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You're all that | have and you're all that | need

Each and every day | pray to get to know you please

| want to be close to you, yes I'm so hungry

You're like water for my soul when it gets thirsty

Without you there's no me

You're the air that | breathe

Sometimes the world is dark and | just can't see

With these, demons surround all around to bring me down to negativity
But | believe, yes | believe, | said | believe

I'll stand on my own two feet

Won't be brought down on one knee

Fight with all of my might and get these demons to flee

Hashem's rays fire blaze burn bright and | believe

Out of darkness comes light, twilight unto the heights

Said, thank you to my God, now I finally got it right

And I'll fight with all of my heart, and all a' my soul, and all a" my might

King Without a Crown - Matisyahu



RESUMO

O arroz é um cereal de elevada produgdo em volume e importancia socioeconémica.
O Brasil € um dos principais produtores com produc¢do média anual de 10,56 milhdes
de toneladas. A producao de arroz parboilizado € um processo de beneficiamento que
confere maior valor nutritivo ao produto através de etapas de cozimento e secagem.
Neste processo é gerado o efluente da parboilizagdo (EP) com elevados niveis de
matéria organica, fosforo e nitrogénio. A complexidade do EP dificulta a adequacao
na estacdo de tratamento de efluentes, e caso o efluente seja lancado aos corpos
receptores em concentracfes superiores as estabelecidas pelo CONSEMA, pode
ocasionar a reducdo da biodiversidade aquatica e mortandade de peixes. O uso de
tratamento biolégico com leveduras é uma alternativa para auxiliar os sistemas atuais
de tratamento e potencial geracdo de biomassa comercializavel como co-produto.
Neste trabalho avalia-se o potencial da a-amilase no pré-tratamento enzimatico do
efluente da parboilizagéo do arroz para o cultivo e potencial bioremediador da levedura
Saccharomyces cerevisiae. As condicdes do pré-tratamento enzimatico foram
definidas através de planejamento fatorial 23 sendo as variaveis estudadas o pH (5,5,
6 e 6,5), temperatura (40, 50 e 60°C) e tempo de incubacéo (5, 12,5 e 20 min); a
concentracdo enzimatica foi avaliada em 5 niveis (100, 50, 10, 5 e 0.5 mg L%)
utilizando a-amilase fungica de 40.000 SKB. A concentracdo de glicose obtida nos
ensaios, custos e adequacao as condi¢cdes 6timas para cultivo de S. cerevisiae foram
consideradas na definicdo do tratamento. A reacdo enziméatica foi realizada em
frascos com 4 L de efluente da parboilizacdo ndo autoclavado, 5 mg L de a-amilase,
12,5 min a 50°C. Cultivos em EP foram diretamente inoculados com S. cerevisiae e
utilizados como controle. Ambos os sistemas foram inoculados com 10% v/v de S.
cerevisiae a 1,2x103 unidades formadoras de col6nias por mL (UFC mL™1) e cultivados
por 48 h. Ao longo do tempo efetuou-se coletas para avaliar a viabilidade celular (UFC
mL1), biomassa (g), demanda quimica de oxigénio (DQQO), nitrogénio total Kjeldahl
(NTK) e concentracéo de fosforo (P). A reagdo enzimética em efluente parboilizado
com amilase (EPA) foi determinada quantificando a concentracdo de glicose através
da reacdo com éacido dinitrosalicilico (DNS), atingindo uma concentracdo maxima de
1,75gLtem EPA e 1,05 g L' em EP. UFC e biomassa em EPA seguiram os niveis
de glicose e foram superiores em relacdo EP, atingindo 2,4x108 UFC mL1e 2,059 L

1, As maiores remocdes foram obtidas em EPA para fésforo (40,68%), EP para matéria



organica (70%) e remocéao >99% do nitrogénio total em ambos cultivos. O baixo custo
de 0,45% por m3 de efluente tratado, reducdo dos parametros ambientais de
tratabilidade, viabilidade celular (3,35x108 UFC mL™) e concentracdo de biomassa
(2,05 g L1) sugerem que a utilizacdo de a-amilase aprimora o potencial de
biorremediacao de S. cerevisiae no tratamento de efluente parboilizado, além de gerar

um co-produto de alto valor e amplamente comercializavel.

Palavras-Chave: tratamento de efluente, biorremediagdo, biomassa, amido, S.

cerevisiae, enzimas



ABSTRACT

Rice is a cereal with high production in volume and socioeconomic importance. Brazil
is one of the main producers with an average annual production of 10.56 million tons.
The production of parboiled rice is a beneficiation process that gives greater nutritional
value to the product through cooking and drying steps. In this process, the
parboilization (PE) effluent with high levels of organic matter, phosphorus and nitrogen
is generated. The complexity of the PE makes it difficult to adjust the effluent treatment
station, and if the effluent is released to the receiving bodies in concentrations higher
than those established by CONSEMA, it can cause the reduction of aquatic biodiversity
and fish mortality. The use of biological yeast treatment is an alternative to assist
current treatment systems and potential generation of marketable biomass as a co-
product. In this work, the potential of a-amylase in the enzymatic pre-treatment of the
rice parboiling effluent for the cultivation and bioremediation potential of the yeast
Saccharomyces cerevisiae is evaluated. The conditions of the enzymatic pre-treatment
were defined through factorial planning 22 and the variables studied were pH (5.5, 6
and 6.5), temperature (40, 50 and 60°C) and incubation time (5, 12 , 5 and 20 min);
the enzymatic concentration was evaluated at 5 levels (100, 50, 10, 5 and 0.5 mg L)
using fungal a-amylase of 40,000 SKB. The glucose concentration obtained in the
tests, costs and adequacy to the optimal conditions for the cultivation of S. cerevisiae
were considered in the treatment definition. The enzymatic reaction was carried out in
flasks with 4 L of non-autoclaved parboilization effluent, 5 mg L of a-amylase, 12.5
min at 50°C. PE cultures were directly inoculated with S. cerevisiae and used as a
control. Both systems were inoculated with 10% v/v of S. cerevisiae at 1.2x102 colony-
forming units per mL (CFU mL™) and cultured for 48 h. Samples were collected over
time to assess cell viability (CFU mL™1), biomass (g), chemical oxygen demand (COD),
total nitrogen Kjeldahl (TKN) and phosphorus concentration (P). The enzymatic
reaction in parboiled amylase effluent (PEA) was determined by quantifying the
glucose concentration through the reaction with dinitrosalicylic acid (DNS), reaching a
maximum concentration of 1.75 g L in PEA and 1.05 g L in PE. CFU and PEA
biomass followed glucose levels and were higher than PE, reaching 2.4x108 CFU mL"
Land 2.05 g L*. The largest removals were obtained in PEA for phosphorus (40.68%),
PE for organic matter (70%) and removal >99% of total nitrogen in both cultures. The

low cost of 0.45% per m? of treated effluent, reduced environmental parameters for



treatability, cell viability (3.35x108 CFU mL™) and biomass concentration (2.05 g L)
suggest that the use of a-amylase improves the bioremediation potential of S.
cerevisiae in the treatment of parboiled effluent, in addition to generating a high-value
and widely marketable co-product.

Keywords: effluent treatment, bioremediation, biomass, starch, S. cerevisiae, enzymes
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INTRODUCAO

O arroz € um cereal presente na dieta de diversos paises e consumido
diariamente por aproximadamente 95% dos brasileiros. Para ser comercializado, o
arroz é processado em etapas de beneficiamento, consistindo basicamente na
selecéo de graos, lavagem e secagem (NETO, 2015). O arroz parboilizado € um dos
produtos da cadeia produtiva de arroz, obtido através do processamento hidrotérmico
no qual o arroz em casca é imerso em agua a uma temperatura superior a 58°C. Neste
processo 0 amido é parcialmente ou totalmente gelatinizado, favorecendo o transporte
e concentracdo de substancias hidrossolUveis como vitaminas e minerais no interior
do gréo, aumentando o valor nutritivo e conservacao deste arroz em relagéo ao polido.
ApOs secagem e brunimento, o arroz parboilizado é disponibilizado na forma de
parboilizado polido e/ou parboilizado integral (BALBINOTI et al., 2018).

O processo de parboilizacédo requer elevado volume de agua, gerando 1-1,2 L
de efluente de alta complexidade por quilograma de arroz processado (KUMAR et al.,
2016) e representando um custo relevante frente as outras variedades de arroz
comercializadas. O lancamento do efluente da parboilizacdo (EP) em néo
conformidade com os limites estabelecidos pelo Conselho Estadual do Meio Ambiente
(CONSEMA), orgao responsavel pela aprovacdo e acompanhamento da
implementacgé&o da Politica Estadual do Meio Ambiente no Rio Grande do Sul, acarreta
na sobrecarga dos corpos hidricos receptores com nutrientes e matéria organica,
reduzindo os niveis de oxigénio dissolvido e ocasionando a mortandade de seres vivos
no meio aquatico (FELIPI e ZANOTELI, 2005). Os métodos de remocéao de carbono e
nitrogénio de efluentes industriais utilizam sistemas de digestbes anaerdbias seguidas
de nitrificagdo e desnitrificagdo, de elevado custo e necessidade de controle
(QUEIROZ et al., 2007). Ja a remocao de fésforo tem sido realizada por precipitacéo
guimica (MOHAMMED e SHANSHOOL; 2009), reator anaerobio de fluxo ascendente
(RODRIGUEZ-GOMEZ e RENMAN, 2017) e wetlands (KADLEC, 2016). O EP
apresenta elevadas concentracdes de fosforo, nitrogénio e matéria organica, sendo o
fésforo o parametro de maior complexidade no tratamento.

A revisao dos padrdes de lancamento de efluentes apresentados na resolucao
CONSEMA n° 355 (RIO GRANDE DO SUL, 2017) revogando as Resolucdes
128/2006, 286/2014 e 317/2017, torna necessario o aprimoramento dos sistemas de

tratamento para adequacdo as novas condi¢cfes. O tratamento biolégico tem sido
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amplamente utilizado em acidentes ambientais, efluentes petroquimicos e residuos
industriais complexos, ndo somente apenas para etapas de polimento em estacdes
de tratamento, mas representando uma alternativa para auxiliar sistemas ja
empregados (BAHRI et al., 2018).

Leveduras sdo fungos unicelulares amplamente utilizadas na industria de
alimentos, bebidas e probioticos, e devido a sua versatilidade, a aplicagcdo no
tratamento de residuos vem sendo avaliada (NANDY e SRIVASTAVA, 2018). Além
da aplicacao direta, o tratamento com leveduras pode ser beneficiado por tratamentos
combinados, como a aplicacéo de biocatalisadores. Fehrenbach (2019), Gaboardi et
al., (2018) e Gil de los Santos et al., (2012) reportaram a aplicacao de leveduras como
agente biorremediador em EP, apresentando elevados niveis de remocdo de
nutrientes. Em trabalho posterior, Gil de los Santos et al., (2018) reportou o efeito
probidtico em codornas da biomassa obtida do tratamento de efluente da
parboilizacao do arroz.

Enzimas sdo proteinas com atividade catalitica, altamente especificas e
possuem o potencial de acelerar reacées nao espontaneas. Em matrizes complexas,
a acao enzimatica pode auxiliar no aumento da biodisponibilidade de nutrientes,
através de quebras de ligacdes e simplificacdo de cadeias carbonicas, assistindo a
multiplicacdo de microrganismos. A enzima a-amilase é encontrada em mamiferos,
cereais, fungos e bactérias, atuando na hidrolise de amido e glicogénio (TAKATA et
al., 1992). A concentracdo de amido em arroz parboilizado corresponde a 85% do
peso em matéria seca (STORCK, 2004), quantificado como matéria organica nos
testes de demanda quimica e bioquimica de oxigénio. O processamento hidrotérmico
na parboilizacdo gera altos teores de DQO (GABOARDI et al., 2018) no qual pode
existir concentracdes de amido no EP, necessitando pré-tratamento com a-amilase
para aumentar a sua biodisponibilidade.

A modernizagcdo e industrializacdo dos processos produtivos no setor
alimenticio permitiram o0 aumento no volume de producéo e qualidade dos produtos.
O ganho de producao foi acompanhado da geracéo de residuos e efluentes, sendo
estes os grandes desafios para a industria na atualidade, em reducdo de custos e
otimizacdo de processo. Com isso, € necessario o desenvolvimento de tecnologias de
tratamento eficientes de forma a acompanhar o crescimento do setor, assegurando a
protecdo ambiental e dos recursos naturais. Este trabalho teve como objetivo avaliar

o0 potencial do pré-tratamento enzimatico com a-amilase do efluente da parboilizacédo
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do arroz para o cultivo e potencial bioremediador da levedura Saccharomyces

cerevisiae.

REVISAO DE LITERATURA

2.1 Arroz parboilizado e efluente

O arroz € um alimento presente na refeicdo de mais da metade da populacéo
mundial, sendo um dos cereais de maior producdo em volume e importancia
econbmica. O Brasil € um importante consumidor e produtor, responsavel pela
produgdo de 10,56 milhdes de toneladas em 2019/2020 (CONAB, 2020),
correspondendo a aproximadamente 4% da producao mundial (STATISTA, 2020).
Esse cereal possui uma alta diversidade de sementes depositadas no International
Rice Research Institute que preserva e mantém mais de 117.000 variedades de arroz
(DUTTA e MAHABTA, 2014), resultado de seu amplo cultivo em nivel mundial. Os
produtos obtidos do arroz séo destinados a alimentacdo humana e animal (SUAREZ
e GUEVARA, 2018), bebidas alcodlicas (HITTINGER et al., 2018) e producao de
probioticos (ZHUANG et al., 2018).

O arroz parboilizado é um dos diversos produtos obtidos da cadeia produtiva
do arroz sendo produzido inicialmente para reduzir as perdas na quebra de gréo,
ocasionadas pelas sucessivas etapas de polimento e limpeza para obtencéo do arroz
branco. Atualmente, 25% do consumo total de arroz no Brasil corresponde ao arroz
parboilizado (PARAGINSKY et al., 2014), impulsionado pelo reconhecimento do valor
nutricional e competitividade comercial. O arroz parboilizado é obtido ap6s
processamento hidrotérmico do cereal através do qual o amido do gréo se gelatiniza
possibilitando que vitaminas hidrossollveis e sais minerais presentes no tegumento e
no embrido sejam retidas no interior do endosperma (BALBINOTI et al., 2018). Os
granulos de amido se fundem irreversivelmente apos esse processamento, reduzindo
a gquebra de grdo, aumentando a resisténcia a pragas e estendendo o tempo de
comercializacdo (HEINEMANN et al., 2005; BUGGENHOUT et al., 2013).

Nos engenhos, o processamento do arroz inicia com operacdes de limpeza e
selecdo, seguida da parboilizacdo e secagem. Apdés a remocdo de sujidades e
padronizar o cereal a ser beneficiado, o arroz é parboilizado pelo encharcamento em

autoclaves permitindo que ocorra a gelatinizagdo do grao. A etapa de encharcamento
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€ responsavel pela umectacao dos granulos de amido através da difusdo de agua no
arroz em temperatura que varia entre 58-70°C, sendo este fator determinante nesse
processo. A utilizacdo de temperaturas superiores a 60°C contribui para reducdo de
contaminacdo por bactérias anaerObias, leveduras e bactérias &acido-laticas
(SRIDHAR e MANOHAR, 2003; DUTTA e MAHANTA, 2014). Em funcdo das
caracteristicas de absorcdo de agua, o teor de umectacdo é um dos fatores
controlados e determinantes no tempo do encharcamento de aproximadamente 4
horas necessérios para o grao atingir 30% no teor de umidade e ser encaminhado
para gelatinizacdo (BALBINOTI et al., 2018). Nos sistemas que utilizam autoclave, o
arroz € encaminhado para gelatinizacdo ap0s atingir o teor de umidade e aquecido a
105-120°C em autoclave e pressdes de vapor de 0,4 a 1,2 kgg / cm? por 10-30 min.
Ao final do processo, 0 arroz passa por 2 etapas de secagem para permitir o
descasque e conservacdo do produto. Na primeira etapa, a umidade do arroz é
reduzida entre 18 a 20% em temperaturas elevadas para reducao rapida do elevado
teor de umidade pds processamento em autoclave; na segunda etapa a secagem
ocorre de forma intercalada em secadores ou por secagem natural, sob temperaturas
inferiores a primeira etapa e umidade proxima a 13%. Ao fim do processo, o arroz
parboilizado apresenta as trincas e falhas nos graos soldadas, quebra reduzida e teor
nutritivo superior ao arroz polido (HEINEMANN et al., 2005; PAGE, 2018).

O encharcamento do arroz no processo de parboilizagcéo representa um ponto
critico de processo do ponto de vista ambiental, utilizando altos volumes de agua e
gerando um efluente de significativa complexidade (KUMAR et al., 2016). O efluente
gerado apresenta elevados niveis de matéria organica, comumente expressa na forma
de demanda quimica de oxigénio (DQO); nitrogénio, determinado na forma de
nitrogénio amoniacal ou nitrogénio total Kjedahl (NTK); e fésforo (P), determinado na
forma de fosfato soluvel. Queiroz e Koetz (1997) ressaltam que a matéria organica,
nitrogénio e fésforo sdo os parametros responsaveis pela dificil tratabilidade do
efluente. As diferentes configuracbes de processo utilizadas nas industrias, assim
como, o tempo, periodo, temperatura e variagdes no grao (teor de nutrientes, umidade,
tempo de armazenamento e sazonalidade) afetam a composicéo de efluentes, porém,
persistindo as elevadas concentracoes de P, NTK e DQO independentemente das
variaveis anteriormente citadas. Na Tabela 1 é apresentado as concentracdes médias
de DQO, NTK e P do efluente da parboilizacado do arroz determinados por diferentes

autores.
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Tabela 1: P, NTK e DQO em efluente da parboilizacao do arroz.

Parametro
Autor Efluente P NTK DQO Regido
(mgL?) (mgL?)  (mgL+)
Gaboardi et al. Parboilizacao 87 208 4283 Brasil
(2018)
Mukherjee et al. Parboilizacao 39 113 1600 Africa
(2016)
Abinandan etal.  Parboilizacéo 360 154 1600 India
(2015)
Gerber et al. Unidade de 8,4 23,5 436,3 Brasil
(2016) parboilizacao
com mistura

Gil de los Santos  Parboilizagao 82 229 6422 Brasil
et al. (2012)

Além de carbono, nitrogénio e fosforo sdo os principais nutrientes em
requerimento quantitativo para o desenvolvimento de organismos celulares e plantas.
Nitrogénio é fundamental na producéo de alimentos, sendo um fator limitante devido
a importancia na sintese de proteinas. O fésforo mesmo presente em altas
concentracdes no solo (aproximadamente 0,05% dos minerais) e sujeito a diversas
reacbes fisico-quimicas e biologicas, somente 0,1% encontra-se diretamente
disponivel para absorcédo pelas plantas e micro-organismos (ILLMER et al., 1995),
devido a sua baixa solubilizacdo e fixacdo como ocorre com os ortofosfatos através
de vias de alta afinidade na epiderme de raizes e fungos (BUCHER, 2007). A forma
predominante do fésforo na fracdo inorganica é adsorvida em superficies minerais e
na forma orgéanica absorvida ou adsorvida em biomassa ou compostos organicos do
solo. Dessa forma, o fésforo presente no efluente ndo sera diretamente metabolizado
quando lancado ao corpo receptor, viabilizando a rapida multiplicacdo de algas e
consequentemente a reducdo de oxigénio dissolvido. O reuso direto do EP como
fertilizante em lavouras ou recuperacdo de solos também deve ser avaliado com
cautela. Gerber et al. (2016, 2018) avaliaram a toxicidade do EP em sementes de

alface, pepino e zebrafish, identificando toxicidade em sementes de pepino associada
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a presenca de ferro e manganés e reducéo da qualidade espermatica de zebrafish;
impossibilitando a aplicacdo direta do EP em solos e atestando a toxicidade frente a
organismos utilizados como modelo de ensaios toxicoldgicos.

O tratamento e adequacdo do efluente da parboilizacdo aos niveis
estabelecidos (Tabela 2) pelo Conselho Estadual do Meio Ambiente (CONSEMA) é
essencial para protecdo dos corpos receptores e operacdo da induastria, que,
diariamente analisa os parametros fisico-quimicos e atualiza a planilha de
automonitoramento online da Fundacao Estadual de Protecdo Ambiental Henrique
Luiz Roessler (FEPAM). Os padrdes de emissdo sdo estabelecidos em funcdo da
vazéao de efluente e devem atender os valores de concentracdo ou eficiéncia minima

de remocgéo.

Tabela 2: Limites de emisséo estabelecidos para DBOs, DQO, fésforo total e nitrogénio amoniacal por
faixa de vazao de efluente.

Faixa de vazdo do  DBOs DQO Fésforo Total (mg L1) Nitrogénio
efluente (m3 d) (mgL~ (mgL?) Concentracdo Eficiéncia Amoniacal
D) (mg L) (mg L)
Q<100 120 330 4 75% 20
100 =Q 500 110 330 3 75% 20
500 =Q < 1.000 80 300 3 75% 20
1.000 = Q < 3.000 70 260 2 75% 20
3.000=Q<7.000 60 200 2 75% 20
7.000 = Q < 10.000 50 180 2 75% 20
10.000=Q 40 150 1 75% 20

Adaptado da Resolucdo CONSEMA n° 355/2017 (Rio Grande do Sul, 2017)

O EP é tratado em estacdes utilizando sistemas de lodo ativado, reatores
anaerobios, precipitacdo quimica e wetlands (MOHAMMED e SHANSHOOL, 2009;
KADLEC, 2016; RODRIGUEZ-GOMEZ e RENMAN, 2017). O desenvolvimento de
novas tecnologias e métodos de tratamento torna-se interessante para reducédo de
custos com tratamento, além de garantir a adequagéo aos limites estabelecidos pela
legislacdo e assegurar a protecdo ambiental. A utilizacdo de micro-organismos no
tratamento de efluentes industriais associada a etapas fisico-quimicas € realizada com

bioreatores de lodo ativado, lagoas, filtros bioldgicos, fitoremediacdo e utilizacdo de
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enzimas (GREGORIO e ERIC, 2019). Egle et al. (2016) identificaram os mecanismos
de assimilacao de fosforo e nitrogénio de bactérias do lodo ativado de estacdes de
tratamento, absorvendo fésforo e convertendo em proteinas, armazenando montantes
de ortofosfato nas células na forma insollvel de polifosfato, sendo esta, a forma

majoritaria de armazenamento de fésforo nos microrganismos.

2.2 Enzimas

Enzimas sado proteinas e &acidos ribonucleicos que apresentam atividade
catalitica (biocatalisadores), atuando na diminuicdo da energia de ativacdo e
regulacdo de reacdes bioquimicas. A acdo enzimatica permite que reacdes de
degradacdo, transformacdo de energia quimica e formacdo de macromoléculas a
partir de precursores simples ocorram de forma regulada e especifica (BOYLE, 2005).
O grau de especificidade permite que as reacdes sejam altamente controladas e
atuem no substrato com uma sequéncia especifica de aminoécidos de forma a permitir
a correta interacao deste com a enzima, ainda que rea¢des ndo especificas possam
ocorrer. A regido responsavel pela interacdo entre enzima e substrato € denominado
sitio ativo (Figura 1). A formac&o do complexo enzima-substrato ocorre apés interacéo
do sitio ativo enzimético com o substrato. Durante este processo, a enzima nao é
consumida, permitindo que inimeras catélises sejam realizadas até a reducdo do seu
potencial. As enzimas ndo alteram o equilibrio da reagdo pois ndo modificam a

estrutura e energia dos produtos ou reagentes.

A enzima altera ligeiramente a sua
SubsTra.to forma & medida que o substrato se liga

Cemro acluW

Substrato entrando no Complexo Complexo Produtos deixando o
centro activo da enzima  enzima/substrato enzima/produto centro active da enzima

N

=

Figura 1: Mecanismo da reagéo enzimética.
Fonte: www.sébiologia.com.br. Data de acesso: 02/06/2020
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Na auséncia de enzimas, reacfes basicas de oxidacao-reducdo podem nao
ocorrer em tempo habil, impossibilitando a manutencdo da vida. A EQUACAO 1

apresenta as etapas caracteristicas de uma rea¢do enzimatica.

Equacdo 1: Reacdo enzimatica. Interacdo entre enzima e substrato para formacéo do complexo
enzimatico e liberacao de produto.

Enzima (E) + Substrato (S) —» Complexo ES — Enzima + Produto

A velocidade da reacéo enzimatica é atrelada a dois parametros fundamentais:
pH e temperatura. Cada enzima apresenta um pH 6timo reacional sendo necessario
controlar as variagdes para evitar a ionizacdo de grupos no substrato e no sitio ativo
da enzima, que acabam por reduzir a interacdo, e consequentemente a atividade
enzimatica. Em condicdes extremas, a oscilagdo do pH pode ser irreversivel, levando
a modificacdes na conformacdo e estrutura covalente da proteina (BOYLE, 2005;
ROBINSON, 2015). A temperatura esta relacionada com a frequéncia e velocidade
das colisGes intermoleculares, afetando diretamente a velocidade das reacdes. A
temperatura deve permitir atingir a méxima atividade, aumentando as interacdes e
contato entre substrato e enzima. Apds atingir um 6timo, a temperatura elevada pode
ocasionar a desnaturacdo das enzimas ou alterar a sua conformacao impedindo ou
reduzindo a sua capacidade de acao.

A obtencdo de enzimas pode ser através da extracdo de tecidos
animais/vegetais, cultivo de leveduras, bactérias e fungos, que as sintetizam na
presenca de substratos e condicbes adequadas. No setor industrial, as enzimas sao
amplamente utilizadas na producéo de detergentes, produtos de limpeza, tratamento
de efluentes, adocantes e modificacdo de antibiéticos (ROBINSON, 2015). Na Tabela
3 listam-se exemplos de enzimas obtidas a partir de cultivo bacteriano, a
acdo/substrato no qual as mesmas atuam e aplicacbes destas na industria de

alimentos.
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Tabela 3: Aplicacdes de enzimas bacterianas na industria de alimentos.

Enzima Acao/substrato Aplicacao Referéncia
Amilase LigacOes Producéo de péo, Couto e
glicosidicas a- cerveja, quebra de Sanroman, 2006;
1,4 em amido, flocos de Maarel, 2002;
polissacarideos arroz, clarificagdo de Ayier, 2005;
sucos Kumar, 2015
Protease LigacOes Producéo de cerveja, Aruna, Shah e
peptidicas em amaciamento de Birmole, 2014;
proteinas carnes, coagulacao Miguel e Marins-
em leite, melhora da Meyer, 2013
gualidade em leite
Lipase Triglicerideos Aroma em queijos e  Jooyendeh, Kaur e
de cadeia producédo de queijo Minhas, 2009;
longa cheddar Aravindan,
Anbumathi e
Viruthagiri, 2007
Catalase Peroxido de Preservacgao de Ough, 1975
hidrogénio alimentos
Peroxidase Compostos Desenvolvimento de Regaldo et al.,
organicos e aroma, cor e 2004
inorganicos; qualidade nutricional
peréxido em alimentos

Modificado de RAVEENDRAN et al., 2018

No mercado mundial, as amilases constituem uma classe responsavel por
aproximadamente 25% das enzimas comercializadas, sendo obtidas de micro-
organismos, plantas e animais. A amilase atua na catalise da hidrolise de ligacbes
glicosidicas a-1,4 do amido com a retencdo da configuracdo alfa anomérica nos
produtos (TAKATA et al.,, 1992). Os primeiros métodos de hidrélise do amido
utilizavam amilases animais ou a hidrélise quimica. A evolucdo tecnoldgica de
producdo tornou viavel a obtencdo de amilases fungicas e bacterianas, as quais
possuem maior estabilidade de agao e baixo custo de produgao quando comparado
as produzidas por animais ou a hidrélise quimica (de SOUZA e MAGALHAES, 2010).

Amido € o carboidrato mais comum na alimentacdo, representando
aproximadamente 90% dos carboidratos da dieta humana e obtido em maiores
concentragcbes em vegetais, como: mandioca, milho, arroz, beterraba e todos cereais.

Estruturalmente, o amido € composto por amilose e amilopectina, dois polimeros de
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glicose ligados por ligacfes glicosidicas. A amilose (Figura 2a) € um polimero linear
de conformacédo helicoidal de aproximadamente 6000 unidades de glicose com
ligacBes glicosidicas a-1,4, apresentando 6 monémeros de glicose por volta. Essa
conformacao permite que a amilose complexe iodo, apresentando coloracdo azul-
violeta. Este procedimento é utilizado para detectar a presenca de amido em solugdes.
A amilopectina (Figura 2b) apresenta uma cadeia ramificada sendo majoritariamente
ligacbes a-1,4 e em menor frequéncia a-1,6, alterando a conformacdo helicoidal
apresentada pelas ligagdes a-1,4. Em contato com iodo, amilopectina apresenta

coloracdo marrom-avermelhada.

CH,OH CH,OH
le] (o]
Amilose
OH -O- OH -O-
OH \ OH
Ligag&o
o-1,4
CH,OH
o f Ligacao
0-1,6
OH O/
Amilopectina

CH,OH CH, CH,OH
o] o} o
OH -0-\ ©oH -0-1\ OH -0-
OH OH OH

Figura 2: Composicao do amido. Estrutura quimica dos polimeros amilose e amilopectina que formam
a estrutura do amido.
Modificado de VISAKH (2014).

A concentracdo de amido em cereais justifica seu uso como fonte de
carboidratos, producéo de etanol e bebidas alcodlicas (de SOUZA e MAGALHAES,
2010). Analisando a concentracdo de amido em cinco variedades de arroz, Omar et
al. (2016) identificaram concentra¢gdes de amido de 23 a 92% em cinco variedades de
arroz. O processamento hidrotérmico durante a parboilizacédo sugere que uma parcela
do amido seja perdida no efluente. A verificacdo da presenca de amido pode ser
realizada por método colorimétrico utilizando acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) como
agente oxidante (SANTOS et al., 2017). Neste método, agucares redutores

(carboidratos que possuem grupo carbonilico livre) sdo oxidados em solucéo alcalina
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pelo reagente DNS que é reduzido ao composto corado acido 3-amino-5-nitrosalicilico
de absor¢cdo maxima a 540 nm, permitindo determinar as concentracdes de hexoses
como glicose e frutose (NEGRULESCU et al., 2012).

2.3 Leveduras

As leveduras sao fungos unicelulares e eucariéticos amplamente distribuidos
na natureza no solo, folhas, flores, 4gua e animais de sangue quente (MARTINI,
1993). Os primeiros organismos eucarioticos a terem o genoma sequenciado
permitiram seu uso como modelo eucarioto em diversos estudos (ALBERGHINA e
CIRULLI, 2010). A organizagéo celular das leveduras se assemelha a organismos
evoluidos, apresentando nucleo separado do citoplasma e propriedades biolégicas
basicas semelhantes as células humanas. A diversidade provida pela evolugéo
classifica as leveduras nos filos ascomiceto e basidiomiceto, estes formando o sub-
reino Dikarya, compreendendo 98% das espécies conhecidas do reino Fungi (KIRK et
al., 2008). As leveduras ndo formam filamentos, sédo imoveis, aerobios facultativos e
qguimio-heterotréficos, se reproduzem por fissdo ou brotamento. A habilidade e
eficiéncia na conversdo de acucares em etanol através da fermentacao permitiu o
amplo uso na industria alcooleira, fermentacao e panificacdo (OCA et al., 2016).

O cultivo de leveduras em escala laboratorial é realizado em Erlenmeyer,
frascos e biorreatores, permitindo o controle eficiente dos parametros de cultivo: pH,
temperatura, aeracao e concentracao de nutrientes. O meio de cultivo deve conter os
elementos quimicos necessarios para permitir a multiplicacdo celular, sendo o
carbono, hidrogénio, nitrogénio, fosforo e enxofre os principais elementos quimicos
assimilados em biomassa de levedura. Saccharomyces cerevisiae é a levedura mais
estudada e explorada, amplamente empregada na fermentacédo de acucares do arroz,
trigo, cevada, milho e acUcares presentes na farinha para producdo de paes.
Evidéncias moleculares em jarras retiradas das tumbas do rei Escorpido I, um dos
primeiros reis do Egito, datam o uso de S. cerevisiae na fermentagdo do vinho em
3150 a.c (CAVALIERI et al., 2003) sendo a principal levedura aplicada na indastria de
bebidas e alimentos (BOTSTEIN e FINK, 2011). As leveduras foram selecionadas
como modelo eucarioto devido ao mecanismo simples de replicacdo, recombinacao,

divisdo celular e conservacéo do metabolismo entre leveduras e eucariotos de maior
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porte (mamiferos) (BOTSTEIN e FINK, 2011). Estima-se que 31% dos genes das
leveduras sdo homologos aos humanos (HERSKOWITZ, 1988).

Além das aplicagBes em alimentos e genética, a levedura S. cerevisiae tem
sido aplicada como ingrediente de alimentos funcionais, alimentagdo animal e
tratamento de efluentes com elevada concentracdo de metais (FERREIRA et al.,
2010).

Saccharomyces cerevisiae apresenta tempo de duplicagdo préximo a 90
minutos e em meio padrédo Yeast Peptone Dextrose atinge densidade celular maxima
de 2x108 UFC mL* (KOVACEVIC, 2015). A multiplicagcdo ocorre multi-lateralmente
com o desenvolvimento de brotos por toda superficie. Na fase vegetativa, o broto
aumenta até atingir dimensdes semelhantes a célula mée, quando ocorre o
desprendimento e o0 mesmo processo se repete em ambas células (RATLEDGE,
1991). Em condicdes adversas, a levedura pode esporular gerando ascosporos,
permitindo a sobrevivéncia durante periodos de secura e temperaturas elevadas,
germinando em condigdes favoraveis. A formacéo de brotos pode ocorrer nas células
mae e filha até mesmo antes da separacao celular (OCA et al., 2016). A multiplicacéo
celular ocorre em quatro fases caracteristicas: lag, exponencial, estacionaria e
declinio. A fase lag é comumente chamada de adaptativa, pois é caracterizada pela
adaptacao da levedura ao meio de cultura e ocorre apés a inoculacdo. Nesta etapa
ndo ocorre divisdo celular, apenas crescimento em tamanho, sintese de RNA,
enzimas, coenzimas e atividades fisiologicas. ApOs adaptacédo, a levedura entra na
fase exponencial e multiplica-se em taxa geométrica e constante, com o menor tempo
de geracdo e dependente da disponibilidade de nutriente no meio. Na fase
estacionaria, a levedura tem sua taxa de multiplicacdo e morte préximas, nao
ocorrendo aumento no numero de células se caracterizando pela escassez de
nutrientes no meio e acumulo de produtos toxicos. Apds consumo de todo substrato e
acumulo de produtos toxicos, a levedura entra na fase de declinio quando a taxa de

morte celular supera a de multiplicacéo.

2.4 Leveduras no tratamento de efluentes

O tratamento biologico de efluentes industriais utilizando leveduras surgiu
como alternativa para reducéo do impacto ambiental, reducéo de custos e geracéo de

co-produtos de ampla aplicacdo. O primeiro sistema de tratamento utilizando
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leveduras foi implementado nos anos de 1990 pelo Japanese Research Institute
(WANG et al., 2018). Atualmente diversos trabalhos relatam o potencial aplicacdo de
leveduras no tratamento de efluentes da industria téxtil (ABIOYE et al., 2014),
farmacéutica (WANG et al., 2017), alimentos (WATANABE et al., 2008; KURCZ et al.,
2018) e aplicacdo da biomassa para biossor¢cdo de metais (NASCIMENTO et al.,
2016). A aplicacao de leveduras no tratamento biolégico de efluentes contendo altas
concentracdes de 6leo permanece sendo o Unico método biolodgico capaz de remover
em 100x a concentracdo deste composto em efluentes (WANG et al., 2017). A
obtencdo de biomassa de leveduras normalmente é realizada em subprodutos da
indUstria de alimentos, silvicultura e agricultura (HAHN-HAGERDAL et al., 2005;
Bekatorou et al., 2006). Além de permitir significativas remoc¢des nas etapas de
tratamento, a utilizacédo de leveduras e complexidade da biomassa obtida na etapa de
tratamento ampliam sua utilizacdo como fonte de lipidios (CHUNG et al., 2016),
glicolipidios e enzimas (YANG et al., 2013), reduzindo custos com meio de cultivo e
tratamento. Kurcz et al. (2018) demonstra a utilizagéo de efluente do processamento
de batata suplementado com glicerol para producdo de biomassa de Candida utilis
ATCC 9950 - levedura que apresenta selo GRAS (Generally Recognized as Safe),
aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) e alta concentracdo proteica. Em
uma ampla avaliacdo do potencial de producdo de biomassa para obtencdo de co-
produtos, Taccari et al. (2012) testaram 113 cepas de levedura em cultivos de glicerol
puro - 23 cepas apresentaram especificas taxas de crescimento e producdo de
biomassa superiores a cultivo em glicose.

A primeira avaliacdo do potencial bioremediador de leveduras no tratamento do
efluente da parboilizagéo foi realizada em cultivos sob agitacdo constante utilizando
Candida utilis 1Z-1840, obtendo 68,9% de remocao de nitrogénio total e 54% de DQO
em 24 h, além de 1,4 g L'! de biomassa como potencial fonte de proteina unicelular
(RODRIGUES E KOETZ, 1996). A fim de aumentar a concentragcdo de carbono
disponivel, atividade bioremediadora e producdo de biomassa de Pichia pastoris X-
33, Gil de los Santos et al. (2012) avaliaram a suplementacdo do efluente da
parboilizacado com glicerol P.A e/ou glicerol bruto (co-produto da industria de biodiesel
de soja). As maiores remocdes foram obtidas em 70h de cultivo em biorreatores com
suplementacéo de 15 g L de glicerol de biodiesel, reduzindo em 55% a DQO, 45%
NTK e 52% P, além de gerar 2,06 g L'! de biomassa. Gaboardi et al. (2018) avaliaram

a atividade biorremediadora e producéo de biomassa de Saccharomyces boulardii em
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biorreatores suplementados com glicerol de biodiesel e/ou sacarose. Os resultados
mais promissores foram obtidos no cultivo suplementado com 1% de sacarose, com
remocdes de 74% (DQO), 60% (NTK), 78% (P) e geracéo de 3.8 g L de biomassa
em 48 h. O grande beneficio estabelecido no processo de bioremedia¢éo do efluente
de arroz parboilizado usando-se leveduras, Pichia Pastoris e Saccharomyces
boulardii, estd na possibilidade de obter-se biomassa com comprovada acado como
prebidtico e imunomodulador tanto na criagdo de frangos de corte como na criacao de
codornas (GIL DE LOS SANTOS et al., 2018; GABOARDI et al., 2019).
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O deliamento experimental é o esboc¢o geral dos principios metodolégicos e
experimentais realizados a fim de responder uma hipétese/objetivo. Esta ferramenta
facilita a visualizacao do projeto e identificacdo das variaveis, métodos, amostragem,
analise e interpretacao de resultados. Além de considerar as variaveis de processo, a
avaliacdo econdmica € essencial para verificagdo da aplicabilidade e potencial de
upscalling. Na Figura 3 sdo apresentados os experimentos realizados, condi¢des e

variaveis analisadas durante o tratamento enzimatico e cultivo.

Tratamento enzimatico Cultivo
» Concentragao de enzima (100, 50, 10, 5 « Inéculo: S. cerevisiae, 50 mL de YM
and 0.5mgL") cultivado em shaker 28 °C por 18 h e
+ Planejamento factorial (pH — 5,5, 6, 6,5; 180 rpm.
tempo -5, 12,5 e 20 min; temperatura— » Condigoes constantes de cultivo:
40, 50 e 60°C). frascosde 5 L, efluente da

parboilizacao, 1% vvm, 28°C por 48 h.
+ Glicose.
« Glicose, viabilidade celular,
biomassa, fosforo total, nitrogénio
total, demanda quimica de oxigénio.

Figura 3: Delineamento experimental.

Tratamento enzimatico

A concentracdo de trabalho utilizada no tratamento enzimatico foi avaliada em
5 niveis (100, 50, 10, 5 e 0,5 mg L), verificando-se a resposta em glicose (g L)
através do método DNS e curva padrdo de glicose. A escolha da concentracdo
considerou os resultados de glicose e custos relacionados a utilizagdo em escala
industrial. A enzima utilizada é amplamente empregada pela industria de alimentos e
bebidas em processos de panificacdo e fermentativos, sendo considerada de baixo
nivel de purificacdo e consequentemente custo. O planejamento fatorial central
composite design 23, com pontos axiais para ortogonalidade e 3 pontos centrais foi
elaborado no software Statistica versao 10, avaliando os efeitos dos parametros pH
(5,5, 6, 6,5), tempo (5, 12,5 e 20 min) e temperatura (40, 50 e 60°C), a fim de identificar
as melhores condicdes de de reacédo para maxima atividade enzimatica, multiplicacéo
celular da levedura Saccharomyces cerevisiae e condi¢des proximas as do efluente
na industria. Dessa forma os custos com adequacgéo do efluente as condi¢des do

tratamento enzimatico e posterior cultivo com S. cerevisiae foram reduzidos. A
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normalidade dos resultados do planejamento factorial foi verificada utilizando Shapiro-
Wilk.

Na etapa de cultivo, as respostas de glicose, viabilidade celular, biomassa,
fosforo total, nitrogénio total e demanda quimica de oxigénio em EPA foram
comparados com o controle em efluente da parboilizacado (EP). Ambos cultivos foram
expostos as mesmas condi¢des. A analise estatistica foi realizada comparando-se as
médias dos parametros em EPA e EP utilizando o teste ‘t-Student’ e 5% de

significancia.
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CONSIDERACOES FINAIS

Essa dissertacdo de mestrado foi desenvolvida com o objetivo de avaliar o
potencial do pré-tratamento enzimatico no efluente da parboilizacdo do arroz e no
cultivo da levedura Saccharomyces cerevisiae avaliando seu potencial bioremediador.
A avaliacéo do efeito do pré-tratamento enzimatico se apresentou interessante devido
a presenca de amido no efluente da parboilizacao, alta viabilidade e remog¢ao com a
cepa utilizada, registrada em dissertacdo ja defendida em outro programa de pdés
graduacdo. O pré-tratamento do efluente com hidrolise enzimética disponibilizou
maiores concentracfes de carbono metabolizavel para a levedura aumentando a
viabilidade celular e biomassa da S. cerevisiae cultivada no efluente tratado quando
comparado aos cultivos no efluente bruto. Consideramos que o0s objetivos
estabelecidos para este projeto e pelo Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia
e Ciéncias Ambientais - IFSUL foram alcancados, fornecendo a sociedade/industria
um método bioldgico, ndo oneroso, inédito em registrar a presenca de amido no EP e
aplicavel sem adicdo de fonte extra de carbono ou condi¢cdes complexas de cultivo.

Para trabalhos futuros, identificamos a oportunidade de aprimorar a remocao
de DQO, avaliar a aplicacdo de outros micro-organismos, rotas induzidas pelo
tratamento enziméatico, imobilizacdo enzimatica, adequacédo da biomassa gerada para

comercializagdo, combinagdo com outras enzimas e/ou leveduras.
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