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1. INTRODUGCAO

No estudo de rotas metabdlicas descreve-se que leveduras do género
Saccharomyces tém capacidade de sintetizar acidos organicos, tais como: acido
latico e piravico. Esses acidos apresentam interesse comercial, como no caso do
acido latico utilizado como matéria prima na industria de alimentos e farmacéutica.
O acido piruvico é um intermediario no metabolismo de carboidratos e proteinas e
percussor de etapas de biossintese de alguns aminoacidos. Uma vantagem geral
no uso de leveduras, ao invés de bactérias normalmente utilizadas na producao
de acidos organicos, esta na tolerancia que as leveduras possuem a baixos pHs,
tornando desnecessario o uso de neutralizantes e diminuindo o risco de
contaminagao microbiana durante o processo produtivo (NEVOIGT,2008).

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 bons resultados de
remocao e absorcao do fésforo presente. Nos dois casos, tornou-se necessario
efetuar-se a adicdo de uma fonte complementar de carbono, pois, mesmo o
efluente possuindo altos indices de DQO essas leveduras ndo conseguem
absorver e catabolizar as fontes de carbono existente no efluente. O uso da
enzima amilase permitiria disponibilizar as fontes de carbono disponiveis no
efluente devido ao processo de encharmento.

Nos estudos efetuados até o momento, ocorre uma reducédo do pH ao longo
dos processos de cultivo dessas leveduras no efluente de arroz parboilizado
sugerindo a producdo de acidos. A identificagdo desses acidos organicos
permitiria abrir novas oportunidades de geracdo de subprodutos durante o
processo de tratamento do efluente de arroz parboilizado usando-se leveduras.

Neste trabalho efetuou-se cultivos da levedura Saccharomyces boulardii no
efluente de arroz parboilizado previamente tratado com a enzima amilase,
identificando e quantificando os acidos organicos produzidos durante o processo.

2. METODOLOGIA

2.1 Pré-tratamento utilizando enzimas no efluente

Nos experimentos utilizou-se uma amilase da Novoenzyme AG XXL (agéo
enzimatica numa faixa de 15-55 °C e pH de 4,5).A enzima foi adicionada no
efluente em uma concentracdo de 20 ppm e tempo de agdo de 30 minutos, em
banho termostatizado em 40°C nos experimentos. O pH foi ajustado 4,5 usando-
se NaOH 1M.

2.2Cultivo
O cultivo foi realizado em agitador obital por 30h, sem autoclavagdo do
efluente e previamente tratado com as enzimas no tempo e concentragao
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descritos no item anterior. Como parametro comparativo de controle foi efetuado
um cultivo da levedura no efluente de arroz parboilizado sem o uso de enzimas. A
viabiliade celular foi determinada ao longo do tempo por contagem de unidades
formadoras de colénias (UFC mL™") usando placas de YM sdélido a 28°C.

2.3. Determinagao de acidos graxos
2.3.1Derivatizagao

No vial, com amostra, foi adicionado 500uL de diclorometano, 30uL do
derivatizante MSTFA e agitado cuidadosamente. Logo apds, a amostra foi
submetida a um banho de areia a 80°C por trinta minutos. Feito isso, o volume do
vial foi ajustado para 1mL e a amostra levada a inje¢do no GC-MS.

2.3.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Coluna cromatografica usada: CBP1 (25 m x 0,32 mm; di 0,25 pm);
programacao do forno: temperatura inicial 40 °C, taxa de aquecimento 10 °C min™
até 150 °C , entdo 4 °C min™" até 310 °C e isoterma de 10 min. Volume injetado: 1
ML, utilizando o modo sem divisdao de fluxo ("splitless") por 30 s. As analises por
GC foram realizadas no aparelho da marca Shimadzu (GC-17A), dotado de injetor
com e sem divisado de fluxo ("split/splitless") e gas de arraste hélio.

As analises dos extratos derivatizados foram realizados por espectrometria de
massas acoplado a cromatografia gasosa, equipamento da marca Shimadzu
modelo GC-MS-QP2010 Ultra, dotado de injetor com e sem divisdo de fluxo. O
espectrometro de massas foi programado para trabalhar com a variacdo de
massa/carga (m/z) entre 50-600 com tempo total de ciclo de 1,0 s. Condi¢des
extras do MS: a temperatura da fonte de ions mantida a 170 °C, a emissao de
corrente a 300 PA e o potencial de elétron ionizagao a 70 eV. A interface GC-MS
foi mantida a 300 °C e hélio sera usado como gas de arraste. Os picos foram
identificados com ajuda da biblioteca eletrénica disponivel.

2.4. Analise estatistica
Na analise estatistica foi utilizado o software Statistix versao 7 (Analytica
Software, Tallahassee, FL, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A TABELA 1 esta os principais acidos organicos encontrados ao longo do
cultivo em amostras de efluente de arroz pré-tratadas. Um enfoque maior foi dado
ao acido propandico por estar presente em maiores quantidades nas amostras.

Na TABELA 2 sao apresentados os resultados obtidos a partir da
derivatizagdo das respectivas amostras e posterior analise em cromatografia
gasosa, obtendo-se os resultados em % de area aparente.
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TABELA 1- Acidos organicos presentes ao longo do cultivo em amostras de
efluente de arroz parboilzado pré-tratados

Acidos Organicos
Acido propandéico
Acido benzoico
Acido ribdnico
Acido glucénico
Acido xilénico
Acido butanoico
Acido acético
Acido hexandico
Acido octadecandico
Acido malénico
Acido heptadecanoico

TABELA 2- Porcentagem em area aparente de acido propandico em relagao
ao tempo de cultivo em efluente de arroz parboilizado pré-tratado e nao tratado

Tempo Efluente tratado Efluente sem
(horas) com enzima (%) tratamento (%)

0 24.982 0.45°

3 17.815° 0.34°

9 40.615° 16.07°

12 35.565° 22.592

15 15.895° 21.47°

30 0.36° 4.36°

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

Utilizando-se do teste de normalidade Shapiro Wilk, verificou-se que os
cultivos efetuados com tratamento prévio do efluente usando a enzima e sem pré-
tratamento apresentam comportamento semelhante em todos os horarios com
excecao nos tempos de Oh e 3h onde o efluente pré-tratado obteve um valor
maior do que dez vezes (p<0,05).

Estudos realizados por CHEN (2016) verificaram a producdo de acidos
organicos a partir de rotas metabdlicas que utilizam o agucar glucose como fonte
para levedura Saccharomyces cerevisiae. Sendo a Saccharomyces boulardii
muito semelhante a Saccharomyces cerevisiae, acredita-se que a maior produgao
de acido propandico detectado nos cultivos com tratamento prévio ocorreu devido
a acao da enzima a-amilase a qual provavelmente desdobrou o material organico
oriundo do processo de encharcamento do arroz em agucar glucose e outras
fontes de carbono de pequena cadeia. Conforme pode ser observado na TABELA
2, ao longo do tempo de cultivo ha um decaimento da presenca deste acido, na
faixa de menor velocidade de crescimento da S. boulardii. Acredita-se que a
maioria dos acidos organicos produzidos por microorganismo se deve a um ciclo
incompleto TCA (Clico dos Acidos Tricarboxilicos) que ocorre em um estado de
anaerobiose. Um acido obtido por uma via glicolita e posterior TCA, se apresenta
em maior quantidade no meio durante a fase exponencial de crescimento e
posteriormente, quando o crescimento comecga a diminuir, este € reutilizado para
o acumulo de acetato (YOSHITA, 2012). Como os cultivos foram realizados em
balbdes aletados, n&o se pode garantir a oxigenagéo por longos periodos, podendo
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gerar um meio de anaerobiose e portanto, 0 consumo dos acidos organicos ao
final do cultivo.

4. CONCLUSOES

A utilizacdo da levedura S. boulardii no tratamento de efluente de arroz
parboilizado, além de reduzir seu impacto ambiental, pode também, gerar um
subproduto como acidos organicos em sua faixa exponencial de crescimento.
Além disso, a utilizagdo da enzima alfa-amilase no pré-tratamento gerou um
aumento de aproximadamente dez vezes na faixa inicial de cultivo em relagdo ao
efluente sem pré-tratamento.
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