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RESUMO

Os reatores UASB tém sido amplamente reconhecidos como alternativa para sistemas de tratamento anaerdbio
de esgotos domésticos no Brasil. Contudo, algumas limitagdes em termos de operagdo ainda sdo observadas
sob a perspectiva do efetivo controle da escuma produzida nesses reatores. Sendo assim, o trabalho tem como
objetivo demonstrar o efeito da hidrdlise enzimatica na biodegradacdo anaerdbia da escuma por meio da
utilizacdo da enzima papaina extraida do latex de Carica papaya L..Para tal, realizou-se uma primeira etapa
em que a escuma foi submetida a hidrdlise por 24 horas, com diferentes concentraces de enzima (0; 0,10;
0,25; 0,50; 0,75; 1,0 e 5,0% m/v), de acordo com as condi¢des operacionais usuais de pH e temperatura dos
reatores UASB, com 0 objetivo de estabelecer quais dessas concentracdes proporcionariam maior degradacéo
dos lipideos, através da producdo de acidos. Foram selecionadas, entdo, trés faixas de concentracdes
enziméticas (0,5, 1,0 e 5,0%) para a realizacdo dos testes. As amostras de escuma previamente hidrolisadas a
0,5, 1,0 e 5,0% foram submetidas a testes de biodegradacéo anaerébia em incubadora shaker, por até 32 dias.
Realizou-se, a partir dos resultados, uma comparagdo entre o sistema pré-tratado e o ndo tratado, visando
evidenciar a eficiéncia do processo a partir da producdo acumulada de metano. Os resultados indicaram
valores mais eficientes de producéo de acidos para o tratamento a 1,0% de enzima, evidenciado pelas maiores
taxas de producdo de metano obtidas. O volume acumulado médio de metano dos ensaios tratados com enzima
1,0% foi de 950 mL,0 que indica acréscimo de produgdo de 68% quando comparado ao volume médio de 564
mL obtido nos frascos controles contendo somente escuma e lodo anaerébio. Conclui-se, diante disso, que a
aplicacdo da papaina permitiu aumentar a taxa de conversdo de matéria organica em biogéas e, como
consequéncia, o incremento obtido no volume do metano pode aumentar a potencialidade de recuperacdo de
energia a partir do aproveitamento do biogas produzido no tratamento anaerdbio de esgoto doméstico por
reatores UASB.

PALAVRAS-CHAVE: Hidrolise enzimatica, papaina, escuma, metano, tratamento de esgoto.

INTRODUCAO

A produgdo de energia renovavel a partir de residuos representa uma prioridade de interesse mundial,
principalmente a partir da utilizacdo de sistemas que permitam diminuir o impacto ambiental e econdmico.
Neste contexto, a escuma acumulada nos reatores UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) pode representar
uma fonte de energia através da conversdo da matéria organica em metano. Os cendrios futuros para as
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energias renovaveis, em especial o biogas, sdo absolutamente promissores, ja que o pais conta com clima e
biodiversidade extremamente favoraveis para estas fontes.

A escuma acumulada nos reatores UASB tem sido relatada, na maioria das estacdes em escala real, como uma
das grandes limitaces desse sistema O acUmulo e a ndo remogdo da escuma gera problemas operacionais
como o entupimento nas tubulagdes que impedem a passagem do biogas; a flotacdo da biomassa e o arraste
junto ao efluente, prejudicando a sua qualidade final (HALALSHEH et al., 2005; SOUZA et al., 2006;
PEREIRA, 2009).

Dentre 0s compostos presentes na escuma (carboidratos, lipideos e proteinas), os lipideos representam a fracéo
organica mais dificil de hidrolisar, devido a baixa biodegradabilidade e a liberagcdo de AGCL (4cidos graxos
de cadeia longa) na etapa de hidrélise, que pode causar toxicidade aos microrganismos (OLIVEIRA et al.,
2011). Ademais, a digestdo anaerdbia de residuos complexos como a escuma é um processo lento, tendo como
etapa limitante a hidrolise de lipideos e a liberagcdo de AGCL, devido ao baixo consumo desses compostos
pelos microrganismos (MASSE et al., 2001).

Um novo foco de pesquisa consiste na aplicacdo de enzimas lipoliticas no tratamento de efluentes industriais,
cujos resultados tém se mostrado satisfatérios na remocao de compostos lipidicos e proteicos (BIAZUZ et al,
2006; RIGO et al., 2008; VALENTE et al., 2010). O latex extraido do fruto verde de Carica papaya L.
apresenta em sua composi¢do uma mistura de enzimas com atividade lipolitica e proteolitica (RIVERA et al.,
2014), o que mostra o potencial da papaina na biodegradacdo de compostos orgénicos presentes em efluentes.

No presente estudo avaliou-se o efeito da papaina obtida do latex do fruto verde de Carica papaya na hidrolise
de lipideos e proteinas presentes na escuma de reatores UASB aplicados ao tratamento de esgoto doméstico,
assim como sobre a biodegradagdo anaerdbia e producdo de metano. O tratamento enzimatico potencializa a
maior biodegradacdo da escuma, podendo resultar em melhorias operacionais nos reatores UASB e no
aumento da viabilidade de aproveitamento energético do biogas proveniente da matéria organica dos esgotos
domésticos.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de analises fisico-quimicas, microbiologia e analises
instrumentais do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da Universidade Federal de Minas Gerais
- DESA/UFMG.

O trabalho foi desenvolvido em duas etapas. Na primeira etapa, realizou-se uma avaliacdo do efeito de
diferentes concentragdes de enzima na escuma. Tal avaliacéo foi realizada a partir da identificacéo da hidrolise
de lipideos em é&cidos, levando-se em conta os parametros operacionais do reator UASB. Na segunda etapa,
baseando-se nos melhores resultados obtidos na primeira, foi avaliado o efeito da hidrdlise enzimatica na
biodegradacéo anaerdbia da escuma, por meio da conversdo da matéria organica em metano.

Obtencao da enzima

Foram utilizadas preparacdes da enzima papaina crua obtida do latex do fruto verde de Carica papaya,
adquirida pela empresa Sigma — Aldrich Brasil Ltda. Foi utilizado, ainda, o éleo de oliva como substrato e a
goma arabica como emulsificante, para a dosagem da atividade lipasica da enzima.

Obtencdo da escuma e lodo anaerobio

A escuma foi coletada no separador trifasico de um reator UASB em operacdo na Estacdo de Tratamento de
Esgotos Laboreaux, Itabira, Minas Gerais. As amostras foram armazenadas em recipientes plasticos de 3 litros,
ndo esterilizados, e levadas ao laboratdrio de analises fisico-quimicas do DESA/UFMG. Em seguida, foram
trituradas em moinho de panelas e estocadas em freezer a 4 °C, para conservagao de suas caracteristicas.

O lodo anaerdbio utilizado como in6culo nos testes de biodegradabilidade anaerébia foi coletado de um reator
UASB do Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento UFMG/COPASA (CePTS), Belo Horizonte —
MG. O armazenamento da escuma e do lodo anaerdbio foi feito em recipientes de 3 L, sob refrigeragéo a 4°C,
até sua utilizacgéo.
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Aparato experimental

Os testes foram conduzidos em frascos tipo penicilina de 110 mL, com volume util de 77 mL. Os frascos
foram levados a incubadora shaker a 30°C, com agitacdo de 100 rpm. Esses valores foram baseados nas
condicOes operacionais do reator UASB.

A Figura 1 ilustra o aparato experimental utilizado na realizacdo dos testes de hidrélise e biodegradacéo
anaerobia.
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Figural: Incubadora utilizada nos testes: a) shaker e b) frascos incubados

Os parametros de analises envolvidos nos ensaios experimentais das etapas de hidrélise e biodegradagéo
anaerodbia da escuma séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Resumo dos parametros de analises envolvidas nos ensaios experimentais em laboratério

Ensaios Procedimentos Andlises
1 Teste de hidrélise enzimatica Producdo de &cidos livres
2 Teste de biodegradabilidade anaerébia DQO inicial, DQO final e produgdo acumulada de
CH,

As duas etapas de trabalho sdo descritas a seguir:

PRIMEIRA ETAPA: TESTE DE HIDROLISE ENZIMATICA

Dosagem da atividade lipasica

O método baseia-se na utilizacdo de dleo de oliva como substrato conforme metodologia adotada por Freire
(1997). Foi preparada uma emulsdo de 50 mL de azeite de oliva e 50 mL de solugdo de goma arabica a 7%p/v.
Em frascos ambar do tipo penicilina de 110 mL foram adicionados: 5 mL de substrato, anteriormente
preparado, 4 mL de solucdo tampao fosfato de sodio (0,1M, pH 7,0) e 1 mL da solucdo enzimatica 1,2 g.mL").
Os frascos foram incubados em um shaker a 37°C por 10 minutos, com agitacdo de 150 rpm. Os ensaios foram
realizados em duplicata. Foram preparados 0s brancos reacionais, seguindo 0 mesmo procedimento, utilizando
agua destilada no lugar da enzima. Ap6s o periodo de incubacdo, a reacdo foi paralisada pela adi¢do de 15 mL
de uma mistura de acetona e etanol (1:1) e posteriormente a atividade lipasica da enzima foi determinada.

Descrigéo do teste de hidrolise enzimética
A escuma foi submetida & hidrdlise com diferentes concentra¢fes de enzima [0; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 2,50;

5,00% m/v, em triplicata. Pesaram-se as diferentes concentracGes de papaina em balanga analitica e, em
seguida, cada concentracdo de enzima foi diluida em 100 mL de &gua deionizada. Foi utilizado um volume de
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1,0% do preparado enzimatico para cada frasco, proporcional ao volume Util utilizado (1% de 77 mL). Os
testes foram conduzidos em triplicatas.

A realizagdo da titulagdo das amostras para a determinac&o do teor de cidos liberados na hidrélise enzimatica
¢ ilustrada na Figura 2.

Figura 2: Montagem dos ensaios de hidrélise enzimatica da escuma: a) preparado enzimatico; b) frascos
contendo escuma hidrolisada e b) titulador automatico

As reacOes de hidrdlise foram realizadas em frascos &mbar tipo penicilina de 110 mL. Em cada frasco foram
adicionados 30 mL de escuma, acrescidas de cada concentragdo de enzima. Em seguida, os frascos foram
incubados a 25°C, sob agitagdo a 100 rpm, por 24 horas. A reacdo foi conduzida em pH igual a 7. Essas
condig¢des foram utilizadas visando simular as condi¢Bes esperadas de mistura junto & interface gas/escuma, no
topo dos separadores trifasicos de reatores UASB aplicados ao tratamento de esgoto doméstico.

A adicdo de enzima foi realizada apés a estabilizagdo da temperatura e do pH do meio reacional, sendo este
ajustado através da adicdo de solugdo de NaOH 0,1M. Aliquotas de escuma (30 mL) foram coletadas nos
tempos 0 e ap6s 24 horas de teste. A reacdo de hidrolise foi imediatamente interrompida pela adi¢do de 30 mL
da solugdo de acetona e etanol na proporg¢do 1:1, e os teores de &cidos graxos livres determinados em titulador
automatico (end-point pH 11), utilizando-se NaOH 0,1M como titulante.

Métodos analiticos

A atividade lipasica e o teor de 4cidos na etapa de pré-hidrélise enzimética foram determinados por titulagdo
com NaOH 0,1M até pH 11, conforme descrito por Freire et al. (1997). Uma unidade de atividade lipasica
correspondente a quantidade de enzima que produz 1 pumol de acidos graxos por minuto nas condi¢des do
ensaio.

RESULTADOS DA PRIMEIRA ETAPA

Caracterizacao fisico-quimica da escuma e do lodo anaerdébio

A caracterizacdo da escuma e do lodo anaerdbio, para os ensaios de biodegradabilidade anaerdbia (testes I, Il e
111), s&o apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Caracterizacao fisico-quimica (pH e série sdlidos) da escuma e do lodo anaerébio (indculo)
utilizados nos testes de biodegradabilidade anaerébia da escuma

Sélidos Totais ~ Solidos Volateis  S¢lidos Fixos

Testes Amostras pH (@.LY) (LY @.LY
Escuma 5,6 2493 197,3 52,00

! Lodo anaerdbio 7,2 56,70 38,00 18,70

| Escuma 58 156,29 106,00 50,29
Lodo anaerdbio 7,1 45,30 31,30 14,00

" Escuma 58 114,20 80,00 34,42
Lodo anaerdbio 7,1 53,39 36,60 17,30

Média Escuma 5,7 173,26 127,77 45,57
Lodo anaerdbio 7,2 51,79 35,30 16,67

Propriedade catalitica da papaina crua

O valor médio obtido durante a avaliacdo da atividade lipasica da papaina crua, para as condi¢Bes avaliadas
com base nos parametros operacionais do reator UASB (pH 7,0 e 30°C), foi de 43 U.mL™, utilizando 2 mL do
preparado enzimatico em tampao fosfato de s6dio 100 mM.

Efeito da concentracdo da enzima sobre a producdo de acidos graxos

Na Figura 3 é apresentada a producdo média de acidos livres durante a hidrolise das gorduras presentes na
escuma com diferentes concentra¢des de enzima (0, 0,10, 0,25, 0,50, 0,75, 1,0, 2,5 e 5,0% m/v). Nao houve
variacdo significativa da producdo de acidos entre o experimento controle (0%) e os experimentos pré-
hidrolisados, com exce¢do da concentracdo de papaina a 1,0%, que obteve um maior rendimento da producéo
de acidos, acima de 200 pumol/mL.

240
200
=
—
£ 160
©°
£ 120
i
—— 80
(L)
<
20
0
0%  0,10% 0,25% 050% 0,75% 1,00% 2,50% 5,00% 7,00%
(b) Concentragdo da Papaina crua (m/v)

Figura 3. Producao de acidos (umol/mL) em 24 horas de hidroélise enzimatica, a 30°C e 150 rpm de
agitacdo, para diferentes concentragdes de papaina.
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SEGUNDA ETAPA: TESTES DE BIODEGRADAGCAO ANAEROBIA

De posse dos resultados obtidos na primeira etapa, foram realizados ensaios de biodegradabilidade anaer6bia
da escuma visando determinar o potencial de conversdo da matéria organica em biogas (metano). Optou-se por
testar trés concentragOes enzimaticas, para avaliacdo da biodegradabilidade anaer6bia da escuma.

Descricao dos testes de biodegradacao anaerobia

Foram realizados trés ensaios de biodegradabilidade anaerdbia. A quantidade de escuma e lodo utilizados em
cada ensaio foi calculada para se manter uma relacdo de 0,2 gSTV da escuma/gSTV lodo anaerébio. O pH dos
efluentes foi ajustado para 7,0 £ 0,2 antes da mistura com o lodo. Cerca de 30% do volume dos frascos foi
reservado para headspace, destinado ao volume de biogas produzido. O headspace foi lavado com fluxo de
nitrogénio (N,), por meio da introducdo de uma agulha de entrada de gas e outra de saida na tampa de
borracha, por dois minutos, para eliminacdo do oxigénio e garantia de um ambiente anaerébio. Os frascos
foram fechados com tampas de borracha e lacres de aluminio, com o auxilio de um alicate e vedados com cola
de silicone. Em seguida, os frascos foram levados a incubadora shaker, a 35°C, sob agitagdo a 100 rpm, por
um periodo de aproximadamente 30 dias. Os testes foram realizados em triplicata.

As concentracBes de enzima foram determinadas a partir dos testes de hidrolise enzimatica, previamente
realizados. Foi utilizada a concentragdo que resultou na maior producao de acidos (1,0%), e também testadas
as concentrac@es de 0,5 e 5,0%.

O fluxograma com o teste de biodegradabilidade pode ser observado na Figura 4.

l

Escuma + Escuma + biomassa
£ biomassa (lodo (lodo anaerdébio) +
scuma anaeroébio) enzima

[ Incubadora Shaker ’

[ Producéo de CH4 ]

Figura 4: Fluxograma do teste de biodegradabilidade anaerdbia.

A descricdo geral dos frascos com respectivas legendas, concentragfes e volumes das enzimas utilizadas nos
testes de biodegradabilidade anaer6bia empregando a papaina crua sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Identificacdo dos frascos e volume de enzima para a montagem do ensaio de
biodegradabilidade anaerdébia para os testes empregando solucédo com papaina obtida de Carica papaya

Frascos Legenda solucdo com
[%6] (m/v) papaina (mL)
Frasco controle: apenas escuma E 0 0
Frasco controle: lodo + escuma LE 0 0
Frasco teste: lodo + escuma + papaina crua LE 0,5% 0,5 0,77
Frasco teste: lodo + escuma + papaina crua LE 1,0% 1,0 0,77
Frasco teste: lodo +escuma + papaina crua LE 5,0% 5,0 0,77

Nota: foi utilizado 10% do preparado enzimatico, com base no volume til dos frascos (77 mL)

Coleta e anélise da producdo de metano

Para a realizacdo das analises de metano utilizou-se o cromatografo Perkin-Elmer®/Autosystem XL GC com
detector de condutividade térmica (TCD - Thermal Conductivity Detector), coluna empacotada carbowax 100
da marca Supel, com dimensdes de 15 FT x 1/8 inSS e gas hélio como gas de arraste. O sistema de injecéo se
encontrava a 170 e 180 °C. Foi utilizado hélio como gés de arraste a uma taxa de 25,0 mL.min™ e velocidade
de 1,5 cm.s™. O tempo de anélise para cada amostra foi de 4,5 minutos.

O volume de biogas foi coletado e medido através do deslocamento do émbolo de seringas de vidro graduada
de 50 mL conectadas aos frascos e as amostras do volume de biogas foram coletadas com seringa plasticas de
20 mL, durante trés vezes por semana, até verificar diminuicdo na producdo de biogas.

A analise de DQO foi realizada antes e apds o teste de biodegradabilidade anaerdbia, de acordo com o
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA, WEF, 2012), a fim de
verificar a redugdo da matéria organica presente na escuma.

RESULTADOS DA SEGUNDA ETAPA: TESTES DE BIODEGRADAGCAO ANAEROBIA

A Figura 5 (1, Il e 111) apresenta os resultados dos ensaios realizados e referem-se a média dos valores obtidos das
triplicatas de producdo metano ao longo do periodo de incubacdo dos testes de biodegradabilidade anaerébia
da escuma, para as condi¢Bes avaliadas (carga de 0,2 g STV escuma/ g STV lodo anaerdbio sob agitacéo de
100 rpm e a 30 °C).
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Figura 5: Produgdo média acumulada de metano nos frascos com escuma inoculados com lodo

anaerdbio, para os controles e com diferentes concentragdes da enzima papaina crua
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Através da analise gréafica dos Testes I, Il e 11, é possivel observar as maiores produc@es de metano obtidas
com a adi¢do de 1,0% de papaina no teste de biodegradabilidade anaerdbia da escuma, respectivamente 1062,
682 e 1108 mL. O volume médio acumulado de metano, para esses trés testes, foi de 950 mL, contra 564 mL,
em média, obtido nos frascos controles contendo somente escuma e lodo. Esses resultados indicam um
incremento de 68% na producdo de metano, decorrente da utilizagdo da enzima papaina crua a 1,0%.

Os testes contendo uma concentragdo de papaina crua a 0,5%, avaliada nos testes | e |1, apresentaram volumes
acumulados de metano de 756 e 531 mL, respectivamente, ap6s o término do periodo de incubagdo. O volume
médio acumulado de metano nestes dois testes foi de 644 mL, contra 564 mL, em média, obtido nos frascos
controles contendo somente escuma e lodo, utilizados nesses mesmos testes. Esses resultados indicam um
incremento da ordem de 14% na producdo de metano, decorrente da utilizacdo da enzima papaina bruta a
0,5%.

Uma producdo menor de metano foi observada para a concentracdo de enzima a 5,0% (testes | e II), que
apresentou volume médio acumulado de metano de 137 mL. Segundo Masse et al. (2001), a alta concentracao
de enzima livre no meio reacional pode causar a diminuicdo ou adsor¢do da enzima na superficie das
particulas presentes no efluente, principalmente da gordura. Além disso, considera-se que a alta concentracéo
pode produzir um ambiente toxico para os microrganismos, pela liberacdo de alguns compostos &cidos que
tornam o ambiente ndo propicio para a biodegradacéo.

A producdo de metano nos frascos contendo a mistura de escuma e lodo anaerébio foi elevada em todos os trés
testes realizados, confirmando os resultados de estudos anteriores do grupo de pesquisa da UFMG (SOUZA,
2006; PEREIRA, 2012). Apesar de toda a complexidade e heterogeneidade da escuma, este residuo é passivel
de ser biodegradado pelo consorcio microbiano contido no lodo anaerdbio e potencializado pelo tratamento
prévio com enzimas especificas.

Outro aspecto positivo a ser destacado na enzima em estudo é a ampla atuagdo da papaina em meios adversos,
com variagdo de pH e temperatura. A faixa 6tima de pH encontra-se em 5 e temperatura de 30 °C, para
efluente sintético proteico (BUAIZ et al., 2006) e pH igual a 9 com variacdo de temperatura entre 40 a 50°C,
para a atividade lipolitica sobre triglicerideos de cadeias longas (RIVERA et al., 2014).

Efeito do tratamento enzimatico sobre a remoc¢ao da DQO

A Tabela 4 apresenta as concentragdes médias de DQO e o0s respectivos desvios padrdo obtidos para a escuma
hidrolisada e ndo hidrolisada, assim como os percentuais de remocao.

Tabela 4: Valores médios, desvios padrao e eficiéncias de remog¢do da DQO da escuma com e sem a
aplicacdo do tratamento enzimatico no inicio e final dos testes de biodegradabilidade anaerébia

Condigéo DQlcr?ié?é:‘_l) DQIC:)ir(]g.IL'l) % Remocé&o
Controle (Escuma) 30,8 80 23,5 +44 23
Controle (Lodo + Escuma) 38,5110 15 +40 61
Escuma + Lodo + Papaina a 0,5% 54,9 £25 19,6 £33 64
Escuma + Lodo + Papaina a 1,0% 89,7 +21 18,1431 79
Escuma + Lodo + Papaina a 5,0% 108,71 18 68,9 +20 36

Conforme esperado, os resultados dos frascos-controle, contendo apenas escuma, foram o0s que apresentaram
menores eficiéncias de remocdo de DQO, em funcdo da baixa presenca de micro-organismos na escuma. Por
outro lado, os ensaios tratados com enzima 5,0% também apresentaram baixas remoc8es de DQO, coincidindo
com os resultados de baixa producdo metanogénica e reafirmando os possiveis problemas gerados pela alta
concentragdo enzimatica no meio.

A adicgdo de diferentes concentracGes de papaina resultou em alteragdes de composicdo dos efluentes no inicio
dos testes de biodegradabilidade, evidenciado pelo aumento dos valores de DQO inicial. Quando verificado o
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efeito do tratamento enzimatico, observou-se uma maior remog¢do da DQO quando comparado ao tratamento
controle (sem adi¢do de enzima).

A remocdo mais elevada de DQO da escuma foi obtida para os tratamentos com a concentracdo de enzima de
1,0%, que apresentou uma eficiéncia média de 79%.

CONCLUSOES

A aplicagdo da papaina crua numa etapa de hidrélise enzimatica, anterior ao tratamento biologico, como
coadjuvante na degradagdo da escuma, apresentou uma melhor eficiéncia na hidrélise de lipideos em &cidos,
obtendo-se, assim, uma maior produgdo de compostos organicos mais simples e mais facilmente assimilados
pelos microrganismos na concentracgdo a 1,0%.

Os testes de biodegradacdo anaer6bia mostraram que o pré-tratamento da escuma com a adi¢do da enzima de
Carica papaya foi eficiente para aumentar a producéo de metano e aumentar a remog¢do de material organico
nos frascos contendo escuma e lodo anaerdbio. As maiores eficiéncias de biodegradacéo anaerdbia e producéo
de metano foram obtidas com a concentragéo de 1,0 g L™ da enzima.

Os resultados obtidos demonstram a eficiéncia do emprego da papaina na hidrolise de lipideos presentes na
escuma e a sua biodegradagdo anaerdbia, sendo uma alternativa promissora para tratamento da escuma, além
de potencializar o aproveitamento energético a partir da melhoria da conversdo de matéria organica em biogas
(metano).
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