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RESUMO — A maior geracao de efluente no processo de parboilizagdo do arroz ocorre devido
ao tratamento térmico realizado, ocasionando a transferéncia de compostos organicos, fosforo
e nitrogénio, entre outros que podem ser metabolizados pela levedura Saccharomyces
boularddi. Avaliamos a acao da enzima alfa-amilase no efluente de arroz parboilizado através
do crescimento da levedura S. boularddi. Para tal, realizou-se um tratamento prévio no
efluente com concentragdo de 20 ppm da enzima por 30 minutos. Nas amostras previamente
tratadas, e em um padrdo comparativo, se adicionou o indculo da levedura e se efetuou um
cultivo de 30 horas em um banho-maria com agitagdo a 28°C, coletando-se amostras durante o
cultivo e obtendo-se a resposta em UFC médio (Unidades Formadoras de Colonia). O pré-
tratamento realizado apresentou melhores resultados no crescimento da levedura em relagdo
ao padrdo, indicando que houve desdobramento de substratos em compostos com maior
facilidade de serem metabolizados pela levedura. O pré-tratamento quando comparado com o
padrdo teve diferenca estatistica significativa para a<0,5. Dessa forma, pode-se concluir que o
efeito da acdo da alfa-amilase sugere a existéncia de substrato passiveis de sua acdo e que
estes foram disponibilizados para o consumo da Saccharomyces boulardii, garantido um
melhor crescimento desta.

1. INTRODUCAO

A busca por tratamentos de efluentes que visam minimizar os impactos ambientais
causados pelas atividades industriais € um esfor¢o necessario e que deve ser aprimorado. Uma
das formas de tratamento que vem sendo utilizadas € o processo de biorremediacdo, que
consiste da degradagdo de compostos tidos como contaminantes por microorganismos, através
de reagdes enzimaticas, resultando em substratos acessiveis para a absor¢ao e incorporacao no
metabolismo microbiano, ou conversdao destes poluentes em produtos menos toxicos ou
compostos de interesse. No tratamento de aguas residudrias agroindustriais, inimeros estudos
jé foram descritos utilizando bactérias, fungos, algas e leveduras como agentes de degradacao
de poluentes.

A escolha da espécie a ser utilizada depende do tipo de contaminante presente na agua
residudria, visto que a maquinaria metabolica e as enzimas produzidas sdo distintas entre os
microorganismos. Contudo, em alguns casos os compostos presentes em efluentes, ndo estdo
completamente biodisponiveis para que os microorganismos a serem utilizados possam
assimila-los completamente, neste caso, torna-se necessario a realizagdo de um tratamento
prévio.

Esse tratamento pode ser realizado por enzimas que possuem os sitios de agdo especificos
para esses compostos, os transformando-os em fontes mais acessiveis, como no caso da
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enzima celulase utilizada como tratamento prévio ao da oxidacgdo aerdbica (Sangave e Pandit,
2006). Enzimas podem ser usadas para auxiliar a degradag¢ao de efluentes de milho (Zamora,
et al., 2015), de efluentes liquidos (Kiies, 2015), entre outros, demonstrando a capacidade de
se usar enzimas previamente aos processos de tratamento de efluentes.

A producdo do arroz parboilizado caracteriza-se pela presenga de um processo de
encharcamento, gerando altos volumes de efluente com altos indices de demanda quimica de
oxigénio (DQO) (5000 a 7000 mg de O,/L), além do nitrogénio amoniacal e organico,
fosfatos e outros. A descrigdo clara da composicdo desse efluente ainda nao foi elucidada,
havendo publicagdes demonstrando a variagdo dos valores de DQO, os diferentes
componentes do ciclo do nitrogénio, solidos suspensos totais, fosforo e acidos volateis totais
(Queiroz e Koetz, 1997). Assim sendo, ndo hd uma caracterizagdo efetivamente dos
componentes existentes, ndo permitindo direcionar a selecdo dos micro-organismos que
melhor poderiam utilizar essas fontes em suas rotas metabolicas de desenvolvimento.

Contudo, estudos recentes demonstraram a possibilidade de cultivo das leveduras Pichia
pastoris (Gil de los Santos et al., 2012) e Saccharomyces boulardii (Gaboardi, 2015) no
efluente de arroz parboilizado obtendo-se bons resultados de remocgao e absor¢ao do fosforo
presente. Nos dois casos, tornou-se necessario efetuar-se a adigdo de uma fonte complementar
de carbono, pois, mesmo o efluente possuindo altos indices de DQO, sugerindo altos teores de
fontes de carbono, essas leveduras ndo conseguem assimilar as mesmas.

Suribabu et al. (2014) demonstraram que a cepa Brevibacillus borostelensis R1 produz
alfa amilase quando cultivado no efluente de arroz parboilizado, sugerindo a disponibilidade
desse tipo de fonte de carbono no efluente. Dessa forma, neste estudo buscou-se avaliar a
influéncia no crescimento celular da levedura S. boulardii no efluente previamente tratado
com a enzima alfa-amilase sem adi¢cdo de nenhuma fonte extra de carbono.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Micro-organismo

S. boulardii foi obtida de uma cépsula 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 sélido, e incubacdo 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.Cultivo da Levedura

Tratamento prévio

No pré-tratamento foi utilizado a enzima alfa-amilase do laboratorio AG XXL (agdo
enzimatica numa faixa de 15-55 °C e pH de 4,5). Sendo utilizada uma concentra¢do de 20
ppm em efluente com pH 4,5 e com tempo de agao de 30 minutos em banho-maria.

Cultivo da levedura em banho-maria com agitagdo

Os pré-inoculos e o indculo de S. boulardii foram produzidos em meio YM (Yeast
Medium, Difco, USA) em agitador orbital a 150 rpm, 28 °C por 12 horas. Os cultivos foram
efetuados a 28 "C por 30 horas, usando 20 mL do efluente pré-tratado em baldes aletados de
100 mL e adigdo de 10 % em volume do in6culo. Um cultivo padrao da levedura no efluente
de arroz parboilizado sem o tratamento prévio com a enzima foi realizado. Trés cultivos
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foram efetuados no efluente previamente tratado com enzima e um como padrio de
referéncia.

A viabilidade celular foi determinada as 0 h, 3 h, 9 h, 12 h, 15 h e 30 h de cultivo, por
contagem de unidades formadoras de colénias (UFC.mL") usando placas de YM sélido a
28°C.

2.4. Analise estatistica

Na analise estatistica usou-se o software Statistic versdo 7. Os dados foram analisados
por ANOVA (andlise de variancia) avaliando-se a influéncia dos fatores tempo, concentragao
e sua interagdo e a diferenca de médias avaliadas pelo teste de Turkey (a<0,05), sendo a
normalidade testada por Shapiro-Wilk.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 encontram-se os valores de UFC.ml"' dos trés cultivos efetuados no
efluente previamente tratado com a enzima alfa-amilase e sem tratamento prévio (denominado
de padrao).

Tabelal — Contagem (média e desvio-padrao) de UFC da levedura S. boulardii nos
cultivos com a a¢do prévia da enzima alfa-amilase (Cultivo 1,2 e 3) e o no cultivo padrdo ao
longo de 30 horas de cultivo.

Tempo de Cultivo 1 Cultivo 2 Cultivo 3 Padrao
Cultivo (UFC.ml"'x 10% | (UFC.mI"x 10°) | (UFC.mI"x 10%) | (UFC.mlI"x 10%)
Oh 8.60+2,12° 4,50+0,58° 8,63:2,28" 5.70+0,75"
3h 8,65+1,34° 6.37+0.32° 4,35:0,21¢ 7,5340.45
%h 81,33+3,21° 42,6746, 43" 84,00414,42° | 105,5043,53¢
12h 148,33427,42" 110,00£10" 60,00+21 26.67+6,111
15h 84,50+4,94) 90,000/ 93,3327,63! 52,50+4,95K
30h 102,334,04' 93,5013 4' 101,50+10™ 29.67+0,58"

* as letras representam diferenca estatistica entre os tratamentos no mesmo tempo de
cultivo para 0<0,5 (teste de normalidade por Shapiro Wilk e teste de comparagdo de médias
por Turkey).

Os resultados apresentados na Tabela 1 foram plotados em um grafico em que pode ser
observado o crescimento da levedura S. boulardii ao longo do tempo de cultivo, como mostrado
na Figura 1.
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Figura 1 — Curva de crescimento da levedura S. boulardii ao longo do cultivo com
respectivos desvios padrdes em cada ponto.
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A enzima alfa- amilase caracteriza-se por efetuar a catalise em substratos como
glicogénio, amilose e amilopectina, efetuando a hidrdlise das ligagdes a-1, 4 da amilose,
amilopectina e glicogénio, liberando maltose e isomaltose (MOTTA,2003). A maltose e a
isomaltose sdo dissacarideos formados por glicose, fonte energética passivel de utilizagao
para o crescimento da levedura S. boulardii., Santos et al. (2013) relatam que a maltose ¢ a
sacarose sdo as principais fontes de carbono utilizadas em processos industriais para se obter
um ambiente 6timo para o crescimento da levedura S. boulardii .

Como pode ser observado,através da Tabela 1 no tempo 0O h ndo houve diferenga
estatistica entre os cultivos e o padrao, resultado esperado em fun¢do de ter sido utilizado o
mesmo indculo para todos. Em 12 h o cultivo padrdo e o Cultivo 3 obtiveram comportamento
semelhante, ambos com queda no crescimento significativa. Nas respostas obtidas em 9 h, 15
h e 30 h a concentragdo da levedura no cultivo Padrdo apresentou diferenga significativa em
relacdo aos trés cultivos realizados, sendo em 15 h ndo houve diferenga na concentragao
celular entre os Cultivos 1, 2 e 3. Além disso, verifica-se que a partir das 9h o Padrdo comeca
a ter uma queda no crescimento da levedura S. boulardii.

Em estudos anteriores (Gaboardi,2015), verificou-se que cultivos realizados em
agitador horizontal com adicdo de 1% de sacacore os resultados de crescimento obtidos foram
de 3x107 até 1,8x108 para 12 h, enquanto o Cultivo 1 com adi¢do de enzima foi de 8x10° até
1,4)(107 e o Cultivo 2 de 4,5x105 até 1,1x107, apresentando assim,dois log de crescimento em
relacdo ao obtido com fontes extras de carbono. O mesmo ocorre para o dados obtidos pelo
mesmo estudo em cultivos realizado em YM que teve a mesma faixa de crescimento ao de
adicao de sacarose. Além, Gaboardi (2015) teve um decaimento de crescimento no efluente



XIl Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica
N 2017 em Iniciagdo Cientifica

CONGRESSO BRASILEIRQ DE ENGENHARIA UFSCar - Séo Carlos - SP
QUIMICA EM INICIACAO CIENTIFICA 16 a 19 de Julho de 2017

bruto (sem adicdo de fontes extras de carbono) a partir das 9h, semelhante ao resultado obtido
nesse estudo.

Apesar do custo de aquisi¢do de enzimas serem normalmente elevados, a utilizacdo de
uma concentragao proxima de 20 ppm pode ser vantajosa, frente ao fato de que ndo seria
necessario a adi¢do de fontes extras de carbono que aumento o nivel de DQO, além de com a
sua utilizacdo teve-se um crescimento da levedura ao longo do cultivo bastante significativo.

4. CONCLUSAO

Através dos dados obtidos na realiza¢ao dos cultivos verificou-se um melhor crescimento
da levedura Saccharomyces boulardii nos efluentes que obtiveram o tratamento prévio
realizado com a enzima alfa-amilase sugerindo a presenca de glicogénio, amilose e

amilopectina.
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