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RESUMO

A fisiologia microbiana &€ uma area promissora da biotecnologia para a sintese de
compostos de elevado valor agregado. Os micro-organismos apresentam vantagens devido
ao menor periodo de geragao, as facilidades de modificagbes fisiologicas e genéticas e a
grande diversidade de processos metabdlicos. O objetivo deste trabalho foi degradar 6leos e
gorduras de efluente lacteo por lipases produzidas por Yarrovia lipolytica. Planejamentos
fatoriais foram utilizados para investigar os efeitos de variaveis em trés etapas: em
fermentagao para produgdo de lipases, em formulagdo de bioproduto com atividade lipasica
para estabilizagdo da agdo catalitica da enzima e em tratamento de soro de queijo para
degradacao de 6leos e gorduras. Na presenca de residuo de refinaria de 6leo vegetal a 3 %
e cloreto de aménio a 0,2 g.L”" com 48 h a 28 °C, lipases foram produzidas sob cultivo
submerso. O liquido metabdlico livre de células com atividade lipasica foi estabilizado com
sorbato de sodio a 0,5 %, glicerol a 5 % e RENEX-95 a 10 %. Esse bioproduto apresentou
177 Ul.mL" da atividade enzimética durante 30 dias sob armazenamento a temperatura
ambiente (27 - 30 °C); pH 6timo 5,0 e 7,0, temperatura 6tima de 50 °C e estabilidade térmica
durante 120 min com retencdo de 100 % da atividade enzimatica a 50 °C e pH 5,0. A
aplicacéo de 7 % do bioproduto durante 12 h de tratamento de efluente lacteo degradou 98
% dos 6leos e gorduras presentes no soro de queijo. As lipases produzidas por Y. lipolytica
e formuladas com substancias estabilizadoras tem potencial para serem aplicadas na

degradacao de dleos e gorduras.

Palavras-chave: lipases, fermentacdo submersa, residuo industrial, Yarrovia lipolytica,
degradacéo de lipideos, efluente lacteo.



ABSTRACT

The microbial physiology is a promising area of biotechnology for the synthesis of
compounds of high value. The micro-organisms have advantages because of their shorter
generation facilities to physiological and genetic changes and the wide variety of metabolic
processes. The aim of this study was to degrade oils and fats from lipases produced by
Yarrovia lipolytica. Factorial designs were used to investigate the effects of variables in three
stages: fermentation for lipase production, bioproduct formulation for stabilization the
catalytic action of lipases and treatment of whey for degradation of fats and oils. In the
presence of a vegetable oil residue at 3 % and ammonium chloride at 0,2 g.L", during 48 h
at 28 °C, lipases were produced under submerged cultivation. The cell-free liquid metabolic
was stability with sodium sorbate at 0.5 %, glycerol at 5 %, RENEX-95 at 10 %. This
bioproduct presented 177 Ul.mL™" of the lipase activity during 30 days of storage at room
temperature (27 - 30 °C); it showed optimum pH at 5.0 and 7.0, optimum temperature of 50
°C and thermal stability for 120 min with retention of 100 % of the enzyme activity at 50 °C
and pH 5,0. The application of the bioproduct at 7 % during 12 h degraded 98 % of oils and
fats present in cheese whey. The lipases produced by Y. lipolytica and formulated with
stability agents have potential to be applied in the degradation of oils and fats.

Keywords: lipases, submerged cultivation, agro-industrial waste, Yarrovia lipolytica, lipid

degradation, dairy effluent.
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1 INTRODUGCAO

O desenvolvimento sustentavel tem sido incentivado pela utilizagdo de meios e
fontes de energia renovaveis. As vantagens desse desenvolvimento ocorrem ho campo
econbémico com produg¢do de insumos a partir de fontes renovaveis naturais e no campo
tecnoldgico, em cujos processos os residuos sdo reaproveitados ou biodegradados (FARIAS
et al., 2008).

Nesse contexto, a utilizagao de residuos ou subprodutos na composicéo de meio de
cultivo para produgéo de enzimas microbianas tem sido investigada. Existem enzimas
produzidas por diferentes micro-organismos que requerem destaque especial devido ao
valor econdmico (SCHENBERG, 2010; SILVA et al., 2009). Entre essas, encontram-se as
lipases que apresentam ampla diversidade bioquimica, favorecendo dessa maneira as
aplicagbes biotecnoldgicas (NAVARRO et al., 2011; ERNANDES et al., 2010).

Animais, plantas, protozoarios, fungos filamentosos, leveduras, bactérias e virus
produzem lipases cujas propriedades variam de acordo com sua origem (ILLANES, 2008).
A impossibilidade das lipases de animais e plantas atenderem a demanda mundial de
enzimas tem ocasionado interesse cada vez maior pelas de origem microbiana (FERNADES
et al., 2010). Os micro-organismos representam uma excelente fonte dessas enzimas devido
a sua diversidade bioldgica, menor tempo de geracdo e facilidades de manipulacbes
genética e fisiologica. Diferentes enzimas lipoliticas s&o produzidas por organismos distintos
ou por uma mesma cepa em fungéo das condigdes de cultivo (BROOKS, ASAMUDO, 2011).

Segundo Freire e Castilho (2008), as lipases tém lugar de destaque no mercado
mundial de enzimas por constituir um dos grandes grupos em volume de mercado
(importagdo), movimentando bilhdes de dolares e pelo aumento da quantidade de
informagdes reportadas na literatura (BON et al., 2008). Esses biocatalizadores sio
aplicados em varias areas industriais: alimenticias (aditivo na modificaciao de aromas),
quimica fina (sintese de ésteres), detergentes (hidrdlise de gorduras), tratamento de
efluentes (decomposigdo e remog¢éo de substancias oleosas), couro (remogéo de lipideos da
pele dos animais), farmacéutica e médica (remédios, digestivos e enzimas para
diagnéstico). No entanto, o elevado custo de producdo limita as aplicacdes (KAUSHIK et al.,
2011; RAJAN, NAIR, 2011).

A crescente demanda por leite e produtos lacteos ocasionou um acréscimo no
numero de industrias de laticinios e consequentemente, um aumento na quantidade de
aguas residuarias descartadas. Estima-se que 90% dessas empresas em funcionamento
sdo de pequeno e médio portes que ndo estdo adequadas as novas tecnologias limpas,
lancando seus efluentes de carga organica poluente em cursos d'agua (MENDES,
CASTRO, 2004; LOPORENA et al., 2009). Os efluentes lacteos sdo caracterizados pela



elevada demanda bioguimica de oxigénio (DBO) - 30.000 a 40.000 mg O,.L™") cujo valor é
aproximadamente 100 vezes maior que de um esgoto domestico. O efluente lacteo & um
poluente por conter; substancias gordurosas, lactoses, proteinas, sais. Por outro lado, é
considerado um produto nobre pelo seu teor de proteinas soluveis, ricos em aminoacidos
essenciais, pela presenga de vitamina do grupo B e pelo elevado teor de lactose e sais
(BAROSA et al,, 2010; MARMIROLLI, 2012).

Elevadas concentracdes de dleos e gorduras, presentes em efluentes de industrias
de laticinios, reduzem a eficiéncia nos tratamentos convencionais. Nos tratamentos
aerébios, como o sistema de lodo ativado, a elevada concentragdo de dleos e gorduras
causam a formacéao de filmes em torno dos flocos biolégicos, impedindo a transferéncia de
oxigénio para o micro-organismo com proliferagdo de micro-organismos filamentosos que
formam flocos soltos flutuantes no tanque de sedimentagao. No caso de digestdo anaerdbia,
quantidades excessivas de éleos e gorduras inibem a acdo de bactérias actogénicas e
metanogénicas (LOPORENA et al., 2009; MENDES, PEREIRA, CASTRO, 2010 ).

Efluentes oleosos podem ser pré-tratados por meio de enzimas, em especial as
lipases que atuam na interface orgénica-aquosa e catalisam a hidrélise de ligagbes éster-
carboxilicas presentes em acilglicerois (BON et al, 2008; CASTRO, MENDES, 2005;
SOUZA, 2011, BASHEER et al., 2011).

Considerando, o déficit econémico com a importagdo de enzimas (lipases), a
versatilidade dos micro-organismos na producdo de enzimas e o potencial do Brasil em
residuos agroindustriais, além da poluigao ambiental causada pelos efluentes lacteos, esse
trabalho visa a producdo de lipases microbianas por reaproveitamento de residuo para
aplicacdo na degradacéo de dleos e gorduras de soro de queijo.



10

2 OBJETIVOS

2. 1 Objetivo geral

Produzir lipases por Yarrowia lipolytica na presenga de residuo da refinaria de 6leo

vegetal para aplicagdo em tratamento de efluente lacteo.

2. 2 Objetivos especificos

> produzir lipases na presenga de residuo da refinaria de dleo vegetal;

> avaliar os efeitos de pH e temperatura na atividade lipolitica;

» investigar a estabilidade do liquido metabdlico formulado com atividade lipolitica durante
o armazenamento para aplicagao industrial;

» degradar 6leos e gorduras por tratamento biolégico de soro de queijo por agao de
lipases;

analisar estatisticamente os resultados obtidos.

A
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Enzimas

As enzimas sdo proteinas de complexidade estrutural presente em todos os seres
vivos; atuam como catalisadores na maioria das reagdes quimicas do metabolismo celular,
acelerando a velocidade das rea¢des quimicas em sistemas bioldgicos. A figura 1 ilustra a
reacao de entalpia das enzimas (NELSON, COX, 2006). Devido as condi¢des amenas de
temperatura e pH em que essas macromoléculas atuam, nos processos industriais de
catalisadores quimicos por enzimas, aumentam os beneficios econdémicos, como por
exemplo reducdo de tempo e energia. Devido as caracteristicas das enzimas esses
catalisadores podem ser utilizados industrialmente por reaproveitamento de residuos
industriais para a producéo de metabdlitos de valor econdmico diminuindo o impacto desses
residuos no meio ambiente (DHILLON et al., 2012).

Trés propriedades distintas das enzimas permitem que exercam pape! central na
promocéo e regulagio dos processos celulares, caracterizando-as como componentes vitais
aos sistemas vivos: elevada especificidade da reagdo (enzimas especificas para cada
reacdo), condigbes reacionais mais brandas (temperatura e pH), capacidade de regulacéo
da concentragdo e da atividade (diferentes metabolismos em funcdo das condicdes
fisiolégicas) (BAPTISTA et al., 2012).

Esses biocatalizadores apresentam um papel muito importante em varios setores
industriais, devido ao avango da tecnologia, como também da ciéncia das proteinas,
principalmente na area de bioquimica onde passaram a ser extraidos de células produtoras
e identificados como proteinas dotadas de agdo catalitica (ERNANDES et al.,, 2010). Sao
aplicadas em estudos de biologia molecular, desenvolvimento de metodologias analiticas,
fabricacdo de produtos tecnolégicos, no tratamento de efluentes, dentre outros (SILVA et al.,
2009, BAPTISTA et al., 2012).

As enzimas tém capacidade de agir sobre sangue, gordura, muco, saliva, proteinas
em geral, produzindo compostos mais faceis de serem removidos e, por conseguinte, torna
mais efetiva a acdo de agentes de limpeza. A indUstria de produgdo de limpeza absorve

mais de 40 % da produgdo mundial de enzimas, dentre elas, estdo as proteases e as lipases
(BARATTO, 2011).
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Figura 1 Reacao de entalpia em reacao enzimatica

3.2 Lipases

As lipases (EC 3.1.1.3 triacilglicerol acilhidrolases) sdo enzimas pertencentes a
familia da hidrolases, atuando na interfase organica-aquosa demonstrando niveis
consideraveis de atividade e estabilidade em ambientes aquosos e ndo-aquosos, ao
contrario de outras enzimas. Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molecular
variando de 20 a 75 kDa, atividade em pH entre 4,0 a 9,0 em temperaturas variando de
28°C a 70°C. Apresentam em sua maioria uma atividade otima na faixa entre 30°C e 40°C,
sendo sua termoestabilidade variando consideravelmente em funcao da origem. (MARTINS
et al., 2008; TALIRASAN, KUMAR, 2011; UNIPROT, 2013). Estao entre as mais importantes
classes de enzimas, sendo destacadas no cenario biotecnoldgico pela sua versatilidade, e
aplicadas em varios setores biotecnologicos, industrias alimenticia, farmacéutica, alem da
producao de biodiesel, detergentes e cosmeticos (BON et al., 2008; JIN-LAN et al., 2011;
NAQWVI! et al., 2011; SALIHU et al., 2011).

A utilizacao de lipases apresenta varias vantagens: estabilidades a elevadas
temperaturas e ampla faixa de pH, facilidade de separacao dos produtos e, quando
imobilizadas, podem apresentar elevada estabilidade térmica por longo periodo de tempo e
serem aplicadas em processos continuos, vantagens essas, que as tornam de grado

importancia no mercado mundial de enzimas. Estudos apontam que esses biocatalizadores



terdo importancia industrial confrontavel as pectinases que representam cerca de 30 a 40 %
das vendas de enzimas industriais (BON et al., 2008; DARVISHI et al., 2009; NWUCHE,
OGBONNA, 2011; GODOY et al., 2010).

A figura 2 ilustra a capacidade das lipases em catalisar ndo apenas a hidrélise de
triacilglicerideos, mas tambem, reacbes de sintese reversa como:. esterificacdo,
transesterificacdo e interesterificagao, permitindo a sua utilizagdo na sintese regiosseletiva
ou na resolugao estereosseletiva de alcodis, acidos carboxilicos e aminas. Essa capacidade
das lipases em catalisar essas reagdes com elevada eficiéncia e estabilidade, as tornam
muito atrativas e versateis. (KAUSHIK et al., 2011; KUMAR et al.,, 2012; BRUSHAN,
YADAV, PARSHAD, 2011).

As pesquisas realizadas com lipases estdo centradas em aumentar o grau de
conhecimento das caracteristicas estrutural e do mecanismo de acio dessas enzimas,
assim também como criando modelos que possam explicar e prever a sua
enantiosseletividade, como na clonagem e expressdes de genes de lipase de caracteristicas
interessantes em organismos de facil cultivo, em larga escala (TREICHEL et al., 2010).

Foi descoberto em estudos de cristalografia que a maioria das lipases possui um
sitio recoberto, e que o estado inativo pode prevalecer em solugdo, com essa descoberta
postulo-se que as lipases possuem uma “tampa” hidrofébica, formada por um oligopeptideo
helicéide, que protege o sitio ativo. Ao interagir com uma superficie hidrofdbica, ocorre a
ativacao interfacial, na qual o sitio ativo é exposto, permitindo livre acesso ao substrato. No
entanto nem a presenga da “tampa”, nem a ativagdo interfacial, sdo caracteristicas
genericas de todas as lipases. Como exemplo pode citar as lipases de Candida rugosa, que
ao ser cristalizado em duas diferentes condicdes, mostrou-se o sitio recoberto e o sitio
exposto (CASTRO et al., 2004).
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Figura 2 Reacdes catalisadas por lipases

As lipases podem ser de origem animal, vegetal e microbiana, tendo suas
propriedades variaveis de acordo com a sua procedéncia. Nos animais essas enzimas
participam do metabolismo de lipideos como a digestdo, a adsorgdo, a reconstituicdo de
gorduras e também no metabolismo de lipoproteinas. Nas plantas sdo encontradas em
tecidos de reservas de energia (MENONCIN et al., 2008)

As lipases foram obtidas inicialmente de pancreas de animais descoberta feita por
Claude Bernard (1856); Verificando que essa enzima solubilizava gotas de 6leo, se tornando
importantissima no pré-tratamento de efluente rico em gorduras animais, por se mostrarem
eficientes na hidrolise de triacilglicerois contendo acidos graxos com mais de 12 atomos de
carbono. Anos mais tarde, o0 acesso ao material de origem animal foi se tornando de dificil

acesso, onde surgiu o interesse pelas lipases microbianas que assumiram lugar de
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destaque no mercado mundial das enzimas, evidenciadas pelas aplicagbes em varios
setores industriais (BROOKS, ASAMUDO, 2011).

As lipases apresentam nos micro-organismos atividades fosfolipidicas, que s3o
utilizadas como mecanismo de defesa, ao serem secretadas proporciona competicdo com a
microflora; facilita a digestao dos lipideos e os acidos graxos livres liberados auxiliam na
adesdo tecidual célula-célula e célula-hospedeiro (CASTRO et al., 2004; BEOPQULOS et
al., 2009).

As enzimas microbianas apresentam uma grande estabilidade quando comparadas
as extraidas de plantas e animais, se destacando no cendrio biotecnologico por
apresentarem elevada velocidade de sintese, facilidade de manipulagdo fisioldgica e
genética de sua capacidade produtiva, o que torna sua produgdo mais vantajosa e segura.
(WANG et al., 2011). Sendo a maioria das lipases microbianas extracelular, a composicao
do meio influéncia na sua producdo, assim também como fatores fisico-quimicos pH,
temperatura e oxigénio (TREICHEL et al., 2009).

Essas enzimas apresentam um elevado potencial biotecnolégico na producao
industrial e a otimizagao dos substratos é de grande importancia para reducdo de custos na
producdo, estima-se que aproximadamente 30-40% do custo envolvido na produgio desses
biocatalizadores & devido ao meio de cultura utilizado para o crescimento dos micro-
organismos (GODQY et al., 2010; DEIVE et al., 2011).

3.3 Micro-organismos

A diversidade microbiana representa uma fonte importante de recursos genéticos
para o avango da biologia e biotecnologia. Estudos realizados em ecologia molecular
microbiana mostram a ampla extensio da diversidade microbiana na natureza. Isolamento e
selecdo de micro-organismo tém garantido o desenvolvimento de novos farmacos e
aplicagbes nas areas de salde, agricultura, industria e meioc ambiente. Com as novas
tecnologias envolvendo bioinformatica e biologia molecular, é possivel a caracterizagéo e
descobertas de novos genes, enzimas, metabolitos, bioativos e farmacos, a partir da
clonagem direta de DNA de amostra ambientais, com isso, novas estratégias de selecéo e
triagem de novos produtos tem sido realizado a partir do conhecimento da genémica e
expressao génica de organismos diversos (MESSIAS et al., 2013).

Diferentes micro-organismos sdo utilizados para producdo de substincias de
interesse comercial por processo fermentativo: antibioticos, acidos organicos, solventes,
enzimas e biocombustiveis (IMANI, KARAMAN, CARAPATI, 2010). O produto pode ser

ainda o proprio micro-organismo, a producdo de levedura de panificagdo e inoculantes
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agricolas, ou celulas microbianas podem ser utilizadas em processos de biotransformacao,
a producéo de esterdides, aromas e fragrancias (NAJJAR et al., 2011). Além da producao
de bens de consumo, 0s micro-organismos sac também utilizados em processos de
tratamento de residuos e efluentes urbanos e industriais, na recuperacdo de metais, tais
como cobre, chumbo e urédnio, ou em processos de biorremediacéo de solos contaminados
(ALBERTON et al, 2011).

A biotecnologia € uma aérea interdisciplinar que envolve diversos setores produtivos
(figura 3). Em decorréncia das varias aplicacGes de seus produtos, a biotecnologia insere-se
em uma gama de segmentos industriais, os principais produtos biotecnoldgicos podem ser
agrupados de acordo com o seu uso, na indUstria farmacéutica (antibidticos, horménios,
vacinas, vitaminas e proteinas terapéuticas humanas), alimenticia (aminoacidos,
flavorizantes, polissacarideos e gomas xantana) e na industria guimica (etanol, acetona,

butanol, glicerol, acido lactico, acido citrico, poliésteres, inseticidas microbianos) (PEREIRA,
2008; KUMAN, et al., 2012).

agropecuario

quimico %

veterinario

Figura 3 Setores produtivos da biotecnologia

Fonte: Pereira (2008)

Na natureza, grande parte da atividade necessaria para o aproveitamento da matéria
orgénica € realizada por fungos e bactérias produtores de enzimas. Tais micro-organismos
representam excelente fonte de enzimas devido a facilidade de manipulagio genética e a

ampla diversidade bioquimica. Nesse contexto, as lipases de origem microbiana sio
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preferidas em relacido as de origem animal e vegetal por expressarem caracteristicas
desejadas para aplicagao biotecnoldgica (NWUCHE, OGBONNA,2011).

As leveduras tém destaque como fonte de biocompostos, entre os quais
predominam as proteinas. S0 micro-organismos aplicados em industrias de alimentos
porque a maioria das espécies ndo apresenta caracteristicas patogénicas. Dentre as
leveduras, a Y. lipolytica se destaca por ser uma espécie amplamente utilizada em
aplicagdes industriais devido a sua versatiidade em produzir metabdlitos de valor
econdmico, pertence ac grupo das leveduras nao-convencionais que n&o apresentam
patogenicidade (YUZBASHEVA et al., 2012).

Em processos considerados seguros pela “Food and Drug Administration”, foi
utilizada em aplicacées tecnoldgicas, na producao de proteina (biomassa) e acido citrico
(YUSBASHEVA et al.,, 2011). Essa levedura utiliza substratos hidrofébicos tais como:
alcanos, acidos graxos e 6leos para o seu crescimento e secreta as proteinas: proteases,
RNase e lipases com elevada produtividade (BEOPOULOS et al., 2009).

Substratos e formas de fermentagdo vém sendo cada vez mais estudados com o
objetivo da redugdo de custos na producio de lipases microbianas, tornando essa enzima
viavel economicamente (SATIS-NAVARRO et al., 2011)

3.4 Aplicagdes de lipases microbianas

A capacidade das lipases em catalisar a hidrolise de éster, atuar em meios néo-
aquosos, reagdes de esterificagdo, interesterificagdo e transesterificacao, permite que essas
enzimas sejam usadas em sintese regiosseletiva ou na resolucdo estereosseletivas de
alcodis, acidos carboxilicos e aminas, originando produtos ativos (ésteres ou amidas),
ampliando consideravelmente as possibilidades de aplicacdes dessas enzimas. Por esse
motivo as lipases tornam-se excelentes alternativas em varios setores industriais, como na
industria de alimentos, de detergentes, oleoquimica, farmacéutica, de quimica fina, de
cosméticos e fragrancias, de polpa e papel, de couro, de biossensores e no tratamento de
efluentes ricos em 6leos e graxas (BON et al., 2008).

As lipases sdo empregadas com obtengdo de acidos graxos livres, a partir da
hidrélise seletiva de 6leos e gorduras presentes em determinados alimentos. Na indlstria de
panificagcdo, sdo utilizadas para a produgdo da massa macia. Na fabricagdo de queijo, séo
empregadas na alteragdo e intensificagdo do sabor, como também em processos de
aceleragdo e maturagdo. Ainda na industria de laticinio, as lipases sdo empregadas na
obtencdo de margarinas de baixo teor caldrico (PEREIRA, 2008, BROOKS, ASAMUDO,
20113
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As lipases, por apresentarem seletividade régio e esterioquimica, sdo muito
utilizadas na industria oleoquimica e na quimica fina; o seu uso nos processamentos de
Oleos tanto economiza energia, como também minimiza a degradacéo durante a alcodlise,
aciddlise, hidrolise e glicerélise (DEIVE et al., 2011). Além da capacidade de modificacdo de
triglicerideos por interesterificagcao, as lipases podem produzir lipideos estruturados, que
podem ser uma alternativa importante para a substituicido de éleos vegetais no mercado
(KAUSHIK et al., 2011).

Na industria téxtil, a utilizacdo de extrato bruto de enzimas, ou parcialmente
purificado, fornece inumeras vantagens, por diminuir o emprego de alcalis e de outros
agentes quimicos, além de evitar lavagem excessiva dos produtos, reduzindo o consumo de
agua e energia. As enzimas atuam na remogéao de amido, pectina, dleos e outros residucs
presentes nos tecidos. O tratamento enzimatico ndo modificar a estrutura celulésica do
tecido, mantendo a sua resisténcia mecanica, e ainda proporcionando um grau de brancura
comparavel com a preparacéo alcalina do algodao, dispensando etapas de branqueamento.
A remocdo de substancias pecticas, utilizando métodos convencionais é dificultada pela
associacdo dessas moléculas com cations (BON et al., 2008, ANDREWS, CAVACO-
PAULO, 2008 BARATTO, 2011; BAPTISTA, 2012).

Quanto a industria de papel, o auxilio das lipases garante a remocao do alcatrao,
constituido em grande parte por ceras e triglicerideos, deixando o produto com elevada
qualidade. Quando utilizadas junto com celulases e ligninases, essas enzimas podem
eliminar os depdésitos de resinas nos cilindros de secagem, que nesse caso diminui a
frequéncia de limpeza dos mesmos (MATEUS et al., 2012).

Quando comparado com outros surfactantes, os detergentes que contém enzimas
se destacam pela sua grande qualidade em remogdo das manchas, em superficies e
tecidos, como também pela menor temperatura necessaria & lavagem e por serem
biodegradada. O emprego das lipases em formulagdo de detergentes, é devido a
estabilidade dessas enzimas nas condigbes de lavagem, entre pH 10 e 11 e em
temperaturas de 30 a 60 °C, com a capacidade de atuarem sobre diversos éleos (BROOKS,
ASAMUDO, 2011; YUZBASHEVA et al., 2012).

No tratamento um de efluentes de diversas origens, trata-se de uma area crescente
de atuagdo de lipases. A literatura reporta varios trabalhos realizados com lipases no
tratamento de varios efluentes com resultados satisfatorios.

Alberton e colaboradores (2010) utilizaram lipases produzidas por Rhizopus
microsporus em pré-tratamento de efluentes lacteos, com nivel de lipideos acima de 1300
mg.L" e reduziram o nivel de éleos e gorduras para um valor inferior a 300 mg.L™" apés 72 h
de tratamento enzimatico a uma temperatura de 35 °C.
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Realizando estudos para remocado de gordura em efluente lacteo por agao de
lipases, Loperena e colaboradores (2009) chegaram a uma redugao de 75 % de gordura do
efluente apds 24 horas da agédo da enzima em temperatura de 30 °C.

Mendes e Castro (2004) utilizaram lipase pancreatica para hidrélise de oleos e
gorduras presentes em soro de queijo. No final do tratamento enzimatico obtiveram
concentracdes de acidos graxos proximos a zero. Em relagdo a DQO o resultado foi pouco
significativo com o tratamento enzimatico devido & alta concentragédo de lipideos. Pois os
mesmos afirmam que elevadas concentragdes de lipideos (0,8 a 1,2 g.L") diminui na
eficiéncia da remocao de DQO.

Um dos grandes avangos da biotecnologia, foi o emprego das lipases na produgéo
de biodiesel, apés a transesterificagdo de triglicerideos de cadeia curta, sdo produzidos
ésteres de acidos graxos de cadeia longa, 0s quais podem ser empregados como
combustivel, com a grande vantagem de nao produzir particulados nem dioxido de enxofre
(ZHANG, HU, 2012).

3.5 Produciao de lipases por fermenta¢ao submersa

Diversas lipases estdo atualmente sendo produzidas em larga escala e aplicadas em
varios setores comerciais, 0 que necessariamente quando utilizadas industrialmente passam
pela redugdo de custos de produgado, que pode ser alcangado por selegdo de novos micro-
organismos produtores, como o melhoramento genético, modificagbes do meio de cultura e
otimizacdo das condigdes de cultivo, além do sistema de produgao (ZHANG, HU, 2012). A
reducdo no custo do substrato também seria uma estratégia adequada para aumentar a
produtividade desses biocatalisadores, ja que o maior custo de produgéo esta envolvido com
0 meio de producdo (DHILLON et al., 2012).

A literatura cita mais de 4.000 enzimas conhecidas mundialmente, das quais apenas
200 delas s&do comercializadas, cerca das 75 % das enzimas industrializadas sao hidrolases
e 90 % sio de origem microbiana produzidas por processos fermentativos, estando as
lipases ocupando o terceiro grande grupo em volume de vendas no mundo, movimentando
bilhes de dolares. Mesmo com a grande variedade de lipases microbianas, Os elevado
custos de producdo faz com que essa enzima se torne insuficiente em escala industrial. A
tabela 1 apresenta alguns exemplos de lipases comerciais disponiveis no mercado (BON et
al., 2008).

Métodos faceis que sejam capazes de reduzir custos na produgido microbiana de
lipases devem ser estudados e assim atender o aumento da demanda da exploragdo
comercial. Varios parametros podem influenciar na producido dessas enzimas, composigio

do meio (fonte de carbono, nitrogénio, presenca de indutores, pH), todos se mostram de



grande importancia para otimizagédo da produ¢ao(RIGO et al., 2010; ALBERTON et al,, 2011;
MENONCIN et al., 2010; KRANTHI et al, 2012).

Dois tipos de fermentag¢ao sao reportados na literatura como processos de produgao
de lipases microbiana: fermentacéo soélida (FS) e fermentagdo submersa (FSM) levando em
consideracdo, a selegdo do micro-organismo, escolha do substrato, otimizagdo dos
pardmetros do processo, isolamento e purificagdo do produto; a FS & um processo
interessante do ponto de vista econdmico em relagdo o baixo custo das matérias-primas, no
entanto, dificuldades como controle e monitoramento do processo e a baixa oxigenacao
dificulta a producéo de substancias de interesse comercial em grande escala (SILVA, 2010).
A FSM é o processo mais utilizado para a produgédo de lipases, cuja caracteristica principal &
a utilizagdo de um meio fermentativo liquido com nutrientes soluveis. Na producdo em larga
escala esse tipo de fermentagdo apresenta uma elevada vantagem em relacdo a FS pela

sua facilidade no controle dos parametros do processo (SILVA, 2010; MARTINS et al.,
2011:YU et al., 2012).

Tabela 1 Exemplos de lipases comerciais disponiveis no mercado

Organismo produtor Aplicagao industrial
Candida rugosa Sintese orgénica
Candida artactica A/B Sintese organica
Thermomyces lanuginosus Aditivos para detergentes
Rhizomucor miehei Processamento de alimentos
Burkholderia cepacia Sintese organica
Pseudomas alcaligenes Aditivo para detergente
Pseudomas mendocina Aditivo para detergente
Chromobacterium viscosum Sintese organica

Fonte: Bon et al. (2008)

Fatores como aeracéo e agitagdo sao de fundamental importancia na produgéo de
lipase, micro-organismos estritamente aerdbio quando utilizados para a produgaoc de lipases
como é o caso da levedura Y. lipolytica utilizam o oxigénio presente no meio, que funciona
como aceptor final de elétrons, reoxidando moléculas na cadeia respiratéria(HOLZ et al.,
2009).

Trabalhos realizados por Kebabci e Cihang, (2012) mostram que a agitagao pode ser
importante na producao de lipases por Y. lipolytica, eles investigaram a agitacéo de 100 -
250 rpm e constataram que o aumento da agitacdo levou a obten¢ao de maiores valores na
produtividade lipolitica e conseguintemente diminuicdo no tempo de obtengao do valor

maximo de atividade.



O processo mais utilizado para a producdo de lipases é a fermentacao submersa,
que tem como uma das caracteristicas principais a dispersdo de células e nutrientes em
meio liquido. A técnica de fermentagéo submersa apresenta facilidade de cultivo em grande
escala, por garantir a homogeneidade do meio de produgdo como também a facilidade no
controle dos parametros do processo. Por outro lado, existe a probabilidade de
contaminacéo pela maior quantidade de agua utilizada, que nesse caso &€ um inconveniente
desse processo. Quando a enzima produzida € extracelular, existe outra limitacado, pois &
obtida uma preparagdo mais diluida, inserindo uma etapa de concentragdo mais trabalhosa
na purificacédo (CIAFARDINI et al., 2006; MARTNS et ai., 2011).

A técnica de fermentacdo submersa apresenta facilidade de cultivo em grande
escala, por garantir a homogeneidade do meio de produg¢do como também a facilidade no
controle dos parametros do processo. Por outro lado, existe a probabilidade de
contaminagdo pela maior quantidade de agua utilizada. Quando a enzima produzida é
extracelular, existe outra limitagdo, pois & obtida uma preparacdo mais diluida, sendo
necessaria a etapa de concentragdo. Para que a fermentagcdo submersa tenha viabilidade
econdmica esse processo fermentativo precisa ser investigado com reaproveitamento de
residuos (VARDANEGA et al., 2010; YU et al., 2012).

Na fermentacdo submersa, os principais fatores que afetam o processo sdo a
disponibilidade de carbono, tais como agucares e outros carboidratos, fontes organicas e
inorganicas de nitrogénio, ions inorganicos como fosfato, magnésio, ferro, cobre, manganés
e zinco que sdo necessarios para o crescimento. Além dos fatores fisicos temperatura, pH e
o oxigénio em quantidades suficiente para o desenvolvimento da biomassa (RAJAN, NAIR,
2011).

Nas Ultimas décadas, a fermentacdo submersa passou por importantes
aperfeicoamentos, com maior controle do processo num menor periodo de tempo (5 a 7
dias), além da eficiéncia, na transferéncia de oxigénio, remog¢ao de gas carbono e menor
risco de contaminacao (GODOQY et al., 2011).

Na produgdo de lipases por Paecylomyces variotti na presenga de substratos:
produtos agroindustriais (farelo de soja e farelo de trigo), a 40 °C durante 96 h, Giraldo e
colaboradores (2011) fizeram comparacao entre a fermentagao semi-solida e a fermentacgéo
submersa, esses autores na fermentacdo submersa observaram que na adi¢do de 1 % de
glicose inibi a produgao da enzima, enquanto a adicdo de 1 % de peptona como fonte de
nitrogénio, aumentou a producéo em 3,7 vezes em relacao a fermentagido semi-sdlida

Segundo Treichel e colaboradores (2009), a comparagdo quantitativa entre
fermentacdo submersa e fermentagdo sdlida é dificil devido a diferenga dos métodos
utilizados para determinagdo da lipases. Mas a literatura mostra algumas informagdes em

relacdo a comparacdes qualitativas; Rajan e Nair (2009), obtiveram atividade maxima para



fermentacdo solida de 569,10 U e para fermentagdo submersa de 550,90 U, utilizando
Aspergillus niger para produgéo de lipases.

A escolha do processo depende de varios fatores tais como, caracteristica do micro-
organismo, qualidade do produto final, as condicdes econdmicas para implantar processo e
regulacbes governamentais para descarte do residuo sélido ou liquido
(WINAYANUWATTIKUN et al., 2011).

Com a finalidade de estudarem o potencial das lipases produzidas por Aspergillus
terreus para a sintese de glicerideos na auséncia de solventes, Kaushik e colaboradores
(2011) utilizaram o meio basal contendo por litro: 2 g de nitrato de sédio, 1 g de caseina,
0,52 g de cloreto de potassio, 0.52 g de sulfato de magnésio, 1,52 g de nitrato cupico 1,52 g
de sulfato ferroso, 1,52 g de sulfato de zinco e 20 g de 6leo de milho como indutor; foi
produzido 7,01 U.mL™". No entanto, a interacio da caseina com o nitrato de sodio e 6leo de
milho como indutor, resultou num aumento de 7 % em 96 h de fermentacdo a 37 °C e 250
rom.

Winayanuwattikun e colaboradores (2011) realizaram um estudo com 360 cepas de
bactérias, fungos e leveduras para a produgéo de biodiesel a partir de lipases imobilizadas
por micro-organismos lipoliticos, usando 6leo de palma como matéria- prima. A bactéria
Staphylococcus warneri, a levedura Candida rugosa e o fungo filamentoso Fusarium solani
foram escolhidos devido & especificas atividades. A catalise de transesterificacdo entre
metanol e dleo de palma revelou que lipase imobilizada pela C. rugosa foi mais promissora
para o desenvolvimento adicional na catélise da sintese de biodiesel. A lipase foi produzida
em meio liquido que continha 0,4 % de glicose, 0,6 % de NH.(SQ,),, 0,1 % de KH,PQ,, 0,05
% de MgSO, e 3 % de dleo de palma. A enzima produzida foi adicionada a mistura da
reagdo, seguido por continua agitacéo de 300 rpm, a 40 °C por 6 h.

A tabela 2 exemplifica o potencial da levedura Y. lipolytica na producéo de lipases
dentre outros micro-organismos, utilizando diversos substratos: farelo de soja, gergelim,
améndoa, coco sob cultivo submerso e dleo de oliva como indutor. Sthaphylococus warneri
foi cultivado na presenga de glicerol e dleo de oliva e Aspergillus niger, na presenca de
farelo de soja, farinha de trigo, farinha-de mandioca e 6leo de canola.
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Tabela 2 Producao microbiana de lipases por fermentacao submersa

Micro- Residuo/fonte de _
Outros nutrientes Referéncias
organismo carbono
_ _ Soja, gergilim, Extrato de levedura, sulfato de Darvishi et al.
Y. lipolytica X . o
ameéndoa,coco amonio, cloreto de calcio (2009)

Extrato de levedura, sulfato de

Farelo de trigo, 6leo magnesio, carbonato de Kebabci,
Y. lipolytica | o -
de oliva calcio, dihidrogenofosfato de Cihang (2012)
potassio
Sthaphylococus | _ | Rech, Volpato
_ Glicerol, 0leo de oliva  Extrato de levedura, peptona
warneri (2011)

Farelo de trigo,

Brouks,
Aspergillus farinha de mandioca, Ureia, extrato de levedura,
_ o Asamudo
niger farelo desoja, oleo de  peptona
(2011)
canola

3.6 Substrato alternativo

O desmedido acréescimo populacional e 0 aumento da atividade industrial originaram
nas ultimas décadas varios problemas ambientais que vem se tornando cada vez mais
criticos e frequentes. Muitos estudos estao sendo realizados com intuito de desenvolver
tecnologias capazes de minimizar o volume e a toxidade dos efluentes de forma que néao
haja somente a remogao de substancias contaminante, mas também sua completa
mineralizacado (SILVA, ROSTON, 2010).

Varios substratos estao sendo utilizados com potencial aplicacdo em processos de
conversac guimica ou microbiana em produtos de interesse comercial. Esses materiais se
destacam pela a abundancia, que nesse caso vai depender do tipo do substrato existente
em cada regiao do pais, aléem de ser uma alternativa na reducéo desses rejeitos no meio
ambiente (BRIAO, TAVARES, 2007; ALBERTON et al., 2010).

O Brasil apresenta um grande potencial na producido de recursos renovaveis, tais
como produtos agricolas, florestais e materiais lignocelulésico, destacando-se o bagaco e
palha de cana; sabugo e palha de milho; palha de trigo e arroz; restos de madeira

processada e lixo baseado em papel. Em relacao aos residuos provenientes de biomassa
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alimenticia, a quantidade total gerada em nosso pais atinge cerca de 350 milhdes de
toneladas/ano valor esse que ndo pode ser desdenhado e exige que esses materiais
tenham um aproveito mais racional (SILVA, ROSTON, 2010).

Os residuos agricolas em geral, contem cerca de 20 a 60 % de celulose 20 a 30 %
de hemicelulose e 15 a 30 % de lignina, o bagacgo de cana-de-agucar, farelo de trigo e de
arroz, por exemplo, contem cerca de 25 a 40 % de celulose, 20 a 35 % e hemicelulose e 15
a 35 % de lignina. Esses materiais podem ser utilizados como substratos em processos
fermentativos, pois mais de 70 % da matéria seca € constituida de carboidratos (BON et al.,
2008). A maior parte apresenta-se como celulose uma (3 (1-4) glucana que pode ser
convertida em glicose. As hemiceluloses sdo heteropolimeros de pentoses e hexoses e
correspondem de 10 a 40 % da matéria seca dos residuos lignocelulosicos, onde essa
fracAo pode ser convertida em agucares monomericos, como a xilose em temperaturas a
baixo de 200 °C na presenca de acidos diluidos (BON et al., 2008).

QOutro residuo industria que merece destague é o soro de queijo, considerado o
principal subproduto da industria lactea representando 85 - 90 % do volume do leite utilizado
na fabricagdo do queijo. Esse residuo tem se mostrado util como substrato na produgdo de
enzimas, como também outros produtos de interesse comercial, tornando-se uma alternativa
viavel para diminuir os custos da produgaoc desses produtos (MATOS et al., 2010).

.Um dos principais obstaculos na aplicacéo de enzimas na industria esta no eleva
custo da sua producdo. Considera-se que o substrato para o desenvolvimento desses micro-
organismos corresponde a faixa de 30 a 40 % do custo da producéo de enzimas em escala
industrial, sendo a pesquisa de metodologias e substratos alternativos de suma importancia
na escala industrial (DARVISHI et al., 2009).

Ladeira e colaboradores (2012) utilizaram o soro de queijo e a agua de maceragao
de milho na produgdo de proteases por Bacillus sp. visando a reducgdo dos custos da
producdo, e obtiveram atividade méxima da proteina de 72,2 U.mg’ em 30 horas de
fermentacdo em temperatura de 70°C.

Barbosa e colaboradores (2010) realizaram estudos com o soro de queijo na
producdo de aguardente por Saccharomyces cerevisiae e obtiveram resultados satisfatorios
na producédo de etanol de 7,33 °GL apo6s 32 h, resultados esses condizentes com a literatura
citado por Florentino (2006).

Estudos realizados por Diniz, Druzian, Audibert (2012) na produgdo de goma
xantana por Xhanthomona campestre manihotis, utilizando como substrato casca de cacau
e soro de queijo, obtiveram um resultado de 12,01 g.L”' para a producdo com o soro de
gueijo, com um rendimento de 1,6 vezes maior do que com o residuo da casca do cacau.

Substratos com elevados teor de lipideos como € o caso dos residuos da indUstria

de dleo vegetal, resultantes da degomagem do 6leo bruto de soja, pode ser uma alternativa
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interessante para minimizar custos na producao de lipases, visto que o grande obstaculo na
obtengcdo desse bioproduto esta relacionado a gastos com substratos para o
desenvolvimento do micro-organismo. Outra vantagem na utilizacdo desses residuos como
substratos, €& que ‘eles podem aumentar a atividade lipolitica (IMANDI,
KARAMAN,GARAPATI, 2010).

Alberton e colaboradores (2011) trabalharam com lipases produzidas por Rhizopus
microsporus por fermentagao solida, de semente de girassol, no tratamento de efluente
lacteo com niveis de lipideos acima de 1300 mg.L”". Os experimentos foram realizados em
frascos de Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL do efluente lacteo, 0,3 g do liquido
metabdlico com atividade lipolitica de 33 U.g” e incubados por 72 h, a 35 °C e 150 rpm. Foi
determinada a diminuicdo de lipideos inferior a 300 mg.L™".

Valadao e colaboradores (2007) utilizaram lipases produzidas por P. restrictum por
fermentacéo sélida de torta de babagu, no tratamento de efluente de matadouro aviario. O
teor de dleos e gorduras apos a separagdo por flotagdo variou de 150 a 1200 mg.L™". As
amostras foram pré-tratadas com 0,1 0,5 e 1 % do material fermentado e incubadas por 22
h, a 35 °C e 120 rpm. O processo de degradacéao foi realizado em frascos de Erlenmeyers
de 100 mL, contendo 90 mL do efluente bruto. Foi determinada a diminuicéo de dleos e
gorduras na faixa de 150 a 750 mg.mL™".

3.7 Tratamento bioldgico de efluente lacteo

Devido ao elevado crescimento populacional e o aumento da atividade industrial,
problemas ambientais tém sido freqientes. Com isso é notavel alteragées na qualidade do
solo, ar e agua. Dentro desse contexto, a industria de laticinios apresenta um especial
destaque, devido ao grande volume de agua necessario para o beneficiamento do leite
colocando-as como uma das principais geradoras de efluentes industriais. Segundo a
literatura, para cada litro de leite beneficiados gera em media 2,5 litros de efluente (MATOS
et al., 2010).

Devido a grande quantidade de lipidios, carboidratos e proteinas presentes nesses
efluentes, eles se apresentam com uma elevada demanda quimica e bioquimica de
oxigénio, atribuindo ao sistema uma alta carga organica. O langamento dessas aguas
residuais sem o tratamento adequado nos corpos hidricos reduz de maneira drastica a
quantidade de oxigénio presente, colocando em risco todo ecossistema aquatico
(MENDES et al., 2005; SALAZAR, FILHO, 2010).

Os processos biologicos sdo os mais utilizados nesse tipo de efluente devido a sua

eficiéncia e por serem economicamente viavel quando comparados com fisico-quimicos.
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Esse tipo de tratamento tem a fungdo de remover a matéria organica facilmente
biodegradavel através do metabolismo de oxidacdo de sintese das células (RIBEIRO et al.,
2011). Segundo Mendes et al. (2005), os tratamentos bioldgicos de residuos devem atender
alguns requisitos importantes como: redugao da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) do
residuo a ser tratado, degradacéo de compostos quimicos organicos de dificil degradacéo
(recalcitrante) e fornecimento de um efluente em condigbes que nao afete o equilibrio do
sistema receptor final (lagos e rios). Observa-se na tabela 3, exemplos de aguas residuais
potencialmente trataveis por processos bioldégicos com os respectivos valores de DBO dos

rejeitos.

Tabela 3 Valores de DBO para diferentes tipos de aguas residuais

Aguas residuais DBO (mg.L™")
Esgotos sanitarios 200 - 600
Efluente de alimentos (enlatados) 500 - 2.000
Efluente de cervejarias 500 - 2.000
Efluente de processos de oleos comestiveis 15.000 - 20.000
Efluente de destilaria de alcool (vinhaga) 15.000 — 20.000
Percolado de aterros sanitarios (chorume) 15.000 — 20.000
Efluente de matadouros 30.000
'Efluente de laticinios 40 — 48.000

Fonte: Mendes et al. (2005)

Os produtos biolégicos dividem-se em aerdbios e anaerdbios. Nos processos
aerdbios a estabilizagao dos despejos é feita por micro-organismos aerébios ou facultativos,
cuja degradacao biologica das substancias orgénicas complexas ocorre na presenga de
oxigénio livre, os produtos finais resultante da matéria oxidada se divide em duas etapas,
uma delas vai produzir energia para processos vitais, a outra vai ser convertida em novas
células, onde sem a presenga da matéria organica ha necessidade de metabolizar suas
reservas celulares para obter energia gerando os produtos finais didxido de carbono, agua e
outros (CAMMAROTA, FREIRE, 2006).

Nos pfocessos anaerdbios no tratamento de rejeitos, a decomposicdo da matéria
organica € realizada na auséncia do oxigénio, nessa degradagdo ocorrem reacdes que
reduzem as dimensdes das particulas, tornando-as soluveis quebrando as cadeias triplas ou
duplas existentes; os produtos finais do processo sdo metano, compostos organicos, didxido
de carbono, acido sulfidrico e aménia (MORAIS, 2005).

Varias vantagens podem ser observadas no processo biolégico anaerdbio: baixo

consumo de energia, baixos custos de implantacdo, baixo consumo de nutrientes,
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aplicabilidade em pequena e grande escala. Nao necessitando de equipamentos de aeracao
artificial nesse processo, ha geragéo de biogas (CH,) podendo ser aproveitado na industria
como fonte de energia. Uma das desvantagens encontrada nesse processo é a
apresentacac de problemas na presenca de efluentes com elevados teores de gordura tais
como desenvolvimentos de lodos com baixa atividade, caracteristicas fisicas inadequadas e
com elevada tendéncia a flotagéo, alem da baixa produgio de biomassa, apenas 10 - 20 %
do volume produzido pelo o aerébio devido a reduzida taxa de crescimento dos micro-
organismos no consorcio anaerobio (MENDES et al., 2006; ROSA, 2004).

Os lipidios presentes nos efluentes representam uma perda industrial importante,
além de interferir negativamente nos Sistemas de Tratamento de Efluente. Varios problemas
podem ser detectados quando elevadas concentragdes de lipidios estio presentes, alguns
deles sdo: formacédo de lodos com diferentes caracteristicas fisicas e reduzida atividade
hidrolitica devido & flotagdo dessa biomassa, aumento do tempo de reten¢do hidraulica
desses efluentes nas lagoas de estabilizagdo, redugéo na capacidade de aeradores e
elevada demanda de produtos floculantes (PEREIRA et al., 2003; VIDAL et al., 2000;
ALBERTON et al., 2010)

Processos alternativos vém sendo utilizados com a finalidade de reduzir lipidios
presentes em efluentes com elevada carga orgénica por meio da acdo das enzimas,
particularmente lipases. Essas enzimas sdo catalisadores que tem muita aplicacao,
apresentando uma importancia particular pelo fato de hidrolisarem 6leos e gorduras que
pode ser de grande importancia para o tratamento de efluente com elevado teor de gordura
(MENDES et al., 2005).

As lipases pertencem ao grupo das enzimas hidroliticas que atuam na interface
organica-aquosa, catalizando a hidrélise de ligaces éster-carboxilicas e liberando acidos e
alcodis organicos presente em acilglicerois. Com a sua utilizacdo os niveis de sélidos
suspensos e lipidios vao ser reduzidos, possibilitando melhores condigdes no tratamento
anaerobio, desobstrucdo de filmes de éleos em tubulacées com aumento da vida Util dos
equipamentos (BON et al., 2008, DARVISHI et al,, 2009; NWUCHE, OGBONNA, 2011:
GODOQY et al.,, 2010).

A aplicagdo de preparado enzimatico sélido (PES) produzido pelo Penicillium
simplicissimum rico em lipase foi avaliado por Valente et al. (201 1) no tratamento de efluente
da industria de conservas de pescado. Com relagéo a reducédo de DQO, os valores obtidos
foram de 91 a 95 % com o efluente contendo éleos e gorduras na faixa de 1500 mg.L".

Preparagtes de lipases comerciais de origem animal foram estudadas por Mendes e
Castro (2005) para redugdo do teor de lipideos presentes em efluentes das indlstrias de
produtos lacteos, o soro de queijo foi usado como substrato representativo para determinar

a influéncia das varidveis na hidrolise de dleos e gorduras presentes no efluente e
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constataram ao final do tratamento enzimatico concentragdes de acidos graxos proximos a
zero. Cammorota e colaboradores (2006), ao realizarem estudos utilizando material solido
fermentado por Penicillium restrictum, obtiveram 90% de remo¢ao de éleos e gorduras apoés
40 dias de operagdo em reator anaerdbio de efluentes lacteos contendo entre 203 a 869
mg/L de o6leos e gorduras. Leal e colaboradores (2008) também realizaram estudos
utilizando lipases produzidas por P. restritum na presenca de torta de babacgu para a
degradacéo de 6leos e gorduras de efluentes lacteos semi-sintético, contendo 2 g/L de leite
em pé com concentragdes de lipideos na faixa de 200 a 1000 mg/L e obtiveram 91% de
remocéo de lipideos apds 12 h de tratamento a temperatura de 30 °C.

Jeganathan e colaboradores (2006) obtiveram remoc¢ao de éleos e gorduras entre 30
a 40 % ao final de trés dias de tratamento do efluente de industria de alimentos de animais
domésticos com lipases de Candida rugosa, imobilizadas em alginato de sodio,
apresentando atividade lipolitica de 760 U.mg”. Os efluentes foram hidrolisados com

concentragdes de lipase imobilizada entre 0.6 e 1,2 g.L™".



29

4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALBERT, D.: MITHELL, D. A;; CARDOVA, J.; ZZAMORA, P.; KRIEGER, N. Production of a
fermend solid containing lipases of Rhizopus microporus and its application in the pre-
hydrolysis of a high-fat dairy wastewater. Food Science and Thechnology, v. 48, p. 28-35,
2010.

BEOPOULOS, A.; CESCUT, J.; HADDOUCHE, R.; URIBELARREA, J. L.; JOUVE, C. M.;
NICAUD, J. M. Yarrowia lipolytica as a model for bio-oil production. Progress in Lipid
Research, v. 48, p. 375-387, 2008.

BAPTISTA, N. M. Q.; SANTOS, A. C.: ARRUDA, F. V. F.: GUSMAO, N. B. Produgéo das
enzimas lignina peroxidase e lacase por fungos filamentosos. Scientia Plena, v. 8, p. 1-7,
2013,

BARATTO, C. M.; SALAMONI, S. P, COSTA, R.; OLIVEIRA, C. B. Selegdo de
microrganismo produtores de enzimas hidrdliticas isoladas de regido de Santa Catarina,
Brasil. Evidencia, v. 11, p. 15-28, 2011.

BHUSHAN, |.; YADAU, A. K.; PARSHAD, R. Enhancement in the production of lipase from
Arthrobacter sp. Using fed-bath fermentation strategy. Jornal Biotecnology, v. 2, p. 522-
534, 2011.

BROOKS, A. A; ASAMUDO, N. U. Lipase production by strains of Aspergillus species
isolated from contaminated body creams. Journal of Toxicology and Environmental
Health Sciences, v. 3, p. 311-316, 2011.

CARVALHO, R. G.: CORREA, T. L. R;; SILVA, J. C. M.; VIANA, A. P.; MARTINS, M. L. L.
Otimizacao das condi¢des de cultivo para produgao de amilases pelo termofilico Bacilfus sp.
e hidrdlise de amido pela agdo da enzima. Ciéncias e Tecnologia da Alimentacao, v. 28,
p. 380-386, 2008.

DARVISHI, F.; NAHVI, |.; ESFAHANI, H. A.; MOMENBEIK, F. Effect of plant oils upon lipase

and citric acid production in Yarrowia lipolytica yeast. Journal of Biomedicine and
Biotechnology, v. 1, p. 1-7, 2009.



30

DEIVE, F. J.; ALVAREZ, M. S_; MORAN, M. P.; SANROMAN, A; LONGO, M. A. A process
for extracellular thermostable lipase productionby a novel Bacillus thermoamylovorans strain.
Bioprocess Biosyst Eng, v. 3, p. 1-11, 2011.

DHILLON, G. S.; KAUR, S.; BRAR, S. K.; VERMAN, M. Potencial of apple pomace as a solid
substrat for fungal cellulose bioproduction through solid-state frmentation. Industria Crops
Production, v. 38, p. 6-13, 2012.

DAILTON, E. R.; VEITES, R. L.; CARVALHO, L. R.; SIMON, J. W.; RUSSO, V. C. Avaliagao
sensorial do guacamole com adigdo de alfa-amilase e acido ascorbico conservado pelo frio.
Ciéncias e Tecnologia, v. 58, p. 140-148, 2011.

FERNANDES, F. M. P. G.; BOSCOLO, M.; CRUZ, C. H. G. Influéncia da composicdo do

meio para a producdo de Zymomonas mobilis. Acta Scientiarum Technology, v. 32, p. 21-
26, 2010.

FELIX, V. G.: FELIX, C. R.; FRANCO, C. R. Bacterias periodantais e produgéo de proteases.
Oral sciences, v. 2, p. 23-31, 2010.

FREIRE, D. M. G.; CASTILHO, L. R. Lipases em biocatalise. In: E. P. §. BON, M. A.
FERRARA, M. L. CORVO. Enzimas em biotecnologia - produgdo, aplicagbes e
mercado. Rio de Janeiro: Interciéncia, 2008. p. 369 -385.

FARIAS, C. S.; LEMO, V.; RODRIGUEZ, V. F.; NETO, V. M;; COURI, S. Avaliagédo de
diferentes residuos agroindustriais como substrato para avaliagdo de celulase por

fermentacdo smi-sélida. Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento, v. 1, p. 13, 2008.

GODOY, M. G.: MELISSA L. E. GUTARRA, M. L. E;;CASTRO, A. M.; MACHADO, O. L. T ;
FREIRE, D. M. G. Adding value to a toxic residue from the biodiesel industry: production of
two distinct pool of lipases from Penicillium simplicissimum in castor bean waste. Microbiol
Biotechnol, v. 38, p. 945-953, 2011.

IFTIKHAR, T.: NIAZ, M.; ZIA, M. A.; SADAF, M.; JABEEN, R. Production potential of locally
isolated strain of fusarium solani (mbl 24) for extracellular lipases. Pak. J. Bot, v. 44, p. 393-
398, 2012.



31

IMANDI, S. B.; KARANAM, S. K.; GARAPATI, H.R. Optimization of process parameters for
the production of lipase in solid state fermentation by Yarrowi lipolytica from niger seed oil

kake (Guizotiaa ayssinica). Journal of Microbial & Biochemical Technology, v. 2, p. 28-
36, 2010.

ILLANES, A. Enzyme production. In: . Enzyme Biocatalysis — Principles end
Aplications . Springer: Chile, 2008. p. 57-106.

KAUSHIK, R.; MARWAH, R. G.; GUPTA, P.; SARAN, S.; SASO, L.: PARMAR, V. S R. K.
SAXENA, R. K. Optimization of lipase production from Aspergillus terreus by response
surface methodology and Its potential for synthesis of partial glycerides under solvent free
conditions. Journal Microbiol., v. 50, p. 456-462, 2011.

KEMPKA, A. P, LIPKE, M. L; PINHEIRO, T. L. F.; MENONCIM, S.; TREICHEL. H.;
FREIRE, D. M. G.; LUCCIO, M.; OLIVEIRA, D. Response surface method to optimige the
production and characterization of lipase, from Pnicillium verrucosum in solid-state

fermentation. Bioprocess Biosyst Eng, v. 31, p. 119-125, 2008.

KEBABCI, O.; CIHANGIR, N. Comparison of three Yarrowia lipolytica strains for lipase
production: NBRC 1658, IFO 1195 and a local strain. Turk J Biol, v. 36, p. 15-24, 2012.

KRANTHI, V. S.; RAO, D. M.; JAGANMOHAN, P. Production protease by Aspergillus flavus
through solid state fermentation using different oil seed cakes. International Journal of
Microbiological Research, v. 3, p. 12-15, 2012.

KUMAR, R.; SHARMA, A.; KUMAR, A.; DEEPAK SINGH, D. Lipase from Bacillus pumilus
RK31: Production, Purification and Some Prop. Sciences Journal, v. 16, p. 940-948, 2012.

LIMA, C. D. L. C.; LIMA, L. D.; CERQUEIRA, M. M. O. P.; FERREIRA, E. G.; ROSA, L. A,
Bactérias do acido lactico e leveduras associadas com o queijo-de-minas artesanal
produzido na regido da Serra de Salitre Minas Gerais. Arquivo Brasileiro de Medicina,
Veterinaria e Zootecnia, v. 61, p. 266-272, 2009.

MARTINS, S.; MUSSATO, S. J,; AVILA, G. M.; AGUILAR, C. N_; TEICHEIRA, J. A. Bioactive

phenolic compounds: production and extraction by solid-state fermentation. Biotechnology
Advances, v. 29, p. 365-373, 2011.



32

MATEUS, G. G.; GUATARRA, M. L. E.; CASTRO, A. M,; OLGA, L. T. MACHADO, O. L. T;
FREIR, D. M. G. Adding value to a toxic residue from the biodiesel industry: production of
two distinct pool of lipases from Penicillium simplicissimum in castor bean waste. Microbiol
Biotechnol, v. 38, p. 945-953, 2012.

MOON, E. J.; KIM, J. W.; KIM, C. K. Fabrication of membranes for the liquid separation Part
2: Microfiltration membranes prepared from immiscible blends containing polysulfone and
poly(1-vinylpyrrolidoneco-acrylonitrile) copolymers. Journal of Membrane Science, v. 274,
p.244-251, 2006.

MACHADO, B. A. S.: REIS, J. H. O.; FIGUEIREDO, T. U. B.; DRUZIAN, J. J. Mapeamento
tecnolégico da gomo xantana com enfoque em pedidos de patentes depositados no mundo
entre 1970 a 2009. Gestao, Inovagao e Tecnoelogia, v. 2, 2009.

NANDI, B. K.: UPPALURI, R.; PURKAIT, M.K. Preparation and characterization of low cost
ceramic membranes for microfiltration applications. Applied Clay Science, v. 42, n. 1-2, p.
102-110, 2008.

NAVARRO, A. S.; GEA, T.; BARRENA, R.; SANCHEZ, A. Production of lipases by solid
state fermentation using vegetable oil-refining watts. Bioreusource Technology, v. 102, p.
1080-1082, 2011.

NWUCHE, C. O.. OGBONNA, J. C. Isolation of lipase producing fungi from palm oil Mill
effluent (POME) dump sites at Nsukka. Brazilian Archives of Biology and Technology, v.
54, p. 113-116, 2011.

RAJAN, A.; NAIR, J. A comparative study on alkaline lipase production by a newly isolated
Aspergillus furmigatus MTCC 9657 in submerged and solid-state fermentation using
economically and industrially feasible substrate. Furk Biol, v. 35, p. 569-574, 2011.

RIGO, L.; NINOW, J. L; LUCCIO, M.; OLIVEIRA, J. V.; POLLONI, A. E.; REMONATO, D.;
ALBERT, F.; VALDENAGA, R.; OLIVEIRA, D.; TRICHEL, H. Lipase production by solid
fermentation of soybean meal with different supplements. Food Science and Technology,
v. 43, p. 1132-1137, 2010.

SCHENBERG, A. C. G. Biotecnologia e desenvolvimento sustentavel. Estudo avangado, v.
24, p. 103-115, 2010.



33

SILVA, G. A. B.;: ALMEIDA, W. E. S.; CORTES, M. S.; MARTINS, E. S. Producgao e
caracterizacao de protease obtida por Gliocladium verticilloides através da fermentacao em

estado solido de subprodutos agroindustriais. Revista Brasileira de Tecnologia
Agroindustrial, v. 3, p. 28-41, 2009.

SOUZA, S. M. G.; MATHIES, V. D.; FIORAVANZO, R. F. Off-flavor por geosmina e

metilisoborneol na aquicultura. Ciéncias Agrarias, v. 33, p. 835, 2012.

SILVA. M. S.: FREIRE, D. M. G.: CASTRO, A. M.; LUCCIO, M.; MAZUTTI, M. A.; OLIVEIRA,
J. V.. TREICHEL, H.: OLIVEIRA, D. Concentration, partial characterization, and
immobilization of lipase extract from FP. brevicompctum by solid-state fermentation of

babassu cake and castor bean cake. Biochemical Biotechnology, v. 164, p. 755-766,
2011.

SOQUZA, O.; SOUZA, M. T. C,; SANTQOS, |. E. Tratamento quimico de residuos agricolas
com solucio de uréia na alimentagao de ruminantes. Rev. Capril Virtual, 2007. Disponivel

em: <http://www.caprilvirtual.com.br > . Acesso em: 03 mar. 2011.

THANAPIMMETHA, A.; LUADSONGKRAM, A.: TITAPIWATANAKIUN, B.; SRINOPHAKUW,
P. Vallue added waste of jatropha curcas residue. optimization of protease production in

solid state fermentation by taguchi DOE methodology. Industrial Crops and Products, v.
37, p. 1-5, 2012.

TOMMASO, G.; SOUZA, B. M.; MACEDO, G. C.; GUILHERME SOUSA SILVA, G. S;
KAMIMURA, E. S. Production of lipase from Candida rugosa using cheese whey through

experimental design and surface response methodology. Food Bioprocess Technology, v.
4 p. 1473-1481, 2011.

VARDANEGA, R.: REMONATTO, A.; ARBET, F.; POLLONI, A.: RIGO, E.: NINOW, J. L.
TREICHEL, H.; OLIVEIRA, D. A systematic study on extraction of lipase obtained by solid-

state fermentation of soy bean meal by newly isolated strain of Penicillium sp. Food
Bioprocess, v. 3, p. 461-465, 2010.

VAN REIS, R.; ZYDNEY, A. Bioprocess membrane technology: Review. Journal of
Membrane Science, v. 297, p. 16-50, 2007.



34

WANG, H.: ZHANG, J.; ANG, X.; DAI, Y. Genome shuffling improves production of the
lowtemperature alkalophilic lipase by Acinetobacter johnso. Biotechnol Lettnii, v. 34, p.
145-151, 2012. '

YU, X.; GU, Z.; SHAQ, P_; TU, K.; JIN, X. Optimization of solid state fermentation media of
Hericium herinaceus for soluble dietary fiber using artificial neural networks and genetic
algorithms. Jornal of Biotechnology, v. 11, p. 2731-2739, 2012.

YUZBASHEVA, E. Y.; YUSBASHEV, T. V.; LAPTEV, I. A; KONSTANTINOVA, T. K;
SINEOKY, S. P. Efficient cell surface display of Lip2 lipase using C-domains of
glycosylphosphatylinositol-achored cell wall proteins of Yarrowia lipolytica. Microbiol
Biotechnol, v. 91, p. 645-654, 2011.

ZHANG, J.; HU, B. Solid-state fermentation of Mortierella isabelina for lipid production fron
soybean hull. Biochem Biotechnol, v. 166, p. 1034-1046, 2012.



CAPITULO I

Degradaciio de lipideo de efluente lacteo por bioproduto com

atividade lipasica produzido por Yarrovia lipolytica

Lipid degradation of a dairy effluent by a bioproduct with

lipase activity produced by Yarrovia lipolytica

Edson Rodrigues Vieira
Manoel Gomes Pedroza Neto
Sérgio Carvalho de Paiva

Alexandra Amorim Salgueiro

Trabalho submetido a Revista Engenharia Sanitdria e Ambiental



36

Resumo

O objetivo deste trabalho foi degradar 6leos ¢ gorduras de efluente lacteo por lipases
produzidas por Yarrovia lipolytica. Na presenga de residuo de refinaria de 6leo vegetal a 3 %
v/v e cloreto de amonio a 0,2 g.L”' com 48 h a 28 °C, lipases foram produzidas sob cultivo
submerso. O liquido metabolico livre de células com atividade lipasica foi estabilizado com
sorbato de sddio a 0,5%, glicerol a 5 % e RENEX-95 a 10%. Esse bioproduto apresentou 177
UL.mL™" de atividade enzimatica com 30 dias sob armazenamento 4 temperatura ambiente (27-
30 °C); pH 6timo 3,0 e 7.0, temperatura 6tima igual a 50 °C e estabilidade térmica durante
120 min com reten¢do de 100 % da atividade enzimatica a 50 °C e pH 5,0. A aplica¢io de 7%
do bioproduto durante 12 h de tratamento de efluente lacteo degradou 98% de 6leos e
gorduras presentes no soro de queijo. As lipases produzidas por Y. lipolytica ¢ formuladas
com substancias estabilizadoras tém potencial para serem aplicadas na degradacgio de 6leos e

gorduras,

Palavras-chave: lipases, estabilidade de enzimas, degradacdo de lipideos, efluente lacteo.

Abstract

The aim of this study was to degrade oils and fats from lipases produced by Yarrovia
lipolytica. In the presence of a vegetable oil residue at 3 % and ammonium chloride at
0,2 gL', during 48 h at 28 °C, lipases were produced under submerged cultivation. The
metabolic cell-free liquid was stabilized with sodium sorbate at 0.5 %, glycerol at 5 %,
RENEX-95 at 10 %. This bioproduct presented 177 ULmL™" of the lipase activity during 30
days of storage at room temperature (27 - 30 °C); it showed optimum pH at 5.0 and 7.0,
optimum terhperature of 50 °C and thermal stability for 120 min with retention of 100 % of
the enzyme activity at 50 °C and pH 5,0. The application of the bioproduct at 7 % during 12 h
degraded 98 % of oils and fats present in cheese whey. The lipases produced by Y. lipolvtica
and formulated with stability agents have potential to be applied in the degradation of oils and

fats.

Keywords: lipases, enzyme stability, lipid degradation. dairy eftluent.



1 Introducao

As lipases (EC 3.1.1.3 triacilglicerol acilhidrolases) sdo enzimas pertencentes a familia
das hidrolases que apresentam atividade e estabilidade em ambientes aquosos e ndo-aquosos e
que atuam na interfase orgdnica-aquosa (FREIRE, CASTILHO, 2008). Apresentam massa
molecular variando de 20 a 75 kDa, atividade em pH entre 4.0 a 9,0 e em temperaturas na
faixa de 28 a 70 °C (TREVISAN, 2004); atividade 6tima na faixa entre 30 e 40 °C enquanto a
termoestabilidade wvaria consideravelmente em fungdo da origem (ILLANES, 2008;
MARTINS ef al., 2008; MARTINS er al., 2010). Esses biocatalisadores catalisam nfo apenas
a hidrolise de lipideos (triacilglicerideos), mas também, reag¢des de sintese reversa:
esterificagfo, transesterificagdo e interesterificagio, permitindo a sua utilizagdo na sintese
regiosseletiva e na resolugiio estercosseletiva de alcoodis, acidos carboxilicos e aminas
(KAUSHIK ef al., 2011; KUMAR et al., 2012; BRUSHAN, YADAV, PARSHAD, 2011).
Estdo entre os grupos mais importantes de enzimas, sendo destacadas pela sua versatilidade e
aplicagdes em varios sctores biotecnolégicos: industrias alimenticia e farmacéutica; produgdes
de biodiesel, detergentes e cosméticos, além de tratamento de efluentes (BEOPOULOS et al.,
2009).

O uso de residuos industriais como matéria-prima reduz o custo de producfo total das
enzimas e por outro lado, ajuda a diminuir os impactos ambientais decorrentes de acimulo
desses rejeitos (DARVISHI ef ai.l, 2009; FREIRE, CASTILHO, 2008). Uma fonte alternativa
de matéria-prima para produgdo de lipases € o residuo gorduroso da industria de 6leo vegetal
(borra). Durante o processo de refino do odleo, sdo extraidos os triglicerideos, os quais
compdem o Oleo de soja destinado a alimenta¢do humana, permanecendo na borra, acidos
graxos livres, mono e diglicerideos (FERNANDES e/ al., 2007).

Os laticinios constituem uma parcela importante da industria de alimentos, tanto do
ponto de vista econdmico quanto social. A geragdo de residuos € significativa pelo aumento
excessivo das industrias de laticinios. O soro de queijo representa o principal € 0 mais
problematico subproduto dessas industrias em decorréncia de sua elevada carga organica e
grande volume gerado (VOURCH et al., 2008). Além disso, esse subproduto representa
grandes perdas econdmicas para a induastria de laticinios; aproximadamente metade da
produciio mundial de soro de queijo ¢ disposta em plantas de tratamento de efluente ou
utilizada como ragdo animal (VILLA ef al., 2007; MATOS et al., 2010).

Em industrias brasileiras de pequeno e médio porte, o soro de queijo € freqlientemente
descartado diretamente nos corpos d’agua, causando impacto ambiental negativo uma vez que

as mesmas ndo dispdem de meios econdmicos ou tecnologicos para o adequado



aproveitamento ou tratamento, contribuindo para sérios problemas ambientais, provocando a
destrui¢do da flora e da fauna aquatica (GUTIEREZ et al., 2003; DEMIREL er al.. 2005:
LEAL ef al., 2006; SALAZAR, 1ZARIO-FILHO, 2009). Nesse contexto, investigagdes vém
sendo realizadas para reduzir concentragdes de lipideos presentes nesses efluentes por agio de
enzimas, particularmente lipases que por serem regioespecificas e néo-especificas,
apresentam-se como uma das principais enzimas no tratamento de efluente com alto teor de
lipideos (CASTRO et al., 2005;: SALAZAR, IZARIO-FILHO, 2009).

Dentre os micro-organismos maiores produtores de lipases, destacam-se a Yarrowia
lipolytica, levedura estritamente aerdbica capaz de produzir metabolitos de valor econdmico,
o que justifica seu grande uso em industrias, na biologia molecular e em estudos da genética
(HOLZ et al., 2009).

Um diferencial inovador desse trabalho foi o reaproveitamento do residuo de éleo
vegetal como fonte de nutrientes para produgdo de lipases por Yarrowia lipolytica. Na etapa
subseqiiente, foi desenvolvido um bioproduto com atividade lipolitica estabilizada por
formulagdo ¢ em seguida, caracterizada ¢ aplicada na degradacéio de 6leos e gorduras de

efluente lacteo.

2 Material e Método

2.1 Micro-organismo - Yarrowia lipolytica (URM 1120), cedida pela Universidade Federal
de Pernambuco UFPE, foi repicada em tubos com meio Sabouraud (glicose, peptona, agar) e
incubada a 28 °C por 24 h, armazenada a 4 °C e repicada antes de iniciar os experimentos.

2.2 Inéculo - obtido a partir de tubos de cultura com 24 h cujas células foram suspensas em
10 mL de agua estéril. A concentragio de células foi padronizada em 10° UFC.mL" pelo
método pour plate, com meio Sabouraud e incubagfo durante 48 h a 28 °C.

2.3 Meio de produgiio de lipases - O meio basal apresentou a seguinte composi¢io (g.L™):
KH,PO4 1,5; K;HPO, 0,55; NH4Cl 0,6; MgSO,4 0,5; NaCl 0,1; CaCly 0,1; Tween-80 2. A
produgiio de lipases foi investigada por planejamento fatorial 2* com quatro repeticdes no
ponto central cujos fatores investigados foram: residuo de refinaria de 6leos vegetais (1 e
3%v/v), 6leo de oliva (0 e 0,2%v/v), NHsC1 (0,2 e 1,0%) e pH (5,0 e 9,0) na presenca do meio
basal. O cultivo foi realizado em frascos de Erlenmeyer de 250 mL, (volume ttil 100 mL),
sob agita¢do em orbital a 150 rpm e a 28 °C. As amostras foram centrifugadas e filtradas em
papel filtro cujo extrato foi utilizado para determinar pH e atividade lipasica com 48, 96 e

120 h de cultivo.
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2.4 Determinacio de atividade lipasica — A atividade foi determinada por titulometria na
presenga de 6leo de oliva emulsionado com goma arabica (1:1) em tampéo Tris-HCI a 0.05
mM a pH 7.0, sob agitagiio a 37 °C por 10 min, utilizando o sistema de reagdo: 5 mL da
emulsdo, 2 mL do tampdo e 1 mL da amostra. A reagdo foi interrompida pela adi¢do de 2 mL
da solucio acetato/etanol (1:1). Os 4cidos graxos foram titulados com a solugdio de NaOH a
0,05 M na presenga de fenolftaleina. Os brancos foram preparados substituindo 1 mL da
amostra por 1 ml, de dgua estéril. As atividades foram realizadas em triplicata. A unidade
internacional de atividade de lipase (UI) foi definida como a quantidade de enzima que
produz 1 pmol de 4cidos graxos por minuto nas condigdes da reagdo.

2.5 Determinacdes analiticas fisico-quimicas - de acordo com a APHA (2005), teor de
lipideos (extragdo com hexano); segundo metodologias da EMBRAPA (1997): umidade
(Ultra-X, KARL KOLB), pH (potenciometria), carbono orginico (digestdo por K;Cr0O7) e
nitrogénio (micro-Kjeldahl).

2.6 Formulag¢iio do liquido metabélico de Y. lipolytica - Ao liquido metabélico livre de
células produzido por Y. lipolytica, foram investigados: conservante microbiologico (sorbato
de sodio a 0,5 %), detergente comercial (RENEX-95), glicerol e polietilenoglicol (PEG-200)
em planejamento fatorial 2% com quatro repeti¢bes no ponto central; a varidvel resposta foi a
atividade enzimatica a temperatura ambiente 27-30 °C.

2.7 Caracterizacio de liquido metabélico com atividade lipasica, formulado com
conservante e estabilizantes — Foram determinados em triplicata: pH 6timo, temperatura
Otima e estabilidade térmica.

2.8 Tratamento biologico de efluente lacteo — A degradagio de lipideos do soro de queijo
(cedido pela Fabrica Campo da Serra no municipio de Pombos — PE), foi investigada por
planejamento fatorial 2? com trés repeti¢des no ponto central por agio do bioproduto
formulado com atividade lipasica, produzido por Y. lipolytica (neste trabalho), na presenca de
nutriente comercial (cedido pelo fabricante). Os resultados foram comparados com
experimentos controles, utilizando um bioproduto comercial, indicado para tratamento de
efluente (8 g.'"), constituido por células de diferentes micro-organismos, um estabilizante,
além de outros componentes. Os experimentos foram realizados em frascos de Erlenmeyer de
500 mL sob agitacdo de 150 rpm, a temperatura de 28 °C, durante cinco dias, utilizando

250 mL de volume do efluente lacteo.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Producio de lipases por Y. lipolytica sob cultivo submerso

A borra da refinaria de 6leos vegetais foi utilizada neste trabalho como nutrientes.
visando a diminuir os custos da produgdo microbiana de lipases, considerando que a
composi¢do do meio de cultivo na produg¢do de metabolitos microbianos € responsavel por
cerca de 30 - 40 % dos custos (SILVA er al., 2009). Esse residuo, coletado no Porto de Suape
em Pernambuco, vem sendo investigado na composi¢do de meios de cultivo em processos
biotecnologicos para produgiio microbiana de enzimas e biosulfactantes (MIRANDA et al.,
1999; RUFINO et al., 2007; SOBRINHO er al., 2008; LUNA., 2011; LUNA et al., 2012).
Essa matéria-prima, rica em fontes de carbono, ¢ constituida por lipideos (60 %) e
carboidratos (35 %); além desses nutrientes, contém 5% de cinzas, constituida por sédio,
magnésio, potassio, zinco e ferro cujos metais sdo essenciais nos metabolismos de enzimas
(MIRANDA er al., 1999).

Nesse trabalho, o residuo da refinaria de 6leo vegetal foi coletado na mesma empresa -
localizada no Porto de Suape - congelado apos a coleta. Foi determinado: 93% de carbono,
auséneia de nitrogénio e pH 5,0. Por conseguinte, foi proposto investigar no planejamento
fatorial, uma fonte de nitrogénio para produgdo de lipases por Y. lipolytica, utilizando o
residuo da borra da refinaria de 6leos vegetais como fonte de carbono.

A produgio maxima de lipases por Y. lipolvtica foi determinada na presenca de 3% do
residuo da borra e 0,2% de NH4Cl a pH 5,0, na auséncia do 6leo de oliva. Nessa condigio de
trabalho, a atividade enzimatica aumentou ao longo do tempo, atingindo 51, 88 € 91 U.mL™",
respectivamente com 48, 96 e 120 h de cultivo submerso. Considerando que o menor tempo
no cultivo de micro-organismos ¢ primordial em escala industrial devido aos riscos de
contaminagfo; além de que, menor tempo de utilizagdo de reatores na industria implica em
menor custo de produgdo, por causa dos servigos de dgua, presséo, agitagdo, aeragio, dentre
outros, necessarios ao processo fermentativo; por conseguinte, a produgio de lipases por Y.
lipolytica foi interrompida com 48 h por cultivo submerso na presenca do residuo e NH4Cl a
pH inicial 5.0, na continuidade desse trabalho.

Esse mesmo tempo de produgio de lipases por Y. lipolytica sob fermentagio submersa
foi selecionado por Darvishi e colaboradores (2009) na presen¢a de substratos oleaginosos de
baixo custo com atividade maxima de 34,6 U.mL™, como também por Kebabci e Cihangir
(2012), utilizando sulfato de amonio como fonte de nitrogénio, na auséncia do oleo de oliva

com atividade enzimatica méxima de 10,67 U.mL™, a 30 °C, pH 4.6 sob agita¢do orbital de



41

150 rpm. Os resultados reportados na literatura em relagdo a atividade de enzimas sdo de
dificil comparagéo entre si, considerando os diferentes métodos fermentativos, meios e micro-
organismos empregados.

O 6leo de oliva (azeite) foi investigado na produgio de lipases por Y. lipolytica (nos
niveis 0 e 0,2%v/v), por ser um dos indutores mais utilizados na producdo desse
biocatalizador quando comparado com outros 6leos (BEOPOULOS er al., 2009; DARVISHI
et al., 2009; FIAMETTI et al., 2011; IFTIKHAR er al., 2012; KUMAR et al., 2012;
MESSIAS ef al., 2013; NAJAR ef al., 2011; NUNES, PIRES-CABRAL, FERREIRA-DIAS,
2011; ROVEDA, HEMKEMEIER, COLLA, 2010; TREICHEL et al., 2010). Por outro lado,
a literatura apresenta trabalhos publicados de produgdo de lipases cujas atividades maximas
foram determinadas na auséncia do oOleo de oliva, corroborando com os resultados
determinados nesse trabalho (IMANDI, KARAMAN, GARAPATI. 2010; KEBABCI,
CIHANGIR, 2012).

A figura 1 ilustra o diagrama de Pareto do planejamento fatorial 2* com quatro
repetigdes no ponto central, referente a produgfo de lipases por Y. lipolytica no tempo de 48 h

de fermenta¢do submersa em funcio das varidveis independentes investigadas (residuo,

azeite, NH4Cl e pH).
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Figura | Diagrama de Pareto da produgdo de lipases por Y. lipolytica com 48 h de cultivo submerso,
em funciio das varidveis independentes: residuo (1), azeite (2), NH,CI (3) e pH (4)
*A linha tracejada vertical indica o ponto no qual os efeitos estimados foram estatisticamente significativos.

O pH exerceu um efeito negativo na atividade lipédsica de Y. lipolytica; isto ¢, quando
esse pardmetro aumentou de pH 5 a pH 9 na composi¢do do meio de cultivo (tempo zero do

experimento), os resultados de atividade lipolitica diminuiram. Logo, os maiores valores de
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atividades enzimaticas foram determinados no liquido metabolico livre de células quando o
valor inicial desse parametro fisico-quimico foi pH 5.0. Nesses ensaios, houve produgio de
metabolitos de carater alcalino pela Y. lipolytica por ter sido determinada uma elevac¢do do
pH, atingindo valores em torno de pH 6,0 no liquido metabdlico livre de células com 48 h de
cultivo.

Essa levedura respondeu diferente metabolicamente quando os meios de producéio
foram ajustados para pH 7,0 e 9,0 no inicio do experimento. Um abaixamento no valor desse
parametro fisico-quimico foi determinado nos meios com pH inicial 9,0; com 48 h de cultivo
submerso foi determinado pH em torno de 7.0 em todos esses ensaios. Por outro lado, ndo
houve alteragfo do valor de pH nesse mesmo tempo de cultivo, quando o meio de produgéo
foi ajustado para pH 7.0 no inicio dos experimentos (ensaios no ponto central).

Em fung¢do da composi¢do nutritiva do meio de produgio de lipases, um mesmo
micro-organismo pode apresentar comportamentos fisiolégicos diferentes por utilizar vias
metabdlicas distintas. Lau e colaboradores (2011) produziram lipases por Burkholderia
cenocepacia sob cultivo submerso na faixa de pH 5,0 a 11; esses autores determinaram o
valor maximo de 191 ULmL™", na presenca de substratos oleaginosos como fonte de carbono a
pH 9,0 embora a literatura apresente pH étimo em torno de 7,0 para producéo de lipases por
essa bactéria, na presenca de semente de girassol como fonte de carbono (RATHI et al., 2001,
ABADA, 2008).

Apesar do efeito positivo que a variavel dleo de oliva exerceu sobre a produciio de
lipases (figura 1), isto €, o aumento da concentra¢io desse indutor de 0 a 0,2 % v/v favorecer
maior atividade enzimatica, a condi¢do selecionada na auséncia desse dleo foi devido ao
menor custo de produgéo.

Os efeitos das varidveis independentes residuo ¢ NH4Cl apresentaram resultados ndo
significativos (figural) enquanto vdrias interagdes entre as variaveis independentes
apresentaram resultados estatisticamente significativos (95% de significancia). O Diagrama
de Pareto mostra interagdes positivas entre dleo de oliva e pH; NH4Cl e pH; residuo e NH,Cl
e, interagdes negativas entre residuo e pH; éleo de oliva e NH4Cl (figura.1). Esses resultados
sdo justificados pela fisiologia microbiana da Y. lipolytica que apresentou fortes interagdes
entre as variaveis independentes para producgéo de lipases sob cultivo submerso (TRIVEDI,

PANDEY, BHADAURIA, 2010).
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3.2 Formulagio do liquido metabélico livre de células com atividade lipasica produzida
por Y. lipolytica

A atividade lipasica produzida por Y. lipolytica na presenga de 3,0 % v/v do residuo
(borra) e 0,2 g.L'l de NH4Cl, a pH 5,0 apresentou baixa estabilidade (39 ULmL™") com perda
de cerca de 50 % da atividade do liquido metabolico armazenado durante 5 dias sob
refrigeracio. A amostra controle apresentou apenas 19 ULmL"', antes da adi¢io dos
estabilizantes na formulagéo.

A justificativa da baixa estabilidade da atividade enzimatica ¢ devido a interacdes
fisicas e quimicas entre residuos de aminodcidos na estrutura protéica que alteram a
conformagfo espacial da proteina a qual influencia diretamente a fungéo catalitica da enzima.
As interagdes cletrostaticas e as forgas de van der Waals intramoleculares influenciam a
estabilidade da proteina, além de ligagOes de hidrogénio, pontes dissulfeto ¢ efeitos
hidrofobicos. Temperatura, pH e atividade de dgua sio fatores fisico-quimicos que ocasionam
também interferéncia na estrutura enovelada das enzimas (MARANGONI, 2003; NOLTING,
2006; NELSON, COX, 2011).

A estabilidade da conformacdo protéica depende também de reagbes quimicas.
Glicosilagdo e ligagdes cruzadas entre residuos de aminodcidos sio favorecidas quando a
estrutura apresenta “loops” bem proximos; reagiio de deamidagdo sob pH neutro ou alcalino
na presenca de agua e, reagfio de oxidagfio da cadeia protéica na presenga de oxigénio ¢ luz
ocorrem em cadeias protéicas. Quando ecssas reagdes ocorrem em regido proxima ao centro
ativo da enzima, a atividade catalitica pode ser alterada. Outro fenémeno responsavel pela
baixa estabilidade da atividade da enzima, ¢ a agregagfo entre as moléculas com precipitagio
da proteina em fungéo do pH do meio, inativando a enzima (AVANTI, 2012; SANTOS et al.,
2012).

A tabela 2.1 apresenta a matriz decodificada do planejamento fatorial 2% com quatro
repeti¢es no ponto central para a formulagdo do bioproduto com atividade lipdsica produzida
por Y. lipolytica; a variavel resposta: atividade enzimatica foi determinada com zero, 12, 21 e
30 dias sob armazenamento a temperatura ambiente para as varidveis independentes: glicerol,
RENEX-95 e PEG-200 na presenga de sorbato de soédio como conservante microbiolégico a
0,5 %.

A influéncia positiva da adi¢o desses agentes quimicos na estabilidade de lipases foi
evidenciada pelos valores de atividade enzimética no tempo zero da formulagfo (tabela 1). A
maior atividade lipasica do liquido metabdlico formulado (bioproduto) no tempo zero foi

determinada na presenga de glicerol a 5% e RENEX a 10%, atingindo 96 U.mL™ (ensaio 3).
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Essa atividade foi cerca de cinco vezes maior ao comparar os resultados com a amostra
controle (sem formular). O bioproduto com esses aditivos (ensaio 3) aumentou a atividade
durante o armazenamento, atingindo 177 ULmL™' com 30 dias a temperatura ambiente (27-
30 C). Essa formulagdo foi selecionada para caracterizar e aplicar o bioproduto.

Outras formulagdes com atividade lipasica semelhante apresentaram concentracdes
maiores dos aditivos, elevando os custos do produto final. Em adi¢fio, atividades enzimaticas
elevadas com 12 e 21 dias de armazenamento (ensaios 1, 2 e 5), apresentaram perdas em

torno de 26 a 40 % da atividade lipasica (tabela 1).

Tabela 1 Atividades lipasicas do liquide metabdlico livre de células (U.mL™) na presenca de
substincias estabilizadoras de enzimas durante o armazenamento a 27-30 °C

Fatores (%) Tempo (dias)
Ensaio D

Glicerol RENEX PEG 0 12 21 30
1 5 0 0 35 250 309 123
2 10 0 0 32 226 348 120
3 5 10 0 96 103 116 177
4 10 10 0 60 193 125 180
5 5 0 10 19 233 283 75
6 10 0 [0 22 148 247 59
7 5 10 10 77 126 96 166
8 10 10 10 87 99 86 140
9 7.5 S 5 76 123 146 189
10 7.5 3 5 63 146 90 129
11 7,5 5 5 77 118 92 171
12 7.5 5 5 70 132 214 122

O efeito estabilizante do glicerol (poliol) no bioproduto produzido por Y. lipolytica
pode ser justificado pelo mecanismo “shell-type™ das ernzimas quando os aminoacidos
envolvidos na reagdo de deamidagdo ficam protegidos ou entdo, por inibicdo da reagio de
oxidagfio da estrutura protéica. Por conseguinte, os polidis e os aglicares sdo muito aplicados
em formulagdes de enzimas, além de nfo causarem riscos 4 saide e de serem substincias de
baixo custo (BUXBAUM, 2011; NOLTING, 2006).

A estabilizacdo desse bioproduto pelo RENEX-95 (nonilfenol etoxilado) pode ser

justificada pelas propriedades do detergente que facilitam a interacio da enzima com o



substrato por reduzir a area superficial hidrofébica ¢ por isso, aumenta a solubilizagdo da
enzima, além de diminuir o fendmeno de agregagfio entre as moléculas protéicas. A literatura
ressalta que a quantidade desse estabilizante a ser adicionada nas formulagbes de enzimas
deve ser investigada, considerando a relatividade de atuagido de detergente na atividade
enzimatica (BUXBAUM, 2011).

Apesar da adi¢io de polimeros em formulados enzimdticos ocasionar diminui¢do da
atividade de 4gua do meio e evitar a reagio de deamidagdo na molécula de enzima devido ao
aumento da viscosidade do produte formulado, a presenga do PEG-200 no bioproduto
desenvolvido neste trabalho, nio influenciou a estabilidade catalitica (ILLANES, 1999).

A figura 2 ilustra o diagrama de Pareto referente ao planejamento fatorial 2* com
quatro repetigdes no ponto central para formulagdo do bioproduto produzido por Y. lipolytica
contendo atividade lipasica na presenca de conservante microbiologico. A unica variavel
investigada que apresentou efeito estatisticamente significativo foi o RENEX; o aumento da
concentracio desse detergente de 0 a 10% aumentou a estabilidade da lipase do bioproduto

devido ao efeito positivo na atividade enzimatica.
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* A linha tracejada vertical indica o ponto no qual os efeitos estimados foram estatisticamente significativos.

Figura 2 Diagrama de Pareto do planejamento fatorial 2* com quatro repeti¢des no ponto
central para formulagfio do bioproduto de Y. lipolytica

3.3 Caracterizacio do bioproduto com atividade lipisica quanto ao pH e a4 temperatura

A figura 3 apresenta o pH 6timo em fungdo dos resultados de atividade lipdsica
determinados no liquido metabolico livre de células produzido por Y. lipolytica, formulado

com sorbato de sodio (0,5 %), glicerol (5 %) e RENEX (10 %). As atividades enzimaticas
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foram determinadas em tampdo acetato de sodio a pH 5,0 e 5.5, em tampdo fosfato de sodio a
pH 6,5 e em tampéo Tris-HCl a pH 7,0 ¢ 7,5, sob temperatura igual a 37 °C.

As maiores atividades lipdsicas do bioproduto formulado produzido por Y. lipolyrica
foram determinadas em pH 5,0 (103 UmL™") e em pH 7.0 (102 U.mL™"). Esses valores
determinados de pH dtimo estdo de acordo com os dados da literatura para outras lipases
microbianas produzidas por diferentes culturas: Penicillium sp. (RIGO er al., 2010),
Burkholderia cenocepacia (LAU et al., 2011), Fusarium solani (IFTIKHAR et al. (2012) e
Rhizopus microsporus (ALBERTON et al.. 2010) cujas lipases apresentaram atividade
maxima na faixa de pH 5,0 a 9,0.

A figura 3 ilustra a temperatura 6tima do bioproduto formulado com atividade lipasica
produzido por Y. lipolytica. A temperatura 6tima da lipase foi igual a 50 °C, determinada em
tampdo tris-HCI pH 7,0. Ressalta-se que a 70 °C, o bioproduto apresentou cerca de 67 % da
atividade maxima. Esse bioproduto produzido pela Y. lipolytica com atividade lipasica em

temperatura elevada apresenta vantagem para aplicagdo industrial.
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Figura 3 pH 6timo e temperatura otima do liquido metabdlico formulado com atividade lipasica

produzida por Y. lipolytica

A figura 4 ilustra as estabilidades térmicas a 28 e 50 °C do liquido metabolico livre de
células e formulado com atividade lipasica em pH 5.0, produzida por Y. lipolytica. As
amostras foram incubadas em triplicata sob agita¢fio orbital de 100 rpm durante 30 a 120 min
e a atividade lipasica. A maior termoestabilidade foi determinada a 50 °C quando as amostras
apresentaram 100 % da atividade lipasica durante os 120 min de incubagfo. Esse bioproduto
contendo lipase produzida por Y. lipolytica, apds incubagiio a 28 °C nas mesmas condigdes de
trabalho, apresentou perda de 26 % de atividade enzimatica ap6s 120 min de incubagao.

A literatura apresenta lipases termofilas produzidas por diferentes micro-organismos

na presenca de condigdes nutritivas diversas. Khoramnia e colaboradores (2011) ao
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caracterizarem lipases produzidas por Acinetobacter sp. em fermentacGes submersa e solida,
determinaram que a atividade lipasica foi maxima a 45 °C e que manteve 63 % da sua
atividade maxima, a 70 °C por 2 horas, além de permanecer estavel apds 24 h de cultivo em
valores de pH 6 a 11, utilizando como substrato dleo de coco. Deive e colaboradores (2012)
determinaram a atividade maxima de lipases produzidas por Bacillus thermoamylovarans.,
utilizando dleo de oliva como fonte de carbono, a 55 °C em pH 7.0. Brooks ¢ Asamudo
(2012) relataram que as lipases produzidas por duas culturas diferentes de Aspergillus na

presenca de 6leo de oliva apresentaram temperatura 6tima a 60 °C.
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Figura 4 Estabilidades térmicas a pH 5,0 de liquido metabolico formulado com atividade
lipasica incubado a 28 ¢ a 50 °C

3.4 Aplicag¢iio do bioproduto com atividade lipdsica em tratamento de efluente licteo

O soro de queijo apresentou em média 94 % de agua, contendo 3.000 mg.L" de dleos
e gorduras, 30 % de carbono orgénico e pH 5,0. Por ser um efluente de elevada carga lipidica,
¢ imprescindivel que seja submetido a tratamentos para ndo poluir os corpos hidricos ¢
obedecer a legislacfo. A literatura recomenda que o teor de 6leos ¢ gorduras seja menor que
150 mg.L" nesses efluentes para ndo prejudicar o desempenho de ctapas subsegiientes em
tratamentos (ALBERTON et «l., 2010; VIDAL er al., 2000). Em varios paises, 0 maximo
permitido de lipideos em dguas residudrias a serem langadas em rios corresponde entre 5 e 10
mg.L'1 (EL-BESTAWY et al., 2005) enquanto no Brasil, o valor permitido ¢ de 50 mg.L™
(BRASIL, 2005).

Os resultados de degradacio dos 6leos e gorduras do soro de queijo com 12 € 24 h de
tratamento biologico pelo bioproduto formulado e produzido por Y. lipolytica estdo

apresentados na tabela 2. A degradagdo do material oleaginoso aumentou com o tempo do
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tratamento biol6gico, considerando a concentragfo inicial de lipideos do efluente lacteo igual
a 3.000 mg.L"!, a média dos maiores valores determinados foram 76 e 87 %, respectivamente
com 12 e 24 h, no ponto central do planejamento fatorial na presenca de 4 % do bioproduto de
Y. lipolytica e 0,02 % do nutriente (ensaios 5, 6 ¢ 7). O menor teor de lipideos determinado no
efluente tratado foi 38 mg.L" com 24 h, cujo valor esta compativel com a legislagdo vigente.
O experimento controle na presenga do bioproduto comercial degradou no maximo 16 % do
teor de lipideos contido no efluente lacteo com 48 h de tratamento; ressalta-se que por
recomendagio do fabricante, a maxima eficiéncia do produto ¢ atingida com cerca de 7 dias

de tratamento.

Tabela 2 Degradagdo de dleos e gorduras em soro de queijo pelo bioproduto com atividade
lipasica produzida por Y. lipolytica

Ensaio Bioproduto Nutriente Degradacio de
(%) (%) lipideos (%)
12 h 24 h
1 1 0 17 34
2 # 0 70 78
3 1 0,04 6 74
4 7 0,04 68 79
5 4 0,02 70 81
6 4 0.02 81 85
7 4 0,02 77 95

A literatura apresenta resultados de degradéqﬁo de lipideos por lipases microbianas.
Valaddo e colaboradores (2007) utilizaram lipases produzidas por P. restrictum sob
fermentacgio solida de torta de babagu no tratamento de efluente de matadouro aviario. O
processo de degradagdo enzimatica foi realizado em frascos de Erlenmeyers de 100 mL,
contendo 90 mL do efluente bruto. A concentragio final de dleos e gorduras atingiu a faixa de
150 a 750 mg.mL™" quando amostras do material fermentado (0,1 a 1 %) foram incubadas por
22 h,a35°Ce 120 rpm.

Alberton e colaboradores (2010) trabalharam com lipases produzidas por Rhizopus
microsporus por fermentagfo sélida de semente de girassol, no tratamento de efluente lacteo
contendo lipideos acima de 1300 mg.L"l. Os experimentos foram realizados em frascos de

Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL do efluente, 0.3 ¢ do liquido metabolico com
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atividade lipolitica de 33 U.g,'1 e incubados por 72 h, a 35 °C e 150 rpm. Foi1 determinada a
diminuicio de lipideos inferior a 300 m o7

Outras técnicas de tratamento de efluente lacteo tém sido investigadas com remoc¢ao
maior que 90 % do teor de 6leos e gorduras. Brido e Tavares (2007) utilizaram a ultratiltracéo
no processo de tratamento para o reuso do efluente lacteo. Nesse estudo foram testadas duas
membranas de ultrafiltracio com diferentes tamanhos de poros, uma espiral de
policterssulfona e outra tubular de polivinilideno-difluoreto (PVDF); ambas as membranas
apresentaram a remog¢do de lipideos acima de 90 %. Nessa técnica de tratamento, ha
possibilidade de recuperagdo do lipideo para aplicagdo industrial embora o custo das
membranas filtrantes seja uma desvantagem desse processo.

A figura 5 apresenta o Diagrama de Pareto do planejamento fatorial 2” referente ao
tratamento biologico do soro de queijo pelo bioproduto formulado produzido por Y. lipolytica.
Dentre as variaveis independentes investigadas, apenas o aumento da concentragdo do
bioproduto apresentou efeito positivo com significancia estatistica. Ficou constatado que o
aumento da degradacdo de lipideos do soro de queijo € favorecido pelo aumento da
concentracdo do bioproduto na faixa investigada.

O efluente tratado apresentou 70 mg.L™' de 6leos e gorduras apds 12 h de tratamento
com o bioproduto a 7 % (ensaio 2). Houve redugio de aproximadamente 98 % dos oleos e
gorduras, considerando a presengca de 3.000 mg.L"' de lipideos no soro de queijo,
independente da presenca do nutriente comercial (tabela 2). Esse fato € justificado pela
composi¢io fisico-quimica do efluente lacteo, rico em nutrientes, e por isso, a degradag¢do dos
lipideos do soro de queijo na presenga apenas do bioproduto produzido por Y. lipolytica

atingiu eficiéncia satisfatoria.

777 =
(DNUTRIENTE %ﬂ%% 1,16743

A ITIIIS :

! 2/ 7 |
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* A linha tracejada vertical indica o ponto no qual os efeitos estimados foram estatisticamente significativos.

Figura 5 Diagrama de Pareto do planejamento fatorial 2% com trés repeticdes no ponto central
para tratamento biologico do soro de queijo pelo bioproduto de Y. lipolytica
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4 Conclusdes

Y. lipolytica produz lipases na presenga de residuo de refinaria de éleo vegetal com
48 h sob cultivo submerso a 28 °C;

o bioproduto com atividade lipasica produzido por Y. [lipolytica apresentou
estabilidade catalitica durante 30 dias sob armazenamento & temperatura de 27 - 30 °C
quando formulado com sorbato de sddio a 0.5 %, glicerol a 5 % ¢ RENEX-95 a 10 %,
atingindo 177 ULmL" de atividade lipasica;

o bioproduto produzido nesse trabalho apresentou pH o6timo 5,0 e 7,0, temperatura
4tima igual a 50 °C e estabilidade térmica nessa temperatura, durante 120 min, com
retengdo de 100 % da atividade enzimatica;

a aplicagdo de 7 % do bioproduto formulado com atividade lipasica produzido por Y.
lipolytica no tratamento de efluente lacteo durante 12 h degradou 98 % de dleos e

gorduras presentes no soro de queijo.
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