2. Imagem da camara de UV. Producéo de fluorescéncia do fungo filamentoso JC2017
(Fonte: De Moura & Carvalho, 2020).

A producado de lipase, pelo fungo filamentoso JC2017, em placas de Petri foi confirmada
pela presenca de halos alaranjados, fluorescentes ao UV, apds 72 horas de incubacdo em estufa
a 28°C (Figura 2). A lipase produzida pelo fungo filamentoso JC2017 apresentou um indice
enzimatico (IE) de 2,0, calculado segundo a equacdo 1. A atividade enzimatica foi estimada
mediante relacdo entre didmetro do halo de hidrolise e o didmetro da col6nia. O didmetro do
halo de hidrolise é considerado um parametro para auxiliar na selecdo das linhagens com maior
indice de degradagdo, sendo considerado uma medida mais rapida e simples (TEN et al., 2004).
Diante disso, foi considerado que o microrganismo é bom produtor enzimatico para aplicagdo
industrial quando “IE” > 2,0.

ApoOs realizados estes testes preliminares, a linhagem fungica foi utilizada para a
producéo de lipase por FES, segundo RODRIGUES et al. (2015).
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3.2. COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO SUBSTRATO
A composicéo fisico-quimica do farelo de semente de girassol (FSG) esta apresentada

na Tabela 1.

Tabela 1. Composicao fisico-quimica do farelo da semente girassol (FSG).

PARAMETRO VALOR MEDIO (%)
Cinzas 3,51% + 0,34
Umidade 4,44% +0,17
Teor de 6leo 48,9% + 0,12

Ao analisar os resultados da Tabela 1, verifica-se que o teor de 6leo do FSG € elevado
(48,9%). Este valor esta de acordo com a literatura. Segundo Premnath et al. (2016), o teor de
6leo nas sementes de girassol varia de 35,0 a 42,0 %. Leite, Brighenti & Castro (2005),
obtiveram um teor de 47,3 %, semelhante ao obtido neste trabalho.

A umidade obtida neste trabalho (4,44 %) também esta de acordo com a literatura. Leite,
Brighenti & Castro (2005), obtiveram um teor de umidade de 4,8 %, valor proximo ao obtido
neste trabalho. Conhecendo-se a umidade do substrato, pode-se ajustar a umidade disponivel
durante a fermentacdo de modo a favorecé-la.

O FSG foi utilizado como substrato para a producéao de lipases fungicas por FES. Este
substrato € viavel e de facil obtencdo, se tornando uma opcao para a FES e producdo de enzimas,
uma vez que a FSG servira como fonte de lipidios, que induzem a producéo de lipases.

Outras vantagens do uso do girassol é que o prdprio material fermentado pode ser
utilizado como suporte para a enzima, sem a necessidade de imobiliza-la em suportes como a
Silica e 0 Acccurel, sendo possivel utilizar diretamente o sélido fermentado no meio reacional,
como serd demonstrado em experimentos posteriores de biorremediacao neste trabalho.

Apos determinar a composicdo fisico-quimica dos substratos, realizou-se entdo um

estudo cinético de fermentacdo para o substrato girassol.

3.3. CINETICA DE PRODU(;AO DE LIPASES POR FES

Avaliou-se a cinetica de producdo de lipases pelo fungo filamentoso denominado
JC2017, utilizando-se farelo de semente de girassol (FSG) como substrato, durante 0 a 168
horas de fermentacéo, a 28 °C, 55 % de umidade e granulometria do substrato entre 10 Mesh

(2 mm) e 16 Mesh (1,19 mm). Os resultados da cinética de producdo de lipases estdo
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apresentados na Figura 3.
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Figura 3- Cinética de producéo de lipase fungica pelo fungo filamentos JC2017 por FES.

Os resultados demostraram que inicialmente houve um aumento de atividade lipolitica
com o tempo de fermentacdo devido ao maior crescimento do microrganismo em fase
exponencial e maior disponibilidade de substrato. A maior atividade lipolitica (210,2 U) foi
obtida apds 96 horas de fermentagéo.

Analisando-se o teor dos 6leos presentes no substrato FSG neste trabalho, no inicio da
FES e no pico de producdo de lipases (96 horas), verificou-se que no inicio da fermentacao o
valor era de 48,87 % e apds 96 horas de fermentacdo, o valor reduziu para 12,5 % (AOAC,
2005).

Apos, nota-se uma diminuigdo dos valores de atividade lipolitica, provavelmente devido
a diminuicdo da fonte de carbono dos 0Oleos presentes no substrato. A queda na atividade
lipolitica ocorre provavelmente porque o fungo comeca a produzir proteases para processar as
outras fontes de carbono menos abundantes. Essas proteases sdo capazes de hidrolisar as
ligacBes peptidicas presentes em proteinas e outras enzimas, desnaturando e diminuindo a
concentracdo de lipases (DALMAU et al., 2000; KANMANI et al., 2014).

A FES apresenta uma série de vantagens para o cultivo de fungos, pois além de fornecer
0s nutrientes para o desenvolvimento microbiano ainda apresenta um ambiente ideal para o
crescimento. O ambiente solido e Umido favorece o crescimento micelial, pois os fungos
geralmente necessitam de uma superficie a qual possam se aderir (BARRIOS- GONZALES,
2012).

Entre todos os parametros que influenciam o processo fermentativo, a &gua apresenta
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papel de destaque na FES em virtude do elevado grau de interacdo com os componentes sélidos,
sendo que ndo hé liquido livre no sistema (PANDEY et al., 1999).

O teor de umidade pode influenciar o estado fisico do substrato, a disponibilidade e a
difusdo de nutrientes e a troca de oxigénio e de CO2 no meio. O elevado teor de umidade inicial
pode afetar o crescimento do microrganismo, pois a porosidade do meio e a difuséo de oxigénio
séo reduzidas, dificultando a formacéo do produto. Por outro lado, em baixos teores de umidade
inicial, a producdo enzimatica também pode ser reduzida porque o fungo sofre modificacGes na
membrana celular, conduzindo a limitacdes de transporte e afetando o metabolismo microbiano.

Quando a fermentacdo é conduzida com um alto indice de &gua livre, com uma umidade
superior a 70%, permitindo que o fungo se desenvolva no interior da matriz de particulados do
substrato, a fermentacdo sera dita como submersa (BINOD et al., 2015). Caso a fermentagéo
ocorra com um indice reduzido de &gua livre no substrato, umidade inferior a 65%, fazendo
com que o fungo se desenvolva sobre o material, sem adentrar completamente 0s poros nos
solidos, a fermentacdo sera caracterizada como fermentagdo em estado solido (BINOD et al.,
2015). Neste trabalho utilizou-se uma umidade de 55 %, baseado na literatura (Rodrigues et al.,
2015).

Os resultados obtidos neste trabalho (210,2 U) sdo semelhantes aos obtido por Kruger
(2017), que realizou estudos de producdo de lipases de Penicillium sumatrense por FES através
de um delineamento fatorial 22 utilizando-se a torta de crambe (Crambe abyssinica hochst)
como substrato. Os melhores resultados foram obtidos com a granulometria de 28 Mesh,
umidade de 60 % e temperatura de 27 °C. A maior atividade lipolitica (243 U) foi obtida apds
96 horas de fermentacéo.

Os resultados obtidos nesta pesquisa também séo semelhantes aos obtidos por Oliveira
(2013), que utilizou a FES para obtencdo de lipases de Penicillium sumatrense e Aspergilus
fumigatus. Os melhores resultados foram obtidos com umidade de 65 %, 30 °C e 72 horas de
fermentacdo. A cepa de P. sumatrense produziu 318,3 U em 10 g de sélido fermentado (FSG),

enquanto que A. fumigatus produziu 227,3 U, nas mesmas condic6es de cultivo.
3.4. CARACTERIZAGCAO DO EFLUENTE INCLUI ESTE ITEM

Os resultados obtidos na caracterizacdo do efluente bruto de industria de laticinio séo

descritos na Tabela 2.
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Tabela 2- Caracterizagdo inicial do efluente bruto de inddstria de laticinio.

Parametros Unidades Valor Médio Padréo
Conama
0&G mg L 2517,3 + 25,82 50,0
pH - 5,26 + 0,130 5,0-9,0
ST mg L* 32320+120 -
DQO mg de O L2 3163,7+180 -

Legenda: O&G (6leos e graxas); pH (potencial hidrogenibnico); ST (sélidos totais); DQO (demanda quimica de

oxigénio).

Apenas o valor de pH apresentou-se dentro dos parametros estabelecidos pela resolugéo
CONAMA n° 43012011, sendo necessaria a correcao nos valores de DQO, sélidos totais, 6leos

e graxas (CONAMA, 2011), para reutilizacdo ou langcamento do efluente em corpos hidricos.
3.5. CINETICA DE BIORREMEDIACAO
Os valores obtidos na caracterizacdo do efluente de laticinio, apds o processo de

biorremediacdo, estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3- Caracterizacdo do efluente de laticinio ap6s o processo de biorremediacéo.

Parametros Unidades Valor Médio
0&G mg L* 210,6 + 10,28
pH - 6,20 =+ 0,200
ST mg L™ 2859,00 + 7,88
DQO mg de O, L 2950,00 + 10,5

Legenda: O&G (6leos e graxas); pH (potencial hidrogenibnico); ST (s6lidos totais); DQO (demanda quimica de

oxigénio).

Os resultados demonstraram que houve uma reducdo de O&G, sendo que ST, DQO e
pH sofreram pequena variacao.
A busca de alternativas inovadoras de tratamento representa uma contribuicdo

significativa para a sustentabilidade operacional e econdmica no setor de laticinios. Neste
22



contexto, o pré-tratamento de aguas residuais ricas em gorduras por biorremediacdo utilizando
biocatalisadores como lipase de natureza flngica podera ser uma alternativa promissora, pois a
producdo da enzima é de baixo custo e apresentam as vantagens de biodegradabilidade (white
biotecnology) e pode ser recuperada e utilizada em reciclo, reduzindo o custo operacional.
Entretanto, o processo de biorremediacdo quando realizado devera ter em sua sequéncia um
tratamento de polimento, como é o caso do efluente das indUstrias de produtos lacteos, o qual
possui também em sua composi¢do ions metalicos e matéria organica presente. Desta forma,
coagulacao/floculacdo podera ser realizada como processo sequencial a biorremediacao.

Com relacdo aos experimentos de biorremediacdo, o parametro O&G, que € o objetivo

deste trabalho, demonstrou o comportamento observado pela Figura 4.
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Figura 4- Cinética de biorremediacdo enzimatica de O&G do efluente de laticinio.

Na reacdo enzimética de hidrolise, os substratos sdo os Oleos e graxas presentes no
efluente, que possui alto teor lipidico (2517,3 + 25,82 mg L™). Ao final de 168 horas de
biorremediac&o, a concentragio de O&G foi de 210,6 + 10,28 mg L, uma reducéo de 91,63%.

Durli (2007) produziu lipases de Burkholderia cepacia LTEB11, por FES e empregou-a
no tratamento de efluentes de industria de laticinio, com o objetivo de reduzir o teor de gordura
contida no efluente. Estudos foram realizados adicionando-se o solido fermentado e seco
diretamente nas amostras de efluentes autoclavadas (348 mgL™* O&G). O estudo foi realizado
utilizando-se delineamento fatorial incompleto, com trés variaveis (temperatura, pH e atividade
enzimatica adicionada no efluente). A maxima remocéo de O&G prevista pelo modelo foi de
60% apds 72 horas de incubacdo, nas condi¢cdes de 29 a 32 °C, pH 8,0 a 9,2 e atividade

enzimatica adicionada no efluente de 47,2 U L.
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Alberton et al. (2010) produziram lipases de Rhizopus microsporus CPQBA 312-
07DRM, por FES e empregou-a no tratamento de efluentes de inddstria de laticinio, com o
objetivo de reduzir o teor de gordura contida no efluente. Estudos foram realizados
adicionando-se o solido fermentado e seco diretamente nas amostras de efluentes (1300 mgL*
0&G). Apds 72 horas de incubagdo a 35 °C, a concentracdo de O&G reduziu para 300 mgL
(76,92% reducdo).

A utilizacdo do tratamento enzimatico em efluentes com alto teor de 6leos e graxas
(O&G) reduz os niveis de sdlidos suspensos e lipideos, conforme verificado na Tabela 3, o que
possibilita melhores condi¢Ges de operacdo no tratamento anaerébio e desobstrui filmes de
6leos em tubulagBes, resultando no aumento da vida util dos equipamentos (MENDES &
CASTRO, 2005). Além disso, esse tratamento apresenta algumas vantagens, tais como a
especificidade da enzima com relacdo ao substrato, o que permite controlar os produtos, o que
leva a um aumento dos rendimentos pela ndo geracdo de subprodutos tdéxicos; condigdes
moderadas de operacéo, reducdo do custo em termos de energia e de equipamentos, tornando
este processo atrativo sob o ponto de vista ambiental (MENDES & CASTRO, 2005).

Segundo a resolucdo n°® 430\2011 do CONAMA, para que ocorra o descarte de efluentes
em rios, € necessario que o seu valor seja igual ou inferior a 50 mg L. Apesar da reducéo de
O&G no processo de biorremediacéo ser elevada (91,63 %), os resultados obtidos neste estudo
ainda ndo estdo de acordo com os valores do CONAMA 2011, sendo necesséria uma reducao
de 98% de O&G para atingir os valores da resolu¢do do CONAMA.

4. CONCLUSOES
Verificou-se que o fungo filamentoso, isolado do Rio Toledo-PR, produziu lipase com
pico maximo de producdo em 96 horas de fermentacdo (210,2 U).
A lipase produzida por FES foi eficiente no processo de reducdo de O&G, com uma
reducdo de 91,63 % no efluente de laticinio.
Estes resultados sugerem que o tratamento prévio do efluente de laticinio foi eficiente,
mas que é necessario na sequéncia um tratamento de polimento, como a coagulacdo/floculagéo,

que podera ser realizada como processo sequencial a biorremediacao.
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