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RESUMO

O alto conteudo de proteina presente em efluemtdggbrificos e de laticinios pode levar a uma
baixa taxa de biodegradacéo nos sistemas de tnat@tmieldgico convencionais. O uso de enzimas
hidroliticas como coadjuvantes nestes processosatiEmento pode ser uma alternativa para o
aumento da eficiéncia da biodegradacao, pois embakidrolisarem o substrato, tornam este mais
facilmente assimilavel para os microrganismos. (etolm deste trabalho foi estudar melhores
condicdes de pH, temperatura e concentracdo déngapa hidrolise de efluente sintético. Foram
utilizados efluentes sintéticos, sendo a fracadepra simulada com o uso de albumina de soro
bovina (BSA) e gelatina. Foram obtidos diferentesfip de decaimento da concentragdo de
proteina para a BSA e para a gelatina, sendo anartestada, a papaina, mais eficiente na hidrolise
da BSA. As condi¢cdes de hidrolise para o efluenteulado com BSA foram pH 5 e 6 e
temperatura de 36°C, para todas as concentrac@witea testadas. Para o efluente simulado com
a gelatina, todas as variaveis testadas exerceigito significativo (p<0,05), com 6timo de pH
entre 5 e 6, temperatura de 30°C e concentracéanziima de 0,1%.

Palavras-chave Proteina; Papaina; pH; Concentracdo; Temperatura.

ABSTRACT

Enzymatic hydrolysis of protein in wastewater syntletic: study of operating conditions.The
high content of protein present in wastewaterdaighterhouse and dairy industries may lead to a
low rate of biodegradation in conventional biolaji¢dreatment systems. The use of hydrolytic
enzymes as adjuvants in treatment systems may ladternative to increasing the efficiency of
biodegradation since the enzymes hydrolyze thetmaitbs making the substrate more easily
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assimilable to the microorganisms. The objectivéhid study was optimizing the best conditions of
pH, temperature and concentration of papain innggrolysis of synthetic wastewater. Were used
synthetic wastewater with the protein fraction dsed using bovine serum albumin (BSA) and
gelatin. Were obtained different profiles of prateoncentration decay for the BSA and the gelatin
with the enzyme tested, papain, the most effidmmalrolysis of BSA. The hydrolysis conditions for
simulated wastewater with BSA were pH 5-6 and tewipee of 36°C, for all concentrations of
enzyme. For the simulated wastewater with gelatinvariables tested presented significant effect
(p<0.05), with pH optimum between 5- 6, temperatofe80°C and concentration of enzyme of
0.1%.

Keywords: Protein; Papain; pH; Concentration; Temperature.

INTRODUCAO

O lancamento de efluentes liquidos no meio ambipoide resultar em variagbes das
caracteristicas fisico-quimicas dos corpos receptiazendo com que o0s seres que dependem direta
ou indiretamente desse curso d’agua sofram as go@seias destas variacoes (Sital., 2005).

De acordo com a Resolugdo Conama N° 430, de 13adle ade 2011, artigo 3°, os efluentes de

qualquer fonte poluidora somente poderdo ser lascddetamente nos corpos receptores apos o
devido tratamento e desde que obedecam as condigadsies e exigéncias dispostos nesta
Resolucdo e em outras normas aplicaveis e aindiggdm ambiental competente podera, a qualquer
momento, mediante fundamentagdo técnica: | - aenésic outras condi¢cbes e padrbes para o
lancamento de efluentes, ou torna-los mais resistitendo em vista as condi¢des do corpo
receptor; ou Il - exigir tecnologia ambientalmemigequada e economicamente viavel para o
tratamento dos efluentes, compativel com as coadigd respectivo corpo receptor (Brasil, 2011).

Em frigorificos, assim como em varios tipos de stda, o alto consumo de agua acarreta
grandes volumes de efluentes, sendo que 80 a 95%guka consumida é descarregada como
efluente liquido. Estes efluentes contém frequeeiden gorduras e proteinas em quantidades
significativas. Parte da carga organica pode seovela pelo tratamento fisico-quimico, entretanto,
0 custo destes reagentes é elevado e a eficiéacianto¢cdo da Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO) pode ser baixa. As gorduras e as proteinaseptes nestes efluentes tém um baixo
coeficiente de biodegradabilidade (Cammarota erd;re2006). Devido a complexidade da
composicao dos efluentes industriais, se fazemssadas as associacfes de diversos niveis de
tratamento para a obtencéo de efluentes com adqdealirequerida pelos padrdes de langcamento
(Philippi, 2004).

A aplicacdo de um processo de pré-tratamento pdralisar e dissolver as proteinas pode
melhorar a degradacéao biologica de aguas residaaberar o processo e por consequéncia, reduzir

o tempo residéncia do efluente no sistema de teattr(Kempkaet al, 2013).
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As proteinas de origem animal sdo polimeros comoglezontendo um namero elevado de
aminoacidos e massa molecular elevada (Ribeiraa/&é, 2004) e a sua estrutura pode dificultar
o tratamento biologico. Como alternativa, para lflarxna etapa de biodegradacao, pode-se utilizar
enzimas, como proteases, que irdo hidrolisar asteipes em polimeros menores
melhorando a degradacao biolégica de efluentegipost, acelerando o processo e reduzindo o
tempo. Com a hidrélise, as proteinas sédo convertela pequenos polimeros denominados
peptideos, ou aminoacidos propriamente ditos, ga@e auxiliar no metabolismo dos micro-
organismos (Cammarota e Freire, 2006). Os micrarosgnos, entdo, convertem a matéria
organica, particulada e dissolvida, em produtcggimais simples.

As proteases (EC 3.4) sdo enzimas que pertencgmpo das hidrolases. Sao responsaveis
por catalisar a reacdo de hidrélise das ligacOgsidieas das proteinas. As proteases tém sido
usadas para modificar a estrutura das proteinasy gor exemplo, a hidrélise da caseina do leite
(Koblitz, 2008; Diaset al, 2010). De acordo com Benitezal (2008), o Grau de Hidrolise final €
determinado pelas condigbes utilizadas, tais comoncentracdo de substrato, relagao
enzima/substrato, tempo de incubagdo e, tambéngoadicbes fisico-quimicas, como pH e
temperatura.

A papaina (EC 3.4.22.2) é uma cisteina-proteasaidatdo latex dos frutos do mamoeiro
(Carica papaya)Koblitz, 2008) com forte acao proteolitica, amplamentezatila na industria de
alimentos (Montiet al, 2004). Normalmente, a papaina apresenta ateigaateolitica em valores
de pH de 5,0 a 9,0. Sua atividade 6tima é obsemadeemperaturas de 60°C a 70°C. S&o ativadas
na presenca de agentes redutores e inativadag@aiea oxidantes e substancias que reagem com
grupo sulfidril(Koblitz, 2008).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetixadiar a eficiéncia da utilizacdo de
papaina, em diferentes pHs, temperaturas e progorgd enzima, na hidrolise de proteina de
efluente sintético, sendo a fracdo de proteina laslaucom o uso de albumina de soro bovina

(BSA) e gelatina alimenticia, buscando-se otimizprocesso de hidrélise destas proteinas.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no LaboratéridBagrocessos do Departamento de
Engenharia de Alimentos e Engenharia Quimica - DEfQUniversidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC), Campus de Pinhalzinho - SC. Ceuoistratos, foram utilizados albumina de
soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich) e gelatina bovitipo B, Bloom 250 g (Gelnex). A enzima
utilizada foi uma papaina comercial (AB enzymes @GMb
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Planejamento dos experimentos de hidrolise

Para verificacdo da influéncia da temperaturgold@ concentracédo de enzima na hidrélise
das proteinas do efluente sintético, utilizou-seedodologia de planejamento de experimentos. A
tabela 1 apresenta o planejamento experimefit&l®m os valores reais das variaveis estudadas e
valores codificados (entre paréntesis). Todos perxentos foram realizados em duplicata.

Foram preparadas solucdes com concentracdes de gl@Lth de BSA e gelatina,
separadamente, em tampao fosfato de sodio 100 mMlitarentes pHs (de acordo com o0s
experimentos do planejamento), visando simularrateinas contidas em efluente de frigorificos,
sendo este denominado efluente sintético.

A hidrdlise do efluente foi conduzida em Erlenmaeyde 250 mL, devidamente vedados,
contendo 50 mL do efluente sintético, sendo estesdicionados em agitador orbital (Solab) a 50
rom, e nas condicbes descritas para cada expedm@st intervalos de tempo para coleta das
amostras foram a cada 20 minutos totalizando 120utwé de processo enzimatico, tempo este
fixando em testes preliminares. Os resultados fagpnessos em Grau de Hidrdlise, calculado pela
relacdo entre a concentracdo de proteina na amesmaa adicdo da enzima (mgMle a
concentracdo de proteina na amostra com adicaozitaag para cada tempo.

Tabela 1. Planejamento experimentd™3com valores reais e codificados
(entre paréntesis) utilizado na hidrélise do eftaesintético.

Concentracéo de

Experimento Tempoecratura pH enzima

(°C) (%, m/V)
El 30 (-1,0) 5(-1,0) 0,1 (-1,0)
E2 30 (-1,0) 6 (0,0) 0,5 (+1,0)
E3 30 (-1,0) 7 (+1,0) 0,3 (0,0)
E4 33(0,0) 5 (-1,0) 0,5 (+1,0)
E5 33(0,0) 6 (0,0) 0,3 (0,0)
E6 33(0,0) 7 (+1,0) 0,1(-1,0)
E7 36 (+1,0) 5(-1,0) 0,3 (0,0)
E8 36 (+1,0) 6 (0,0) 0,1(-1,0)
E9 36 (+1,0) 7 (+1,0) 0,5 (+1,0)

Para determinar a concentracédo de proteina (em lif)y.em cada tempo de hidrdlise,
utilizou-se o método de Biureto. Este método comsten determinar a concentragdo protéica de
uma amostra através da reacdo desta com o reageBtereto e posterior leitura da absorbancia. A
reacao de Biureto s6 ocorre com 0s compostos quérnaduas ou mais ligacdes peptidicas e esta
reacao produz uma cor azul devido ao complexo dedeoacao entre o cobre e quatro atomos de
nitrogénio. Para tanto, apos a centrifugacédo (@m®ndlos hidrolisados a 4.000 rpm, transferiu-se 2
mL de sobrenadante para um tubo de ensaio no querhfadicionados 8 mL de reagente de

Biureto. Os tubos de ensaio permaneceram em repgmus80 minutos a temperatura ambiente e
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apos este tempo, realizou-se a leitura das amastnasspectrofotdmetro (Biospectro) a 540 nm
(Macedoet al, 2005). O valor da concentracdo de proteinadmutado através da equacéo linear
obtida de uma curva de calibrag&o utilizando allmandie soro bovina como padrao (Merck).

Andlise estatistica dos resultados experimentais

A anadlise estatistica dos resultados experimeritdisealizada utilizando-se o software
Statistic’ 10.0 (Statsoft, Inc.) onde foram buscados oscfdiolados e de interacdo entre as

variaveis do planejamento proposto e Teste de Tumynivel de 95% de confianca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 2 mostra a média dos percentuais de mdralbtidos apés 120 minutos de
processo para cada experimento com BSA e gelabima substratos, o desvio padréo e o Teste de
Tukey em nivel de 95 % de confianca. De acordo esmesultados obtidos para BSA, verifica-se
gue o experimento E1 difere estatisticamente dpsrerentos E2, E3, E6 e E9, chegando a 100%
de hidrélise da proteina. Para a gelatina, o maéocentual de grau hidrélise foi obtido para o
experimento E1, sendo este diferente estatisticerolos demais experimentos, com 81,49 % de
GH. O comportamento da enzima em relacdo a hidréliésBSA e da gelatina diferiu, sendo que
para a BSA, o menor valor de percentual de hidrdbs 66,79%, ja para a gelatina, o menor valor
foi de 45,46%. Isto pode ser justificado pela @ifa em relacdo a estrutura quimica destes
substratos.

Do ponto de vista quimico, a gelatina € compostagoandes cadeias de aminoacidos,
ligados por ligacdes peptidicas e estes aminoagdo®m grupos funcionais &cidos e basicos.
Durante o processo alcalino de obtencdo da geltfinaB, alguns grupos especificos se rompem
dando lugar a hidrdlise das ligacfes cruzadas qureém as unidades de tropocolageno; assim se
mantém as ligacdes intramoleculares das unidadssalsée o produto solubiliza-se facilmente em
agua. O processo alcalino pode gerar moléculasdigente ramificadas com massas moleculares
de 10 a 60 kDa (Ockerman e Hansen, 1994). Sabral (2001), ao caracterizarem gelatina de
origem bovina, encontraram a glicina como sendonm@acido predominante (22,16 g/100g de
amostra), seguindo da alanina (12,929/100g de am)ostdo acido glutédmico (11,98g/100g de
amostra). Albuminas séricas também sdo moléculasvamente grandes, de massas moleculares
em torno de 60 kDa e carregadas negativamente (dkago al, 2012). A estrutura secundaria da
albumina bovina contém muitos residuos de cistirestes sdo helicoidais em grande parte da
cadeia (Tattiniet al, 2006). No estudo realizado por Kempiaal (2014) ao obter o perfil de
aminoacidos de gelatina bovina (Gelnex), verificque os aminoacidos que estdo presentes em
guantidades baixas s&o a histidina, a tirosinagtsonina e a cistina.
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Tabela 2. Médias do Grau de Hidrolise (GH), deqpadrdao e Teste de Tukey
para 0s experimentos de hidrélise enzimatica de ESAelatina utilizando
papaina e bromelina.

GH (%) para a BSA
+ Desvio Padrao

GH (%) para a gelatina

Experimento + Desvio Padréo

El 100,06 + 0,01 81,492 0,02
E2 97,28°+ 0,04 69,58 + 1,98
E3 66,79+ 1,78 48,60+ 1,98
E4 97,46 + 0,22 59,1¢' + 0,01
E5 99,34+ 0,23 62,94°+ 2,47
E6 73,40+ 0,45 53,15 + 0,49
E7 97,77 + 0,66 63,99°+ 0,99
ES 99,992 0,01 68,19° + 0,01
E9 96,5T + 0,23 45,46+ 1,48

Letras mindsculas iguais, na coluna, correspondesn n@édias de GH (%) iguais,
significativamente, pelo Teste de Tukey em nived8l&s de confianca (p>0,05).

A papaina é uma protease cisteinica cuja estratigiacdo é a ativacdo do radical de
cisteina por uma histidina, fazendo a funcéo déeniito que ataca a ligacao peptidica (Coedtho
al., 2008). Esta forma de agéo pode justificar o maéocentual de hidrélise obtido para a albumina
de soro bovina, que contém os aminoacidos utilizadoreacdo de hidrélise realizada pela papaina

em maior quantidade do que a gelatina.

Perfis de decaimento da concentracéo de proteina &mngo do tempo

A figura 1 mostra os perfis de decaimento da camnaefio de BSA ao longo do tempo
(minutos) de hidrélise para os experimentos conp&aturas de 30°C (a), 33°C (b) e 36°C (c).
Observa-se que nos primeiros 20 minutos de hidiolisdos os experimentos tiveram queda
acentuada na concentracdo de proteina chegandorasvde proteina abaixo de 1%. A papaina
caracteriza-se por ser uma enzima que possui elé8aall de Hidrdlise para substratos contendo
lisina, arginina e glicina, aminoacidos estes priesena molécula de BSA (Prata e Garbieri, 2005).
Para os experimentos E3 e E6, a concentracdo dieaproteina foi superior a 2%. Estes
experimentos caracterizam-se pelo pH inicial igaalf. Biazuset al. (2006), ao estudarem
parametros de hidréolise de BSA utilizando papadbéyeram resultados proximos, sendo que em
pH 7 a hidrdlise foi menos efetiva do que em pii&.presente estudo, os experimentos com pH 5
e 6 tiveram resultados proximos em relacdo ao prrakde hidrdlise (concentracdo de proteina)
apos 20 minutos de processo.

O comportamento da hidrélise ao longo do procesitimamdo-se gelatina como substrato
diferiu em relagédo ao comportamento utilizando BA&Aigura 2 mostra os perfis de decaimento da
concentracdo de proteina ao longo do tempo pasrgeeraturas de (a) 30°C, (b) 33°C e (c) 36°C.
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Percebe-se, na figura 2a, que o comportamentodidélise para os experimentos E1, E2 e
E3 seguiu a mesma tendéncia, porém com valoreis filifarentes, apds 120 minutos. Mesmo E1
contendo uma menor concentracdo inicial de enzimgH inicial do processo para este
experimento foi 5, diferente dos experimentos H23g cujos valores de pH inicial foram 6 e 7,

respectivamente, o que pode sugerir a preferéacgnzima por valores de pH mais baixos.
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Figura 1. Perfis de decaimento da concentracadSdeddn relacdo ao tempo para o processo de hidrdlise
para os experimentos a 30°C (a), 33°C (b) e 36°C (c

Para os experimentos da figura 2a, os perfis daimeato da concentracdo de proteina
foram mais proximos, porém, mesmo com esta proxidadpercebe-se que o experimento E6, com
pH inicial igual a 7, apresenta a maior concentrdigéal de proteina. Na figura 2c, os experimentos
gue apresentaram menor concentracao final de peoteiam E7 e E8, correspondentes novamente
aos pH 5 e 6, respectivamente. O experimento E$nma com a maior proporcdo de enzima
(0,5%) ndo chegou a 50% de hidrélise da proteieahNm dos experimentos, utilizando a gelatina
como proteina, chegou a valores de concentracdootieina igual a zero (ou 100% de hidrolise).
Tanto para a BSA como para gelatina, nas figuras 2, verifica-se que ap6s 20 minutos de
hidrélise, os perfis permaneceram constantes, o ppte sugerir uma possivel inibicdo ou
desnaturacdo da papaina. Elevadas concentracqeedig¢os formados ou baixa concentracdo do
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substrato, presentes no meio reacional, podem gaovesta inibicdo ou um deslocamento do

sentido da reacgéao (Biazasal, 2006).
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Figura 2. Perfis de decaimento da concentraca@ld¢ima em relagéo ao tempo para o processo de
hidrolise para os experimentos a 30°C (a), 33°@ @§°C (c).

Apos a realizacao do planejamento experimental p&3A e para a gelatina, foram obtidos

os efeitos das variaveis de estudo em relacao mermggal de hidrélise. Os diagramas de Pareto

mostrados na figura 3 demonstram as varidveis xgreeram efeito significativo em nivel de 95%

de confianca na hidrélise da BSA (a) e da geldtina

Pode-se observar que para a hidrélise da BSA @svees que exerceram efeito significativo

foram o pH (com efeito significativamente negatie@ temperatura (com efeito significativamente

positivo). Isto significa que quando o pH pass& gara 7, o percentual de hidrdlise diminui, o que

pode sugerir a preferéncia da enzima por pHs tettdaracidez. Ja para a temperatura, o aumento

de 30°C para 36°C levou a um maior percentual dedllse da BSA. Quando se aquece

gradualmente uma proteina em solucdo, acima detemm@eratura critica, ocorre uma transicao

abrupta de um estado nativo para o desnaturadémpgrara a BSA, esta temperatura é de 65°C

(Damodararet al, 2010), indicando que a hidrdlise ocorre apersdda pcdo da enzima, que teve

sua atividade aumentada com o aumento da temperdara a hidrélise da gelatina, todas as

variaveis de estudo exerceram efeito significatisendo todos negativos, o que demostra
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novamente a preferencia da enzima por pHs maisgciias, para a gelatina, o aumento da
temperatura levou a percentuais de hidrolise iories, ocorrendo o mesmo com o aumento da

concentracdo da enzima, o que demonstra que a menoentracdo de enzima testada foi mais
eficiente na hidrolise da proteina.

PH (L) I—s,azs pH (L) .—1 1.6

pH (Q) ‘3,402 Proporcéo de enzima (L) ‘—5,313

Temperatura(L) ‘2,504 pH (Q) 5,811
Proporgéo de enzima (Q) -2.043 Temperatura (L) ‘-4,466
1.7

Propergéo de enzima (L) 77 Temperatura (Q)

-3,152

Temperatura (Q) -0,996

]

Proporgéo de enzima (Q) ‘-3,031

p=0,05

p=0,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

(a) (b)
Figura 3. Diagramas de Pareto obtidos a partindéise estatistica dos dados de Grau de Hidrétise d
efluente sintético contendo BSA (a) e gelatinagbjescidos de papaina.

Para a obtencdo do modelo mateméatico que representaprocesso de hidrolise, foram
calculados os coeficientes de regressdo. Nas Eesiatde 2 estdo os modelos matematicos
empiricos, obtidos através destes coeficientegessio, para a hidrélise da BSA{®R982) e
para a hidrélise da gelatina¥®,976), respectivamente.

GH (%) = 99,49- 20,26.T+112,84.pH-10,22.pH (Equacio 1)
GH (%) = 420,89~ 34,14.T+89,73.pH-88,65.E+ 0,50T* -8,27.pH +107,89F (Equagéo 2)

onde GH (%) é o Grau de Hidrdlise da proteinaalt@&mperatura e E é a concentracédo de enzima.

Os modelos matematicos obtidos permitiram a cog@tralas Superficies de Resposta para o
processo de hidrélise da BSA (a) e da gelatinaafirgsentadas na figura 4.

'GH (%)
Il > 100

<88 %
[ ]<68

GH (%)
B 50
B <60
[ 1<40

OV Ve

Figura 4. Superficies de Resposta obtidas a prtmalise estatistica dos dados de Grau de Hidrddi
efluente sintético obtido com BSA (a) e gelatineglnitilizando papaina.
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Verifica-se que a regido de maximizacao da hidedlis BSA (Figura 4a) encontra-se entre 0s
valores de pH de 5 e 6, e a temperatura de 36%osgue a concentracdo de enzima nao foi
significativa para o processo. Para a gelatinauggigltb) a regido de maximizagdo da hidrodlise
encontra-se também em valores de pH 5 e 6 porétemperatura de 30°C, e concentracdo de

enzima de 0,1%.

CONCLUSOES

A hidrélise enzimatica pode ser um coadjuvanteratamento de efluentes que contenham
proteinas, disponibilizando o substrato mais fagiita assimilavel para os microrganismos.
Verificou-se que o tempo de hidrolise necessarra paduzir consideravelmente a concentracao de
proteina no efluente sintético foi de 20 minutosreigcdo. Os resultados dos experimentos para
determinacdo das melhores condi¢cdes de hidrélisieantdo enzima papaina indicam que esta
possui atividade hidrolitica mais acentuada sokatamina de soro bovino do que sobre gelatina,
hidrolisando aproximadamente 100% e 81,49%, resp@otnte, ou seja, a complexidade do
arranjo dos aminoacidos na molécula da gelatinauitét a acdo da enzima, quando comparada a
acao sobre a BSA. As melhores condi¢des de hidrphsa a BSA e gelatina foramempH 5 e 6,
porém em diferentes temperaturas, 36°C para BIR@ fara gelatina. A propor¢do de enzima nao
teve efeito significativo na hidrélise da BSA, poréna hidrolise da gelatina, exerceu efeito
significativo negativo, sendo a menor concentrdaedtada (0,1%) a que levou ao maior percentual

de hidroélise.
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