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RESUMO - O pré-tratamento enzimatico de efluentes oleosos a partir de lipases vem sendo
considerado como uma técnica promissora para reduzir o tempo de retencdo destes efluentes
na digestdo anaerdbia. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo a aplicacdo de
lipase microbiana na hidrélise de efluente oleoso proveniente da industrializacdo de batatas
fritas. A influéncia dos processos descontinuo e descontinuo alimentado foram avaliadas a
partir da triplicata e a comparacdo de médias pelo teste de Tukey. A utilizacdo do processo
descontinuo permitiu a obtencdo de resultados bastante satisfatérios para a hidrolise do
efluente. Observou-se aumento da hidrélise durante 7h (0,492 U.mL-1) e 1h (0,233 U.mL-1)
de reagdo para 0s processos descontinuo e descontinuo alimentado, respectivamente. Durante
a cinética de hidrolise do efluente verificou-se que a utilizacdo do processos descontinuo
apresentou maior potencial de tratamento do efluente industrial, proporcionando desta forma
uma boa alternativa para minimizar o impacto ambiental ocasionado por este residuo.
PALAVRAS-CHAVE: Lipase, Hidrélise, Residuo.

1. INTRODUCAO

As lipases sdo enzimas usadas na catalise de algumas reacdes, como hidrdlise,
alcoolize e aciddlise de glicerol, mas tem sido descoberto que as lipases também podem ser
usadas como catalisadora nas reacdes de esterificacdo e transeterificacdo. As lipases
apresentam aplicacBes promissoras no setor alimenticio, agroquimico, 6leoquimico e
farmacéutico, proporcionando o crescimento de tecnologias para a sintese de novos
compostos de grande importancia comercial e ambiental.

O tratamento de efluentes por lipases é benéfico no dmbito social, por fazer parte de
um desenvolvimento sustentavel, pois estes sdo considerados agentes poluidores. A busca de
novas alternativas de tratamento estaria agregando valor aos residuos oleosos das industrias
de alimentos, que se encontram hoje sem nenhum valor. O isolamento e utilizacdo de
microrganismos capazes de produzir lipase com capacidade de transesterificacdo pode
contribuir significativamente para a producdo de biodiesel, que substitui total ou parcialmente
0 Oleo diesel de petréleo em motores ciclodiesel automotivos (como caminhdes, tratores,
camionetas, automoveis, etc) ou estacionarios (geradores de eletricidade, calor, etc). Pode ser
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usado puro ou misturado ao diesel em diversas proporcdes, e seu uso levara a uma reducgédo da
dependéncia das importagdes de petrdleo, a chamada “petrodependéncia”.

Tendo em vista as observacdes mencionadas o presente trabalho teve como objetivo
caracterizar a lipase de Burhkolderia cepacia quanto a temperatura e o pH, bem como
otimizar a reacdo de hidrolise enzimatica do efluente proveniente de uma industria de
processamento de batata frita.

2. METODOLOGIADE TRABALHO

2.1. Lipase e efluente

Os experimentos foram realizados utilizando lipase de Burkholderia cepacia BC-
ALPS, Amano. O efluente industrial utilizado foi de uma industria de processamento de
batatas fritas.

2.2. Atividade enzimatica

Aliquotas do meio reacional foram analisadas acerca da atividade lipolitica, conforme
método descrito por Macedo, Park e Pastore (1997), com adaptacdes. Para a determinacdo da
atividade lipolitica, 1 mL do meio reacional foi transferido para um erlenmeyer contendo 5
mL de &gua destilada nos tempos 0 (branco) e 30 min de reacdo. Os &cidos graxos liberados
durante a reacdo foram titulados com solucdo de hidroxido de soédio (NaOH) 0,01 N na
presenca de solucdo alcodlica de fenolftaleina a 1%. A unidade de atividade de lipase foi
definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de acido graxo por minuto.

2.3. Estudo da degradacéao de efluente pela lipase de Burkholderia cepacia

A avaliacdo dos parametros experimentais foi realizada por meio de delineamento
experimental fatorial fracionario 2°% com 18 experimentos. As varidveis independentes
analisadas para o tratamento do efluente foram o pH, a concentracdo de enzima em relacéo ao
efluente e o volume de goma arabica a 7% utilizado (agente emulsificante), sendo a variavel
resposta o grau de hidrolise dos triacilglicerideos. Os niveis utilizados foram 7,16; 7,50; 8,00;
8,50 e 8,84 para o pH, 0,013; 0,040, 0,080; 0,120 e 0,147 g.mL™ para a concentracdo de
enzima, 0,00; 1,21; 3,00; 4,79 e 6,00 mL para goma arabica 7%m/v, apés 3 h de hidrolise.

As reacdes foram conduzidas em erlenmeyers com capacidade de 125 mL, incubados
a 37°C, sob agitacdo em banho Maria. Nos tempos 0, 30 min, e posteriormente, a cada hora
durante 8 h e finalmente a 24 h, foram retiradas aliquotas das amostras, para acompanhamento
da evolucdo da reacdo de hidrolise. O grau de hidrolise foi verificado por meio da
quantificacdo do teor de acidos graxos livres (Item 2.2).

Para a avaliacdo dos processos descontinuo e descontinuo alimentado utilizou-se a
resposta obtida no processo de hidrolise dos triacilglicerideos. Nos ensaios descontinuos
foram adicionados 10 mL de solugdo composta por tampdo fosfato, goma arabica, enzima e
agua destilada e 30 mL do efluente industrial, totalizando 40 mL em cada erlenmeyer. Nos
ensaios descontinuos alimentados também foram adicionados de 10 mL solugdo composta por
tampédo fosfato, goma arabica, enzima e agua destilada, porem com apenas 40% do volume
total do efluente utilizado no regime descontinuo, totalizando 22 mL no inicio da reacdo de
hidrolise em cada erlenmeyer. Os outros 60% do volume total do efluente foram adicionados
gradativamente em volumes de 3 mL durante as seis primeiras horas da reagéo.

As reacdes foram conduzidas em erlenmeyers com capacidade de 125 mL, incubados
a 37°C, sob agitacédo em banho Maria. Nos tempos 0, 30 min, e posteriormente, a cada hora
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durante 8 h e finalmente em 24 h, foram retiradas aliquotas das amostras, para
acompanhamento da evolucdo da reagdo de hidrélise. O grau de hidrélise foi verificado por
meio da quantificacdo do teor de &cidos graxos livres, utilizando método titulométrico (Item
2.2). A avaliacdo de ambos processos foi realizada em trés repeticdes e a analise da atividade
hidrolitica em triplicata. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

3. RESULTADO E DISCUSSAO

Os ensaios para verificar o efeito do pH, da concentracdo de lipase e do agente
emulsificante sobre o efluente, foram feitos a partir da evolucdo da hidrolise em funcdo do
tempo. A Figura 4 apresenta a evolucgdo da atividade hidrolitica durante as 24 h de degradacéo
do efluente pela lipase.

0,600

a

M 0,500

£

2 0400

©

o

E 0,300

e

B 0,200

c

© g

? 0100 A

T \

> 1

;<: 0,000 4 T T T T T T T !

0,5 1 2 3 4 5 6 7 8 24
Tempo (h)
=#=Exp.1(7,0; 0,08; 1,21)* ===Exp.2 (8,0; 0,08;1,21) == Exp.3(7,0;0,16; 1,21)
=¥=Exp.4 (8,0; 0,16; 1,21) =®=Exp.5 (7,0; 0,08; 4,79) === Exp.6 (8,0; 0,08; 4,79)
—B—Exp.7 (7,0; 0,16; 4,79) ——Exp.8 (8,0; 0,16; 4,79) Exp.9 (6,66; 0,12; 3,00)
=—Exp. 10 (8,34;0,12; 3,00) Exp.11 (7,5; 0,05; 3,00) Exp.12 (7,5;0,19; 3,00)
Exp.13 (7,5;0,12; 0,00) Exp. 14 (7,5;0,12; 6,00) == Exp.Ponto central (7,5; 0,12; 3,00)

*Na qual: Exp n: nimero do experimento (pH; concentragéo de enzima [g.mL™]; volume de goma arébica a 7% [mL]).
Figura 4 - Evolucdo da hidrdlise do efluente industrial pela lipase durante 24 h de reacdo dos
experimentos do delineamento experimental fracionario 2%

As atividades hidroliticas minima e maxima foram de 0,1900 e 0,4833 U.mL™,
respectivamente para o tempo de 24 h. A atividade hidrolitica da lipase aumentou durante as
24 h de reacdo para os ensaios 2, 7, 10, 11, 14 e ponto central, para os demais ensaios a partir
de 4 h de reacdo o valor da atividade hidrolitica permaneceu praticamente constante, portanto,
infere-se que houve hidrolise total dos triacilglicerideos do efluente. A maior variagédo entre os
ensaios foi observada ap6s 3 h de hidrdlise, indicando que a producao de &cidos graxos livres
tendeu a estabilizacdo apos esse periodo. Os resultados para a atividade hidrolitica sobre o
efluente em fungdo do pH, da concentragdo de enzima e do volume de goma arabica a 7%,
durante 3 h de reacdo estdo apresentados na Tabela 3.

Os efeitos linear e quadratico do pH (p=0,0332 e p=0,0078, respectivamente),
quadratico da concentracdo de enzima (p=0,0129), linear e quadratico do volume de goma
arébica 7% (p=0,0197 e p=0,0184, respectivamente) e a interacdo do pH com goma arébica a
7% (p=0,0252) foram significativos, enquanto os demais efeitos ndo foram significativos.
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Tabela 3 — Resultados de atividade hidrolitica para o delineamento experimental
fatorial fracionario 2°2. Onde [E] a concentracéo de enzima em g.mL™ e GA o volume em mL
de goma arabica 7%y, apds 3 h de hidrolise
Atividade hidrolitica

Ensaios pH [E] GA umL?
1 7,50 0,040 1,21 0,2000
2 8,50 0,040 1,21 0,2500
3 7,50 0,120 1,21 0,1167
4 8,50 0,120 1,21 0,2833
5 7,50 0,040 4,79 0,2167
6 8,50 0,040 4,79 0,1833
7 7,50 0,120 4,79 0,2833
8 8,50 0,120 4,79 0,2500
9 7,16 0,080 3,00 0,1833
10 8,84 0,080 3,00 0,3000
11 8,00 0,013 3,00 0,2367
12 8,00 0,147 3,00 0,2663
13 8,00 0,080 0,00 0,1667
14 8,00 0,080 6,00 0,3500
15 8,00 0,080 3,00 0,3333
16 8,00 0,080 3,00 0,3333
17 8,00 0,080 3,00 0,3333
18 8,00 0,080 3,00 0,3333

O pH (Q) foi a variavel que mais produziu efeito nas respostas de hidrélise dos
triacilglicerideos do efluente, seguida da concentracdo de enzima (Q) e volume de goma
arabica (Q). As influéncias foram negativas, indicando que o aumento do pH, da concentracédo
de enzima e do volume de goma arébica a partir de um ponto de maximo diminui a hidrélise
dos efluente pela lipase de Burkhoderia cepacia. A influéncia quadratica desses parametros
indica que existe um aumento na hidrélise do efluente até atingir um ponto de méaximo e
depois essa hidrélise diminui, ou seja, hd um pH, concentracdo de enzima e volume de goma
na qual a hidrolise do efluente € méxima ou 6tima para determinadas condigdes de ensaio.

A partir da estimativa do efeito de cada variavel foi gerado um modelo matematico
completo significativo (p=0,0277), com coeficiente de determinacdo (R?) de 0,8565,
coeficiente de variacdo de 14,89% e falta de ajuste significativa (FA=0,0000). Porém, devido
o quadrado médio do erro experimental ser baixo (QM=1,1769.10""), a falta de ajuste foi
considerada aparente e 0 modelo foi ajustado (WASZCZYNSKY]J et al.,, 1981), o que
significa que o modelo pode ser utilizado para fins preditivos.

A remocdo do termo linear da concentragdo de enzima (p=0,3500) e dos termos de
interacdo pH com concentracdo de enzima (p=0,2907) e de interagdo pH com goma arabica
(p=0,1133) conferiu coeficiente de determinagdo ajustado (Rzaj) menor que 0 do modelo
completo, assim, o mesmos foram considerados relevantes e entdo, manteve-se o modelo
completo com coeficiente de determinacdo ajustado de 0,7079. Os coeficientes de regressao
de cada termo do modelo completo foram apresentados na Tabela 4.

A Equacéo 2 representa 0 modelo matematico completo, representando a atividade
hidrolitica de degradacdo do efluente (AH) em fungéo do pH (X3), da concentracdo de enzima
(X2), do volume de goma arébica 7% (X3) e interagdes pH/[E] (X4), pH/GA (Xs) e [E]/GA
(Xg). Os termos destacados em negrito referem-se as variaveis estatisticamente significativas
(p<0,05).
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Tabela 4 - Coeficientes de regressdo do modelo ajustado da atividade hidrolitica para o
delineamento experimental fatorial fracionario 2%

Fontes de Coef. de Erro t(11) p-valor Lim. Conf. Lim. Conf.

variagao regressao padréo -95% +95%
Média 0,032699  0,0064 5,11 0,00034~  0,0186 0,0468
pH (L) -0,018371  0,0035 -5,29 0,00026~  -0,0260 -0,0107
pH (Q) 0,011612  0,0036 3,22 0,00822”  0,0037 0,0196
[E] (L) 0,011433  0,0035 3,29 0,00716°  0,0038 0,0191
[E] (Q) 0,008659  0,0036 2,40 0,03535" 0,0007 0,0166
GA(L) 0,004101  0,0035 1,18 0,26203™  -0,0035 0,0118
GA(Q) 0,008659  0,0036 2,40 0,03535" 0,0007 0,0166

** significativo a 1%. * significativo a 5%. ns: n&o significativo. R* = 0,83562. R, = 0,74595.

— 2
AH —0,33%0,025)2 —0,036X1 +0,010% —0,033)§ +0,029)g —0,030)§ +
+O,O15X4 —0,035)% +O,023X6

(@)

A superficie de resposta e de curva de contorno do delineamento de degradacdo dos
triacilglicerideos do efluente estdo apresentadas na Figura 5. A atividade hidrolitica maxima
(0,310 U.mL™) foi observada quando o volume de goma arabica a 7% foi fixado em 3 mL,
entre o pH de 7,47 a 7,92 e concentracdo de enzima de 0,111 a 0,148.

LD TR BRIeIERY N

(@)
Figura 5 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) do delineamento experimental
fatorial fracionario 2%, fixando o volume de goma arabica em 3mL.
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Em trabalhos utilizando enzimas, quanto menor a concentragdo de lipase utilizada e
maior a resposta obtida para a atividade hidrolitica, menor serd o custo da operacdo em
analise. No presente trabalho, a melhor resposta atividade hidrolitica foi obtida na area do
grafico com concentragdo de enzima de 0,111 a 0,148 g.mL™. E mais vantajosa a utilizacéo de
menor quantidade de enzima, dentro desse intervalo 6timo, sem que ocorra reducdo da
atividade hidrolitica, além de reduzir os custos do tratamento do efluente. Na literatura,
resultados diferentes foram obtidos para a atividade hidrolitica em funcdo da concentragéo de
enzima. Valente et al. (2010), estudaram a pré-hidrdlise da gordura de efluente da indUstria de
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pescado pela lipase pura do fungo Penicillium simplicissimum nas concentragdes de 0,2, 0,5 e
1,0% m/v em processo descontinuo. A diferenca na producdo de &cidos graxos livres
produzidos nos experimentos ndo foi significativa, apesar de ter aumentado com o teor de
Penicillium simplicissimum na hidrdlise, devido possivelmente, ao fato de haver producao e
consumo simultaneos desses compostos no meio reacional (LEAL; FREIRE e SANT’ANNA
JR., 2002). No presente trabalho, a concentracdo de enzima foi significativa no processo de
hidrélise no tratamento do efluente.

Agentes emulsificantes, como a goma arébica, tém sido sistematicamente empregados
em dosagens de atividade lipolitica quando se utilizam triacilglicerideos de cadeia longa como
substratos, ndo sendo considerados interferentes na hidrolise enzimatica de lipideos
(MENDES; CASTRO, 2004). O uso da goma arabica a 7% como agente emulsificante obteve
uma melhor resposta da atividade hidrolitica.

O desempenho insatisfatorio na atividade enzimatica observado em pHs maiores que
8,34 pode ser atribuido a rapida elevacdo do pH do meio reacional a valores maiores que 9,0,
afastando-se assim, do pH étimo de atuacdo da lipase de Burkholderia cepacia, resultando na
reducdo da atividade hidrolitica da enzima. Em pHs menores que 6,66, possivelmente, houve
também inibicdo da lipase, haja vista que estas atuam, preferencialmente, em pHs alcalinos ou
proximos do neutro. Essas alteracbes podem estar relacionadas com possiveis mudancas
conformacionais da enzima ou alteracGes no macroambiente, ou seja, na concentracdo do
substrato, produto, ions hidrogénio e ions hidroxilas do meio reacional (SAID; PIETRO,
2004; FERNANDES, 2007). Nos estudos de Pereira, Castro e Furigo (2003) as porcentagens
de hidrélise mais elevadas de efluentes de indUstrias avicolas foram obtidas em pH 7,
resultado que esta de acordo com o obtido no presente trabalho.

A validacdo do modelo proposto foi realizada em triplicata. Foi estabelecido X; de 7,5
de pH, X, de 0,12 g.mL™ de enzima comercial de Burkholderia cepacia, X3 de 3 mL de
volume de goma arébica e AH. (resposta estimada pelo modelo para atividade hidrolitica) de
0,310 U.mL™. A resposta obtida experimentalmente (AH) foi de 0,330 U.mL™. O erro em
relacdo ao modelo foi de 6,06%, indicando que os resultados experimentais foram
adequadamente ajustados ao modelo proposto.

Apobs obter a avaliagdo da hidrdlise dos triacilglicerideos do efluente analisou-se
também o efeito do modo de operacdo do processo, descontinuo e descontinuo alimentado
sobre a reagéo (Figura 6).
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Figura 6 - Evolucdo da hidrolise do efluente industrial pela lipase de Burkholderia cepacia durante 24
h de reagdo, em processo descontinuo e descontinuo alimentado
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A utilizacdo do processo descontinuo permitiu a obtencdo de resultados bastante
satisfatorios para a hidrélise do efluente. Houve aumento da atividade hidrodlitica
constantemente durante as sete primeiras horas de reacdo, sendo a maxima atividade
hidrolitica encontrada de 0,492 U.mL™. Entretanto, no processo descontinuo alimentado a
reacéo de hidrélise foi vigorosa apenas na primeira hora, com atividade de 0,233 U.mL™. A
partir de entdo, a variacdo na atividade hidrolitica ocorreu apenas depois de 4 h de reacdo
(0,258 U.mL™), permanecendo estavel até o final da processo, no tempo de 24 h.

O modo de operacdo do processo, descontinuo e descontinuo alimentado, influenciou
significativamente (p<0,05) a reacdo hidrolitica dos triacilglicerideos do efluente pela lipase
de Burkholderia cepacia. Apenas no tempo 2 h de reacdo que as atividades hidroliticas dos
triacilglicerideos, pela lipase de Burkholderia cepacia, ndo foram consideradas
estatisticamente significativas (p>0,05).

No processo descontinuo, o aumento da hidrdlise ao longo das 24 h de reacdo,
evidenciou outro aspecto importante, que o substrato ndo inibiu a enzima, mesmo em alta
concentracdo. O processo descontinuo pode levar a baixos rendimentos e/ou produtividades,
quando o substrato adicionado de uma s6 vez no inicio da reacdo exerce efeitos de inibico,
ou repressao (CARVALHO; SATO 2001a). No caso desta pesquisa esse efeito nao foi
observado, pelo contrario, o processo descontinuo favoreceu consideravelmente a hidrolise
dos triacilglicerideos do efluente industrial quando comparada ao processo descontinuo
alimentado. Portanto, para o tratamento do efluente, o processo descontinuo em pH 7,5,
concentracdo de enzima de 0,12 g.mL™ e 7,5% de goma arabica e 3 h de reagéo de hidrélise
foram as melhores condi¢bes para se obter a hidrdlise dos triacilglicerideos presentes no
efluente.

4. CONCLUSAO

Na caracterizacdo das lipases presentes no extrato enzimatico e da lipase de Burkholderia
cepacia, os melhores resultados foram encontrados a 37°C e pH 8,0. As melhores condicdes
para a hidrdlise do efluente industrial estudado foram utilizando processo descontinuo, em pH
7,5, concentracdo de enzima de 0,12 g.mL™, 7,5% de goma arabica a 7% e em tempo de
reacdo de 3 h, o que proporcionou maior hidrolise dos triacilglicerideos.
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