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RESUMO - O processo de biorremediacdo consiste na degradacdo de contaminantes através
de reagdes enzimaticas, resultando em substratos acessiveis para incorporagdo no
metabolismo microbiano. Os cultivos das leveduras Pichia pastoris e Saccharomyces
boulardii em efluente de arroz parboilizado obtiveram bons resultados de remog¢ao e absorgao
do fosforo presente, porém necessita-se adicionar uma fonte extra de carbono. A composi¢ao
dos componentes dos efluentes dos tanques de parboilizagdo de arroz ¢ desconhecida. Dessa
forma, este trabalho buscou avaliar a acdo da enzima alfa-amilase, a fim de elucidar a
presenca de residuos de amido e facilitar o processo de assimilagdo dos substratos ja
existentes nesse efluente pela levedura Saccharomyces boulardii . A enzima alfa-amilase foi
adicionada ao efluente previamente a fermentacdo. O pré-tratamento foi realizado em
diferentes concentragdes ¢ tempo de acdo, ¢ as reagdes foram incubadas a 40°C, sendo
posteriormente realizada a fermentacdo das amostras das pré-tratadas € com um padrao
(efluente sem adi¢ao de enzima e fontes extras de carbono). A avaliacdo da a¢do da enzima se
deu pela andlise da viabilidade celular da S. boulardii. Através da utilizagdo da alfa-amilase
verificou-se um melhor crescimento da levedura em comparagdo ao padrdo, além disso,
quanto maior concentragdo e o tempo de agdo, melhor o crescimento da levedura. Dessa
forma, sugere-se que ha residuos de amido passiveis de acdo da enzima e posterior
assimilacdo pela levedura.

1. INTRODUCAO

O Brasil est4 entre os dez maiores produtores de arroz do mundo. O arroz parboilizado
representa 25% do consumo interno nacional e 50% do total de arroz exportado (ABIAP,
2011). O processo de parboilizagdo de arroz ¢ definido como sendo o processo hidrotérmico,
no qual o arroz em casca ¢ imerso em agua potavel com temperatura acima de 58 °C, seguido
de uma gelatinizag@o parcial ou total do amido e secagem (BRASIL, 1988). Devido a esse
processo, ocorre a lixiviagdo de nutrientes presentes no arroz para agua de encharque, gerando
um efluente com grande Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), fésforo e nitrogénio. Além
disso, a falta de homogeneidade na distribui¢ao da temperatura no processo de encharcamento
resulta em uma maior lixiviagdo do material organico do grdo, em especial do amido do
endosperma (Queiroz e Koetz, 1997).

Apesar de o fosforo ser um componente essencial para os organismos, sendo utilizado na
biossintese de componentes celulares, seu descarte de forma incorreta na natureza pode
ocasionar a eutrofizacdo dos meios aquaticos. A utilizacdo de leveduras como forma de
tratamento de agua residuais ja vem sendo estudado desde 1990, primeiramente por Moriya
et. al.(1990) e posteriormente por Chigusa et. al.(1996). A utilizag¢do de leveduras se deve ao
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fato de que estas apresentam em sua via de transducdo de fosfato (PHO rota) proteinas
responsaveis por armazenar fontes de fosforo do meio extracelular, no caso da levedura
Saccharomyces cerevisae ha pelo menos cinco tipos de proteina (Ogawa et. al, 2000).

Em biorreatores de escala laboratorial, a utilizagdo da Saccharomyces cerevisae nos
tratamentos de efluente de industria de papel, fermentacdo ou com presenca de corantes, se
mostrou de grande eficacia devido a sua resisténcia a baixos pHs, alta salinidade e alta indices
de DQO (Yang et. al. 2011). Estudos recentes realizados com Pichia pastoris (Gil de los
Santos et al. 2012) e Saccharomyces boulardii (Gaboardi 2015) em efluente de arroz
parboilizado, demonstraram remocdo de fosforo de 54% e 72%, tendo sido necessario a
adicao de fontes extra de carbono, para que haja garantia de melhor crescimento da levedura.

A adicdo de fontes extras de carbono ocasiona um aumento inicial nos indices da DQO
reduzindo a eficiéncia de remocdo dos parametros ambientais. A a¢do de enzimas podem
permitir a disponibilizacdo de substratos passiveis de assimilagdo pela levedura através do
seu metabolismo celular. A possivel presenga de fontes de amido oriundo do processo de
encharmento do arroz parboilizado incentivou o presente estudo onde avaliou-se os efeitos da
utilizacdao da enzima alfa-amilase no efluente dos tanques de parboilizagdo de arroz através do
crescimento da levedura Saccharomycces boulardii nesse meio.

2. MATERIAISE METODOS

2.1 Micro-organismo

Saccharomyces boulardii foi obtida de uma capsula de Floratil®, pela reativacdo do
liofilizado, cultivado em 10 mL de meio YM por 24 h a 150 rpm e 28 °C. Apo6s o cultivo, foi
realizada a semeadura de uma gota da cultura em placas de YM solido, e incubagdo por 48 h
em estufa a 28 °C, para crescimento e isolamento das colonias. As placas foram mantidas sob
refrigeracdo a 4 °C e repicadas a cada 15 dias.

2.2 Determinac¢ao da acdo enzimatica

Enzimas
Nos experimentos foi utilizado enzima alfa-amilase do laboratéorio AG XXL (acdo
enzimatica numa faixa de 15-55 °C e pH de 4.,5).

Tempo de agdo e concentracdo da enzima alfa-amilase

A enzima alfa-amilase foi adicionada no efluente seguindo um planejamento
experimental DCCR 2 * com trés pontos centrais para o teste das variaveis em trés niveis de
tempo de a¢do enzimatica (2, 6 e 12 min) e da concentra¢do de enzima adicionada (5, 10 e 15
UE/L de efluente). A temperatura foi mantida constante num banho-maria a 40 °C e o pH
ajustado a 4,5 usando-se uma solucdo de NaOH 1M.

A variavel resposta do planejamento experimental foi a viabilidade celular da levedura
cultivada no efluente previamente tratado com a enzima nos tempos e concentragdes
estabelecidos.

2.3. Cultivo da Levedura

Cultivo da levedura em banho-maria com agitacdo
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Os pré-indculos e o indculo de S. boulardii foram produzidos em meio YM (Yeast
Medium, Difco, USA) num agitador orbital a 150 rpm, 28 °C por 12 horas. Os cultivos foram
realizados a 28° C por 48 horas usando-se 10% em volume de indculo em baldes aletados de
100 mL usando-se um volume util de 20 mL de efluente de arroz parboilizado, sem
esterilizagdo, previamente tratado com as enzimas no tempo e concentracdo descritos
anteriormente. Como parametro comparativo de controle da eficiéncia de disponibilidade foi
efetuado um cultivo da levedura no efluente de arroz parboilizado sem o uso de enzima.

A viabilidade celular foi determinada ao longo do tempo por contagem de unidades
formadoras de colonias (UFC mL™") usando placas de YM solido a 28°C.

2.4. Analise estatistica

Na andlise estatistica usou-se o software Statistix versdo 7 (Analytica Software,
Tallahassee, FL, USA). Os dados foram analisados por ANOVA (andlise de variancia)
avaliando-se a influéncia dos fatores tempo, concentragdo e sua interagdo e a diferenca de

médias avaliadas pelo teste de Duncan (0<0,05), sendo a normalidade testada por Shapiro-
Wilk.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 apresentam-se os resultados dos dados cinéticos do crescimento celular em
UFC médio (10° UFC.mL™) da levedura Saccharoyces boulardii cultivada em efluente dos
tanques de parboilizagdo previamente tratados com a enzima alfa-amilase, ao de 24 horas de
cultivo .

Tabela 1 - Contagem (média e desvio-padrdo) de UFC da levedura Sacchoromyces boulardii
cultivada em efluente de arroz parboilizado previamente tratados com enzima alfa-amilase.

Concentragdo | Tempo Oh 3h 6h 9h 12h 15h 24h
(ppm) (min)

5 2 517 15,07 17,5 44,00 39,33 39,00 24,67
+1,06° £1,9 | £3,53% | £5,66° | £3,06° | £7.81%® | 10,12

15 2 7,87 10,70 11,00 32,67 68,33 40,67 39,33

+0,8° +0,3 +£1,73° | £132% | +6,66® | +1,15% +£2,0%

10 6 10,88 11,03 15,75 3522 90,44 65,56 41,44
+3,19° +3.88% | +337° | £16,15° | £40,13* | £28,29"° | +283°

5 12 6,13 10,80 37,50 53,00 43,33 46,33 28,00
+2,49° 40,75 | +3,54* | +6,08° | £9.45° | £777®° | 49,17°9

15 12 9,03 16,50 12,67 76,67 49,00 66,67 57,33
+0,9° +4,09 | £7,02° | £11,55* | £529® | +£577° +12,5°

Padrio 60,00 11,67 19,67 8,00 12,00 14,00 11,00
£14,14° | £4,72° | £0,58° | £141° | £7,07° | +£2,82" | +£1.41¢

*as letras representam diferenca estatistica entre os tratamentos no mesmo tempo de cultivo para a<0,5

** as letras representam diferenca estatistica na cinética de crescimento celular da levedura na mesma condigdo prévia do
tratamento do efluente pela enzima para a<0,5
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Utilizando-se do teste de normalidade Shapiro Wilk, verificou-se que os pré-tratamentos
e o padrao apresentam comportamento normal nos horarios de 0, 3, 9 e 24 h e tem diferenca
significativas entre si em relagdo a comparacdo de médias, apresentando o pré-tratamento
melhores resultados no crescimento da levedura ao longo do tempo do cultivo realizado
quando comparado com o padrio (efluente bruto).

Os resultados indicam que a concentragdo e o tempo de agdo, isoladamente, influenciam
diretamente nas quantidades de substratos desdobrados, apontando maiores concentracdes e
maiores tempos de reagdo, levam ao aumento das fontes biodisponiveis,. Contudo, a interacao
tempo x concentragdo ndo demonstrou efeito significativo (a<0,5).

A enzima alfa-amilase caracteriza-se por efetuar a catalise em substratos como
glicogénio, amilose e amilopectina, efetuando a hidrolise das ligagdes a-1,4 da amilose,
amilopectina e glicogénio, liberando maltose e isomaltose (MOTTA, 2003). A maltose ¢ a
isomaltose sdo dissacarideos formados por glicose, fonte energética passivel de utilizagdo
para o crescimento da levedura S. boulardii. Nas amostras onde houve maior concentracao
enzimdtica e maior tempo de ac¢do, demonstraram maior crescimento ao longo do tempo,
sugerindo a presenga de fontes desses tipos carboidrato no efluente e sua disponibilidade
como metabolito da levedura.

Na amostra que foi pré-tratada com a concentragdo de 15ppm e tempo de agdo de 12
minutos, verificou-se um crescimento de aproximadamente 9x10° para 4,9x 10° no tempo de
12h, obtendo-se assim o crescimento de um log. Esse crescimento ¢ similar ao obtidos por
Gaboardi (2015), onde cultivos realizados em shaker com adi¢cdo de 1% de sacacore os
resultados de crescimento obtidos foram de 3x10” até 1,8x10% para 12h e para cultivos
realizados em YM teve a mesma faixa de crescimento ao de adi¢do de sacarose. Além disso,
Gaboardi (2015) teve um decaimento de crescimento no efluente bruto (sem adi¢do de fontes
extras de carbono) a partir das 9h, semelhante ao resultado obtido nesse estudo.

4. CONCLUSAO

A acdo hidrolitica da alfa-amilase disponibilizou fontes de carbono para o crescimento da
levedura Saccharomyces boularddi no efluente de arroz parboilizado sendo os melhores
resultados obtidos nos maiores tempos e concentragdo enzimatica.
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