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Resumo

GABOARDI, Giana Carla. Produgdo do probiético Saccharomyces boulardii em
efluente de arroz parboilizado e avaliagdo da biorremediacdo. 2015. 63f. Dissertacéo
(Mestrado) - Programa de PoOs-Graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas.

O Brasil produziu 12,2 milhdes de toneladas de arroz em casca na safra 2013/2014,
sendo a regido sul responsavel por 60% da producdo. O arroz parboilizado
representa 50% das exportagdes nacionais de arroz e aproximadamente 20% do
arroz total comercializado no Brasil. No processo de parboilizacdo, sdo gerados 2 L
de efluente para cada quilograma de gréo processado, gerando grandes volumes de
efluente que contém nutrientes, como nitrogénio e fésforo, e matéria organica. As
metodologias de tratamento utilizadas para o tratamento deste efluente sdo as
lagoas aerdbias e anaerdbias, lodos ativados, precipitacdo quimica e reatores
UASB. O cultivo de leveduras em efluentes tem sido empregado como forma de
tratamento, gerando simultaneamente biomassa que pode ser usada como
probidtico ou fonte de proteina unicelular. A levedura Saccharomyces boulardii é
capaz de crescer em efluente de arroz parboilizado quando este é suplementado
com uma fonte extra de carbono. O objetivo deste estudo foi avaliar o uso de
Saccharomyces boulardii no tratamento do efluente de arroz parboilizado e a
producdo de biomassa. Realizaram-se ensaios para a selecdo de um meio de cultivo
de Saccharomyces boulardii, testando a adicdo de sacarose ou glicerol de biodiesel
ao efluente da parboilizacdo de arroz, coletado em uma industria de beneficiamento
de arroz. Os melhores resultados obtidos foram no cultivo em efluente suplementado
com 1% de sacarose, que gerou viabilidade celular de 2,4 x 10® UFC.mL? e a
remocao de 72% do fosforo, 50% do nitrogénio (N-NTK) e 56% da demanda quimica
de oxigénio (DQO) em 24 h de cultivo. A partir do meio de cultivo selecionado,
analisou-se em biorreator o crescimento e a producdo de biomassa da levedura e
sua influéncia na reducdo de parametros ambientais. Apés 48 h de cultivo, foi
produzido 3,8 g.L™ de biomassa e 1,8 x 10 ** UFC. L™. A eficiéncia de remoc&o foi
de 74% da DQO e 78% do fosforo, alcancando as taxas de remocéo de fésforo
estabelecidas pelo Conselho Estadual do Meio Ambiente (CONSEMA 128/06). Além
disso, a biomassa seca produzida e a viabilidade celular alcancada permitiriam obter
probiotico suficiente para adicionar a 36 toneladas de racdo a cada tonelada de grdo
processado. Estes resultados ressaltam os beneficios do cultivo de Saccharomyces
boulardii em efluente de arroz parboilizado suplementado com sacarose como
sistema de tratamento e producéo de probiotico.

Palavras-chave: efluente de arroz parboilizado, Saccharomyces boulardii,
nitrogénio, fésforo, DQO.



Abstract

GABOARDI, Giana Carla. Production of probiotic Saccharomyces boulardii in
parboiled rice effluent and evaluation of bioremediation. 2015. 63f. Dissertacéo
(Mestrado) - Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas.

Brazil produced 12.2 million tons of paddy rice in 2013/2014, and the south region
was responsible for 60% of the production. The parboiled rice represents 50% of the
national rice exports and about 20% of the total rice sold in Brazil. During the
parboiling process are generated 2 liters of effluent per kilo of processed grain,
generating large volumes of effluent which contains nutrients such as nitrogen and
phosphorus, and organic matter. The treatment methodologies used for the treatment
of this effluent are aerobic and anaerobic lagoons, activated sludge, chemical
precipitation and UASB reactors. Cultivation of yeasts in wastewater has been used
as a treatment technique while generating biomass that can be used as probiotic or
unicellular protein source. The yeast Saccharomyces boulardii is able to grow in
parboiled rice effluent when it is supplemented with extra carbon source. The aim of
this study was to evaluate the use of Saccharomyces boulardii on treatment of
parboiled rice effluent and biomass production. Trials were carried out for the
medium selection to Saccharomyces boulardii cultivation, testing the addition of
sucrose or glycerol by-product of biodiesel industry into parboiled rice effluent,
collected in a rice processing industry. The best results obtained were on cultivation
in effluent supplemented with 1% sucrose, generating 2.4 x 102 CFU.mL™ of cell
viability and phosphorus, nitrogen and COD removal of 72%, 50% and 56%,
respectively, after 24 h of culture. After medium selection, the cell growth, yeast
biomass production and its influence on the reduction of environmental parameters
was analyzed in bioreactor. After 48 h of culture, it was produced 3.8 g L™ of biomass
and 1.8 x 10 ** CFU. L™. The removal efficiency was 74% for COD and 78% for
phosphorus, reaching the phosphorus removal rates required by Conselho Estadual
do Meio Ambiente (CONSEMA 128/06). Furthermore, the produced dry yeast
biomass and cell viability reached would allow to obtain sufficient probiotics to add to
36 tons of feed for each ton of processed grain. These results show the advantages
of Saccharomyces boulardii cultivation in parboiled rice effluent supplemented with
sucrose as a treatment system and production of probiotic.

Keywords: parboiled rice effluent, Saccharomyces boulardii, nitrogen, phosphorus,
COD.



Lista de Abreviaturas

ABIAP - Associagao Brasileira das Industrias de Arroz Parboilizado
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CO; - Di6xido de Carbono

CONAB - Companhia Nacional de Abastecimento

DNS - Acido 3,5 - Dinitrosalisilico

DO - Densidade optica

DQO ou COD - Demanda Quimica de Oxigénio

EMBRAPA - Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

FEPAM - Fundacdo Estadual de Protecdo Ambiental Henrique Luiz
Roessler- RS

IgA - Imunoglobulina A

IL-6 - Interleucina - 6

M - Molaridade ou Molar

MAPA - Ministério da Pecuéria, Agricultura e Abastecimento

MRNA - RNA mensageiro

N-NTK Nitrogénio Total Kjeldahl

Ocln - Ocludina

PAE - Plantas Aquaticas Emergentes

pH - Potencial Hidrogenidnico

RBS - Reator em Batelada Sequencial

RNA - Acido Ribonucléico

rpm - Rotacdo por minuto

RS - Rio Grande do Sul

SCP - Single Cell Protein

TNF-a - Fator de Necrose Tumoral Alpha

UASB Upflow Anaerobic Sludge Blanket

UFC. mL? ou Unidades Formadoras de Coldnia por mililitro

CFU. mL*



uvV - Radiacgéo Ultravioleta

vvm - Volume de ar por volume de meio, por minuto
YM - Yeast Medium

YPSuc - Yeast Peptone Sucrose
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil esta entre os dez maiores produtores mundiais de arroz. Na safra
2013/2014, a producao nacional foi de 12,2 milhdes de toneladas de arroz em casca
(CONAB, 2014). O Rio Grande do Sul € o maior produtor de arroz do pais e
responsavel por 67,7% desta producdo. Antes de ser comercializado, este cereal
passa por beneficiamento, podendo ser consumido sob trés formas: polido, integral e
parboilizado (Kawassaki, 2011). O arroz parboilizado representa 20% do total do
arroz beneficiado no Brasil (ABIAP, 2009).

A industria de parboilizacdo é uma das principais atividades agroindustriais da
zona sul do estado. O processo de parboilizacdo aumenta o valor nutritivo, o
rendimento do engenho e a conservacdo do produto (Lima, 2003). A cada 1 kg de
arroz processado na parboilizacédo, sdo gerados 2 L de efluente (Gil de los Santos,
2012), rico em substancias organicas e nutrientes, tais como nitrogénio e fosforo
(Faria et al., 2006). Atualmente, os sistemas utilizados para o tratamento do efluente
de arroz parboilizado sao as lagoas aerébias e anaerdbias, reatores anaerébios de
fluxo ascendente (UASB), lodos ativados, precipitacdo quimica e o tratamento com

plantas aguaticas emergentes.

A utilizacdo de leveduras ja vem sendo explorada em plantas de tratamento
de efluentes de industrias alimenticias (Choi & Park, 2003; Watanabe et al., 2009;
Kato & lefuji, 2011; Watanabe et al., 2013) e em ensaios de tratamento de efluente
em escala laboratorial (Gonzalez-Garcia et al., 2011; Huang et al., 2014; Ling et al.,
2014), com o objetivo simultaneo de reduzir o impacto ambiental e produzir
biomassa e proteina unicelular para diversas aplicacdes. No tratamento do efluente
de arroz parboilizado, Gil de los Santos et al. (2012a) obtiveram diminuicdo das
concentragdes de nitrogénio, fosforo e DQO com o cultivo de Pichia pastoris X-33 no

efluente de arroz parboilizado suplementado com 15 g.L™ de glicerol de biodiesel.

O glicerol bruto é um subproduto gerado durante a transesterificacdo de 6leos
vegetais para a obtencdo de biodiesel. Estudos tém sido direcionados para a
conversao deste substrato em materiais de maior valor agregado (Chatzifragkou et

al., 2011). Desta maneira, sua utilizacdo como fonte extra de carbono é uma
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alternativa interessante na biorremediacdo do efluente de arroz parboilizado por

leveduras e producgéo de biomassa.

Saccharomyces boulardii € uma levedura originalmente isolada de lichias, na
Indochina, que é utilizada comercialmente ha mais de 50 anos, devido as suas
propriedades probidticas, para o tratamento de desordens intestinais, causadas por
patdgenos ou pelo uso de antibidticos, promovendo o restabelecimento da
microbiota intestinal (Czerucka & Rampal, 2002; Edwards-Ingram et al., 2007). Em
animais, diversos estudos jA comprovaram o efeito probidtico e prebidtico da
introducéo desta levedura na alimentagéao (Coppola et al., 2005; Gil de los Santos et
al., 2005; Lessard et al., 2009; Badia et al., 2012; Rajput et al., 2013). Schneid et al.
(2004) demonstraram que o efluente de arroz parboilizado pode ser usado para a
producdo das leveduras Saccharomyces boulardii e Pichia pastoris, sendo possivel
gerar biomassa de 10™ UFC.L™ com a adic&o de fonte extra de carbono ao efluente.
A sacarose € um acucar que apresenta vantagens como baixo custo e producéo
nacional abundante (Kawagati & Sato, 2008) e que pode ser utilizado para este fim.
Além disso, é amplamente utilizada como substrato na producao de leveduras para
panificacdo e nas industrias de etanol e bebidas alcodlicas (Barford et al., 1995).

Neste trabalho, buscou-se desenvolver em escala laboratorial uma tecnologia
que permita o cultivo de probiéticos em efluentes e remoc¢édo de matéria organica e
nutrientes destes pela incorporacdo na biomassa. Avaliou-se potencial da levedura
Saccharomyces boulardii como micro-organismo biorremediador, através do seu
cultivo em efluente oriundo do processo de parboilizacdo de arroz suplementado

com fontes adicionais de carbono com pouco valor agregado ou de baixo custo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A producdao de arroz no Brasil

O arroz é um grao de alto valor econdbmico e estd entre 0s cereais mais
consumidos no mundo. Em muitos paises em desenvolvimento, o arroz é
considerado o cultivo alimentar de maior importancia, principalmente na Asia e
Oceania, onde vivem 70% da populacao total dos paises em desenvolvimento e
cerca de dois tercos da populacdo subnutrida mundial. Cerca de 2,4 bilhdes de
pessoas tem este grao como alimento basico na dieta e, segundo estimativas, até
2050, havera uma demanda para atender ao dobro desta populacdo (EMBRAPA,
2005).

O arroz € um dos alimentos com melhor balanceamento nutricional,
fornecendo 20% da energia e 15% da proteina diaria necesséaria ao homem, e sendo
uma cultura extremamente versatil, que se adapta a diferentes condicfes de solo e
clima, é considerada a espécie que apresenta maior potencial para o combate da
fome mundial (EMBRAPA, 2005).

O Brasil é o nono maior produtor mundial, sendo o maior produtor de fora do
continente asiatico, e colheu 12,2 milhdes de toneladas na safra 2013/2014,
superando em 3,5% a obtida no ano anterior, com rendimento médio de 5.168 kg/ha.
A producéo esta distribuida principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Mato Grosso. O Rio Grande do Sul € o maior produtor de arroz do pais e
responsavel por 67,7% desta producdo. As areas de cultivo no estado ndo
apresentam grande variacdo normalmente, ja que sao sistematizadas para esse fim,
predominando a producéo irrigada (IBGE, 2014). Cerca de 54% das areas plantadas
nacionais estdo no Rio Grande do Sul, chegando a 1,1 milhdo de hectares na safra
2013/2014 (CONAB, 2014) .

7

Antes de ser comercializado, o arroz € submetido ao processo de
beneficiamento, no qual passa por diversos processos até estar pronto para o
consumo. O arroz beneficiado pode ser consumido em trés formas: polido,

parboilizado polido e integral (Kawassaki, 2011).

s

No Brasil, o arroz € consumido e comercializado principalmente na forma

polida, sendo as outras formas de beneficiamento comercializadas em menor
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escala. O arroz parboilizado representa 20% do total do arroz beneficiado no Brasil
(ABIAP, 2009) e mundialmente, estima-se que 170 milhdes de toneladas de arroz
em casca sejam beneficiadas e passem por parboilizacdo por ano, representando

um quinto de toda a produgcéo mundial (Amato & Elias, 2005 apud Kawassaki, 2011).

7z

A parboilizagcdo do arroz é um processo hidrotérmico no qual os gréaos
passam por um encharcamento em agua potavel a uma temperatura superior a 58
°C, aquecimento em autoclave ou forno para a gelatinizacdo parcial ou total do
amido e secagem, seguida ou ndo de beneficiamento. Este processo garante
inUmeros beneficios tecnoldgicos, como maior rendimento devido ao soldamento
dos gréos quebrados, inativacdo enzimatica, menor taxa de contaminag¢ao por micro-
organismos e maior “vida de prateleira” (Amato & Elias, 2005 apud Kawassaki,
2011; Heinemann et al., 2005). A gelatinizacdo do amido promove modificacées nos
granulos de amido presentes nas células do endosperma. ApOs esta etapa, 0
esfriamento e secagem dos grdos causa o fenébmeno chamado retrogradacdo, com
reassociacao das moléculas amilaceas, o que deixa o grdo mais opaco (Storck et al.
2005).

Durante a parboilizacdo do arroz, também ocorrem mudancas nas
propriedades quimicas e organolépticas. No encharcamento do arroz, a agua
aquecida dissolve substancias hidrossollveis, como vitaminas e sais minerais,
arrastando-as da periferia para o centro, com fixacdo no interior dos gréos. As
moléculas de 6leo tém sua viscosidade reduzida com o aumento da temperatura,

favorecendo seu transporte para o interior dos graos (Elias et al., 1998).

O processo de encharcamento origina aguas residuarias com altas cargas de
substancias organicas, nitrogénio na forma amoniacal e nitrogénio organico, fosfatos
e outros nutrientes (Faria, 2006). A cada tonelada de graos que passam por
encharcamento, sdo gerados dois metros cubicos de efluente (Gil de los Santos,
2012). Assim, é necessario uma etapa de tratamento deste efluente antes de seu
descarte nos corpos receptores, para evitar prejuizos ao meio ambiente.

A remocdo de nutrientes tem sido estudada por vérias técnicas. Busca-se
uma tecnologia ideal, que combine alta eficiéncia de remo¢do com menor consumo
energético, menor area ocupada e possibilidade de reaproveitamento da energia na

forma de biogas e reuso da agua (Faria et al., 2005).
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Para o tratamento do efluente de parboilizagéo, o efluente bruto passa por um
sistema de gradeamento grosseiro, através de uma peneira hidrodindmica, em
seguida por um tanque de equalizacdo e € alimentado a um reator anaerébio de
fluxo ascendente com manta de lodo (UASB). A temperatura de emissdo destes
efluentes varia em torno de 55°C e o efluente chega ao reator com 45°C, o que
obriga a um resfriamento para o tratamento bioldgico anaerdbio ndo termofilico. A
temperatura do efluente do equalizador € reduzida para 32 °C em torre de
resfriamento. Do reator anaerdbio, o fluxo vai para um tanque anoxico de
desnitrificacdo do qual passa para o reator aerébio do tipo lodo ativado. Deste
reator, o efluente nitrificado € recirculado para o reator anéxico. O efluente do reator
aerobio é descarregado no decantador secundario, do qual a biomassa retorna ao
reator aerdbio e o efluente clarificado € descarregado no corpo receptor (Koetz et al.,
2005). Porém, outros métodos também sao utilizados para seu tratamento, podendo-
se destacar as lagoas aerbbias e anaer@bias, precipitacdo quimica e o tratamento
com plantas aquaticas emergentes (Gerber, 2002; Faria 2006).

Dentre os compostos a serem removidos, o fosforo ainda € o mais
problemético, por ter a menor eficiéncia de remocdo comparada aos demais
poluentes, sendo necessario, muitas vezes, usar mais de um tipo de tratamento para
atender as exigéncias de emissdo no ambiente dos Orgaos fiscalizadores. Além
disso, o fésforo € o principal elemento responsavel pela eutrofizacdo da agua
(Ancheng et al., 2002).

A remoc¢do de matéria organica e nitrogénio dentro dos limites estabelecidos
ja é alcancada por algumas tecnologias ja consolidadas, como reatores anaerobios e
lodos ativados, ao contrario do fésforo, cuja concentracdo de até 100 mg.L™
impossibilita a remocéo por processos biolégicos simples. Os processos fisico-
quimicos de remocéao de fésforo sdo descricbes de literatura em escala de bancada
e de planta piloto e os problemas associados a estes tratamentos sédo a alta
guantidade de lodo gerado e o0 uso de reagentes quimicos em grande quantidade
(Lima, 2003).

2.2 Sistemas de tratamento de efluentes agroindustriais
As agroindustrias produzem grande quantidade de efluentes, que contém
varias substancias, principalmente matéria organica proveniente do processamento

de alimentos de origem vegetal e animal. Os residuos agroindustriais sdo gerados
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no processamento de alimentos, fibras, couro, madeira, producdo de acucar e
alcool, café, graos, etc., sendo sua producdo, geralmente, sazonal e condicionada

pela maturidade da cultura ou oferta da matéria-prima (Frasson, 2011).

O efluente gerado no processamento de produtos de origem vegetal podem
conter, além de elevado contetado de material organico, outros poluentes, tais como
minerais que fazem parte do solo de onde a cultura foi colhida, restos de vegetais e

pesticidas (Frasson, 2011).

A escolha entre as formas de tratamento de efluentes agroindustriais vai
depender dos custos operacionais, clima, legislacdo, classe do corpo receptor,
disponibilidade de &rea junto a fonte geradora da agua residuaria, taxa de geracao
do residuo, velocidade exigida no tratamento do residuo, e localizacdo (distancia de
areas residenciais), direcdo dos ventos, estabilidade do terreno, disponibilidade de

assisténcia técnica e controle operacional (Giordano, 2003).

Lagoas de estabilizacdo aeradas, facultativas ou anaerdbias séo alternativas
de tratamento de poluentes. Consistem em grandes tanques escavados no solo, nos
quais as aguas residuarias sao tratadas por processos haturais controlados
unicamente pela vazdo dos efluentes, além da eventual dosagem de produtos
quimicos para ajuste de pH ou de nutrientes. As lagoas anaerbébias séao
dimensionadas para receber elevadas cargas organicas e funcionam sem oxigénio
dissolvido. As facultativas possuem uma camada superior, com o desenvolvimento
de algas e microrganismos aerébios que convivem em simbiose. Enquanto as algas
realizam a fotossintese, consumindo o gas carbénico e liberando o oxigénio, os
micro-organismos oxidam a matéria organica, utilizando o oxigénio e liberando o gas
carbbnico. Na camada do fundo, o processo se comporta como na lagoa anaerdbica.
As aerdbicas sdo semelhantes as facultativas, entretanto, sdo bem rasas, e assim,
nao ha depreciacdo de oxigénio no fundo da lagoa, e, consequentemente, de micro-

organismos anaerobios (Pereira & Freitas, 2012).

O uso de lagoas de estabilizacdo tem sido frequente para o tratamento de
aguas residuarias ricas em material organico, sendo muito adequadas no caso de
efluentes agroindustriais. Estas sdo unidades especialmente construidas com a
finalidade de tratar aguas residuarias por meios predominantemente bioldgicos, isto

€, por acdo de micro-organismos naturalmente presentes no meio, e podem ser
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classificadas, de acordo com o tipo de tratamento, em: anaerdbia, facultativa, de
maturacdo ou aerbbia e aerada (com uso de aeracdo mecanica) (Matos, 2005).

Dentre os processos biolégicos aerobios, o sistema de lodos ativados € o
mais utilizado no tratamento de aguas residuarias (Mendonga, 2002) e consiste em
provocar o desenvolvimento de uma cultura microbiolégica na forma de flocos (lodos
ativados) em um tanque com aeracdo mecanica, durante o tempo necessario para a
metabolizacdo da matéria organica presente no efluente a ser tratado. Apés esta
etapa, o material € enviado continuamente a um decantador que separa o efluente
tratado do lodo. O lodo é recirculado ao tanque de aeracdo a fim de manter a
concentracdo de micro-organismos ideal ao tratamento. O sobrenadante do
decantador € o efluente tratado, pronto para ser descartado no corpo receptor. Este
lodo pode entdo ser desidratado, tendo como possivel aplicacdo a adubacdo de

culturas agricolas (Jenkins et al., 2003 apud Pereira & Freitas, 2012).

Outro sistema que ganhou espaco por apresentar varias vantagens € o de
tratamento anaerdébio, mais especificamente, o tratamento anaerdbio de fluxo
ascendente com manta de lodo, conhecido como reator UASB (Silveira et al., 2007).
Estes reatores possuem retencdo de biomassa microbiana no compartimento de
reacao, onde se desenvolve uma manta de lodo, que é atravessada pelo efluente, e
uma recirculacdo de parte da biomassa, que € carreada pela fase liquida efluente
desse compartimento. Esta recirculacéo é alcancada por meio de sua sedimentacéo
no compartimento de decantacéo, seguida de retorno, por simples gravidade, para o

compartimento de reacéo (Von Sperling et al., 2000).

O tratamento de efluentes utilizando reator UASB constitui um método
eficiente e de custo relativamente baixo, para a remoc¢édo de matéria organica e de
sélidos em suspensdo, diminuindo consideravelmente o potencial poluidor dos
efluentes ap6s o tratamento. As grandes vantagens de um UASB s&do a sua
eficiéncia de remocao de matéria organica e de solidos, além de um curto tempo de
tratamento quando comparado a sistemas de lodo ativado e lagoas de estabilizagc&o
(Bezerra, 1998). Entretanto, esse tipo de reator também apresenta algumas
desvantagens, como sua baixa eficiéncia quanto a remocdo de patdégenos e
nutrientes. Assim, a fim de otimizar esse tipo de tratamento, utiliza-se uma

combinagdo deste com lagoas de estabilizacdo, podendo-se assim, obter um
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efluente de boa qualidade higiénica em um sistema que ocupa menos que a metade
da area necessaria para um sistema de lagoas convencionais (Dixon et al., 1995).

A combinacdo do UASB com um sistema de lodos ativados também é uma
alternativa, pois permite obter uma melhor qualidade do efluente final, com menos
da metade do volume de reatores, da producdo de lodo e do consumo de oxigénio
de um sistema convencional de lodos ativados. Dessa maneira, a utilizacdo de
reatores do tipo UASB deve ser precedida de um tratamento em lagoas de
estabilizacdo ou de lodos ativados, para que o processo seja otimizado (Pereira &
Freitas, 2012).

2.3 Uso de micro-organismos no tratamento de efluentes: biorremediacao e
producao de biomassa
Diversas espécies de micro-organismos ja foram caracterizadas como
agentes biorremediadores. A escolha da espécie a ser utilizada depende do tipo de
contaminante presente na agua residuaria, visto que a maquinaria metabdlica e as
enzimas produzidas s&o distintas entre 0s micro-organismos. De maneira
simplificada, o processo de biorremediacdo consiste da degradacdo de compostos
tidos como contaminantes por micro-organismos, através de reacfes enzimaticas,
resultando em substratos acessiveis para a absorcdo e incorporagcdo no
metabolismo microbiano, para suprir necessidades da célula, ou conversdo destes
poluentes em produtos menos toxicos ou compostos de interesse. No tratamento de
aguas residuarias agroindustriais, inumeros estudos ja foram descritos utilizando

bactérias, fungos, algas e leveduras como agentes de degradacao de poluentes.

O tratamento de efluente de uma industria de papel de casca de arroz e trigo
com um consorcio bacteriano autéctone resultou em reducdo de 65% a 85% da
demanda quimica de oxigénio (DQO), e os isolados foram posteriormente
identificados como sendo dos géneros Pseudomonas, Bacillus, Pannonibacter e

Ochrobacterum (Kumar et al., 2012).

Em vinicolas, pela primeira vez foi reportado o tratamento de aguas
residuarias com as leveduras Filobasidium e Cryptococcus laurentii, que se
destacaram frente a diversos isolados pela remocao de aproximadamente 90% de

polifendis totais e da demanda quimica de oxigénio (Santos et al., 2014).
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O emprego de leveduras no tratamento de efluentes contendo metais
pesados também tem sido explorado, devido a ineficacia dos sistemas fisicos e
quimicos utilizados atualmente e a necessidade de novas alternativas para este
poluente que ndo é degradado e pode permanecer por tempo indefinido no
ambiente. Como exemplo, diversos testes utilizando biomassa viva ou morta de
Saccharomyces cerevisiae para a captacao destes metais ja foram e continuam a

ser realizados (Soares & Soares, 2012).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € produzida em quantidades elevadas
como um subproduto da industria cervejeira, constituindo uma matéria-prima barata.
A biorremediacdo de efluentes industriais contendo metais pesados aparece como
uma possibilidade de valorizar este tipo de biomassa. Dada a capacidade de auto-
agregacao (floculacéo), as células de S. cerevisiae permitem uma separacao rapida
e barata ap6s o tratamento do efluente, o que reduz os custos associados com o
processo, ligados com a recuperacdo seletiva de metais, em uma estratégia de
minimizacdo simultanea de risco ambiental de residuos industriais com beneficios

financeiros de revenda ou reciclagem dos metais (Soares & Soares, 2013).

Leveduras oleaginosas como Rhodosporidium toruloides também possuem
potencial para a producdo de biocombustiveis e tratamento de efluentes industriais.
Cultivos realizados em efluentes de destilarias sem a adicdo de fontes nutritivas
adicionais, sem esterilizacdo e ajuste de pH demonstraram alta producédo de lipideos
(3,4 g/L) e de remocéo de nitrogénio (46%), fosforo (86%) e DQO (91%) em tempo

de cultivo relativamente pequeno (trés dias) (Ling et al., 2013; Ling et al., 2014).

Além disso, leveduras sdo comumente empregadas como fonte de proteina
unicelular, pois apresentam rapido crescimento e em meios simples, alto valor
nutricional, ndo sdo patogénicas ou toxicas e fornecem concentracfes satisfatorias
de aminoacidos essenciais. Também se caracterizam por serem células ricas em
vitaminas, principalmente do grupo B e possuem vantagens sobre células

bacterianas por serem maiores, facilitando a separagéo (Chalon et al., 2013).

No Japdo, desde a década de 70 sado utilizados métodos de tratamento
aerdbio de efluentes utilizando uma combinagédo de leveduras e lodo ativado, que
removem grandes quantidades de compostos organicos e exigem peguenos

espacgos, sendo bastante aplicado na industria de bebidas (Yoshizawa, 1978 apud
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Watanabe et al., 2013). Este sistema tem sido utilizado experimentalmente desde
entdo, para o estudo de tratamento de outros efluentes por diversas espécies, como
na remediagcédo de efluente da producéo de shochu, uma bebida japonesa, por uma
cepa mutante de Candida utilis com alta capacidade de acumular nitrogénio
(Watanabe et al., 2013).

Em industrias de alimentos, a utilizacdo de leveduras para o tratamento de
aguas residuarias, além de diminuir o impacto ambiental, também gera biomassa e
proteina unicelular para diversas finalidades (Nigam, 1999; Choi & Park, 2003;
Watanabe et al., 2009; Gélinas & Barrete, 2007).

Em estudos realizados com Pichia pastoris X-33, o efluente de arroz
parboilizado adicionado de glicerol subproduto da industria de biodiesel foi utilizado
como meio de cultivo, gerando biomassa usada como probiético para frangos de
corte e reducdo de nitrogénio, fosforo e DQO do efluente apés o cultivo (Gil de los
Santos, 2012). Este efluente também ja foi utilizado para cultivos com outras
leveduras (Rodrigues & Koetz, 1996), microalgas e cianobactérias (Queiroz et al.,
2007; Zepka et al., 2008) buscando reducdo de parametros ambientais e

incorporacao destes na biomassa produzida.

2.4 Uso de leveduras como probidticos na producéo animal
A principal meta da producao pecuéria é a producdo de alimentos seguros
para o consumidor, levando em conta o bem estar dos animais e a preservagao do
ambiente. Para isso, profissionais da zootecnia estdo constantemente em busca de

gualidade e seguranca (Gaggia et al., 2010).

Estimulada pela crescente preocupacdo em relacdo ao desenvolvimento de
resisténcia a antimicrobianos e possibilidade de transferéncia de genes de
resisténcia entre a microbiota animal e humana (Mathur & Singh, 2005), a proibi¢do
do uso de antibidticos em quantidades subterapéuticas pela Unido Européia em
2006 causou transtornos no sistema de producdo animal e ainda € motivo de
preocupacdo para os produtores, afetando as producdes brasileiras voltadas a

exportacao.
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Portanto, ha a necessidade de um substituto viavel que fortaleca as defesas
naturais dos animais e contribua para seu desempenho. Este resultado pode ser
alcancado através da modulacdo da microbiota intestinal, que desempenha um
papel fundamental na manutencédo da saude do hospedeiro, formando uma barreira
contra a colonizacdo de patégenos e estimulando o sistema imune por vias nao-
inflamatorias (Tuohy et al., 2003). Nesse contexto, 0s probibticos vém sendo cotados
como substitutos a altura para os antibiéticos, visando manter os niveis desejaveis
de desempenho. S&o capazes de conferir protecédo frente a patdégenos, exercendo

as funcbes antes conferidas pelo uso do antibiético como promotor de crescimento.

O conceito mais utilizado para probidtico € “micro-organismos vivos que,
guando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios para a
saude do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002). Dentre as agbes dos micro-organismos
probidticos pode-se citar: manutencdo da microbiota intestinal e da fungcdo da
barreira gastrointestinal, expressao de bacteriocinas, producdo de enzimas que
melhoram a absorcdo e nutricdo, efeitos imunomodulatérios, inibicdo de enzimas
procarcinogénicas e interferéncia na colonizagdo da mucosa intestinal por patégenos
(Gaggia et al., 2010).

Leveduras podem ser usadas como prebidticos ou probidticos quando
adicionadas a racdo, melhorando a eficiéncia alimentar, a imunomodulacdo ou a
microbiota intestinal e diminuindo a translocagéo bacteriana (Gil de los Santos et al.,
2005; Gil de los Santos et al., 2012b).

Leveduras como S. boulardii (Gil de los Santos et al., 2005; Roos et al., 2010)
e Pichia pastoris KM71H (Gil de los Santos et al., 2012) exercem efeito probioticos
gue podem propiciar um aumento da produtividade na avicultura e ovinocultura. A
administracdo de Saccharomyces boulardii pode aumentar a resposta imune
humoral contra coccidiose em frangos (Lee et al.,, 2007) e exercer efeito
imunomodulatorio em suinos, apdés infecgdo com Escherichia coli ETEC, segundo
Lessard et al. (2009), por aumentar a secrecdo de IgA e o estabelecimento de

linfécitos no intestino e diminuir a translocagéo bacteriana.

Em frangos, a administragéo de S. boulardii aumentou os niveis de expressao
de mRNA de ocln, cldn2 e cldn3, que codificam para proteinas que viabilizam a

juncao entre as ceélulas, no jejuno e ileo dos animais. Também potencializaram a
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producéo de IL-6 e TNF-a e de anticorpos IgA na mucosa intestinal (Rajput et al.,
2013).

Em ruminantes, os estudos com probibticos tém como alvo a fase pré-
ruminante e de ruminante adulto, avaliando-se o efeito nos parametros econémicos
e no estado de saude. Terneiros alimentados com leite fermentado com uma mistura
de bactérias &cido-laticas ou Saccharomyces cerevisiae NCDC49 tiveram menor
incidéncia de diarreia (Agarwal et al.,2002). A incorporacdo de leveduras vivas na

alimentacao destes animais também diminui o nimero de dias com diarreia.

Em gado de leite, a suplementacdo alimentar com leveduras viaveis
aumentou parametros de desempenho como consumo de matéria seca, producao
de leite (Jouany, 2006; Stella et al., 2007), digestibilidade de matéria organica, pH do
rimen e a concentracdo de acidos graxos volateis no ramen (Desnoyers et al.,
2009).

A suplementacdo da dieta animal com prebidticos e probioticos € vista como
uma opcao atraente para o setor zootécnico. Buscar alternativas que permitam
suprir as funcbes dos antibidticos torna-se importante, a fim de evitar o
comprometimento da produgéo de alimentos de origem animal. Neste panorama,
torna-se atrativo desenvolver uma tecnologia de producdo de probiéticos para uso
agropecuario a partir de efluentes e residuos industriais, que permitam o tratamento
deste efluente e também o incremento da producdo animal sem gastos significativos

ao produtor.
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese
O cultivo da levedura Saccharomyces boulardii produzida em efluente de
arroz parboilizado suplementado com fonte extra de carbono promove remocéao de
nitrogénio e fésforo e da demanda quimica de oxigénio (DQO), produzindo biomassa

em concentracao e viabilidade adequados para seu uso como probidtico.

3.2 Objetivo Geral
Avaliar a producéo da levedura Saccharomyces boulardii em efluente de arroz
parboilizado e o impacto deste cultivo nos niveis de nitrogénio, fésforo e DQO no

efluente.

3.3 Objetivos Especificos
o Selecionar o meio que possibilite o cultivo de Saccharomyces boulardii,
composto de efluente do processo de parboilizacdo do arroz suplementado com

diferentes fontes complementares de carbono,

o Avaliar a viabilidade celular e os percentuais de remocao de nitrogénio
total, demanda quimica de oxigénio (DQO) e fosforo total do efluente de arroz
parboilizado;

. Produzir em biorreator o probidtico S. boulardii, utilizando o meio de
cultivo selecionado e avaliar o percentual de remoc¢ao de nitrogénio, fésforo e

matéria organica do efluente de arroz parboilizado.
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Biorremediagcéo e producédo de biomassa a partir do cultivo do

probidtico Saccharomyces boulardii em efluente de arroz parboilizado

(Manuscrito formatado conforme as normas da revista Journal of Biotechnology)
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Biorremediagcdo e producdo de biomassa a partir do cultivo do probibtico

Saccharomyces boulardii em efluente de arroz parboilizado
Resumo

A parboilizacdo de arroz gera 2 L de efluente por quilograma de grao
processado. Diversas metodologias ja foram testadas almejando reduzir o impacto
ambiental deste efluente. O objetivo deste estudo foi avaliar a biorremediacdo do
efluente de arroz parboilizado suplementado com sacarose ou glicerol residual da
producdo de biodiesel ap6s o cultivo do probidtico Saccharomyces boulardii. A
adicdo de 1% de sacarose propiciou os melhores resultados de remocdo de
nitrogénio, fésforo, DQO e viabilidade celular em ensaios em agitador orbital.
Cultivos em biorreator utilizando este meio geraram 3,8 g.L™ de biomassa, 1,8 x 10
1 UFC. L™ e remocéo de 74% da DQO e 78% do fosforo. Estes resultados ressaltam
os beneficios do cultivo de Saccharomyces boulardii em efluente de arroz

parboilizado como sistema de tratamento e producéo de probidtico.

Palavras - chave: efluente de arroz parboilizado; Saccharomyces boulardii,

sacarose; fosforo; DQO

Abstract

The rice parboilization generates 2 liters of effluent per kilo of processed grain.
Many methodologies have been tested to reduce the environmental impact of this
effluent. The aim of this study was to evaluate the bioremediation of parboiled rice
effluent supplemented with sucrose or residual glycerol of biodiesel production after
culture of probiotic Saccharomyces boulardii. The addition of 1% sucrose provided
the best results for nitrogen, phosphorus and COD removal and cell viability in orbital
shaker assays. Bioreactor cultivations using this medium produced 3.8 g.L™ of
biomass, 1,8 x 10** CFU.L™ and removed 74% of COD e 78% of phosphorus. These
results show the benefits of Saccharomyces boulardii cultivation in parboiled rice

effluent as treatment and probiotic production system.

Key words: parboiled rice effluent; Saccharomyces boulardii; sucrose; phosphorus;
COD
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4.1 Introducéao

O arroz é alimento basico para mais da metade da populacdo mundial (FAO,
2013). Na safra 2013/2014, o Brasil produziu 12,2 milhdes de toneladas de arroz em
casca (CONAB, 2014), sendo a regido sul responsavel por 60% da producgdo. O
arroz parboilizado representa 50% das exportacdes nacionais de arroz (ABIAP,
2009) e aproximadamente 20% do arroz total comercializado no Brasil. Para o
processo de parboilizacdo do arroz sdo necesséarios 2 L de agua por kg de gréo
processado, 0 que resulta em bilh6es de litros de efluente por ano, que € rico em
matéria organica e nutrientes, como nitrogénio e fosforo (Queiroz e Koetz, 1997) e

necessita de tratamento antes do descarte.

Nas industrias de parboilizacdo de arroz, o efluente saido dos tanques de
maceracao € tratado através de sistemas formados por reatores anaerobios e por
lodos ativados. Estas tecnologias geralmente se mostram satisfatorias, mas exigem
altos investimentos e espaco amplo para a operacao. Reatores anaerébios de fluxo
ascendente (UASB) tem uma larga aceitacdo em razdo da comprovada eficiéncia na
remocado de carga organica de diversos efluentes. Entretanto, sdo ineficazes na
remocao de nutrientes, normalmente necessitando de tratamento complementar

para se adequar as exigéncias de fiscalizacédo (Schulz, 2009).

Diversas técnicas de tratamento vém sendo exploradas experimentalmente
para o tratamento deste tipo de efluente, como a utilizacdo de plantas aquéaticas
emergentes (Gerber, 2002), reatores em batelada sequencial de ciclos anaerdbios e
aerébios (Faria et al., 2006), processos simultaneos de nitrificacdo e desnitrificacéo
(Isoldi et al.,, 2005) e cultivos de algas e leveduras (Rodrigues e Koetz, 1996;
Queiroz et al., 2007). O cultivo de Pichia pastoris X-33, uma levedura com potencial
probiético, no efluente de arroz parboilizado suplementado com 15 g.L™ de glicerol
subproduto da industria de biodiesel reduziu 55% da DQO, 45% do nitrogénio e 52%
do fésforo do efluente (Gil de los Santos et al., 2012). Este resultado demonstra o
potencial da aplicacdo de sistemas simultdneos de producdo de probioticos e
proteina unicelular a partir do tratamento de efluentes. A utilizagdo do glicerol de
biodiesel como fonte de carbono para a producdo de leveduras pode ser uma

alternativa para os grandes volumes gerados anualmente pela industria de biodiesel,
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que estd em constante crescimento devido a necessidade de fontes de energia
renovaveis (Chatzifragkou et al., 2011).

A levedura Saccharomyces boulardii possui propriedades probiéticas, sendo o
seu uso ja consolidado em humanos e animais. Estudos realizados com animais de
experimentacdo e frangos ja apontaram os efeitos probidtico e prebidtico desta
levedura (Copolla et al., 2005; Gil de los Santos et al., 2005; Rajput et al., 2014).
Schneid et al. (2004) demonstraram que S. boulardii pode ser cultivada no efluente
de arroz parboilizado adicionando 1% de sacarose ao efluente obtido de ensaios de
parboilizacdo efetuados em laboratorio. A sacarose é uma fonte de carbono barata e
abundante no Brasil, que pode ser utilizada como fonte complementar em meios de

cultivo.

Neste estudo, foi comparado o crescimento da levedura Saccharomyces
boulardii em efluente de arroz parboilizado suplementado com sacarose ou glicerol
oriundo da producédo de biodiesel buscando selecionar o melhor meio de cultivo e o
impacto na remocdo de DQO, nitrogénio e fosforo desse efluente. No meio
selecionado, avaliou-se em biorreator a viabilidade celular, a producéo de biomassa

e a cinética de remoc¢ao em parametros ambientais.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Micro-organismo
Saccharomyces boulardii foi obtida de uma cépsula de Floratil®, pela
reativacdo do liofilizado, que foi 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 incubacdo por 48 h em estufa a 28 °C, para crescimento e
isolamento das col6nias. As placas foram mantidas sob refrigeracdo a 4 °C e

repicadas a cada 15 dias.

4.2.2 Efluente
O efluente dos tanques de maceragdo de uma industria de beneficiamento de

arroz localizada em Pelotas (RS) foi coletado no més de janeiro de 2013, por trés
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dias consecutivos. As trés coletas foram misturadas e homogeneizadas, para uso
nos ensaios de selecdo de meios. Apds homogeneizacéo, o efluente foi esterilizado
a 121 °C por 45 min e mantido sob refrigeracdo a 4 °C até seu uso. Para os cultivos
em biorreator de bancada, foi realizada nova coleta de efluente, em agosto de 2013,
por trés dias consecutivos, seguindo as mesmas condi¢cbes de homogeneizacao e

esterilizac&o utilizadas na coleta anterior.

4.2.3 Glicerol
O (glicerol de biodiesel utilizado é proveniente de uma industria de biodiesel
obtido a partir do processamento da soja da cidade de Rosario do Sul (RS). As

caracteristicas do glicerol de biodiesel utilizado estdo especificadas na Tabela 1:
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Tabela 1. Composi¢éo do glicerol de biodiesel utilizado como fonte extra de carbono nos ensaios de
selecdo de meios.

Parametro Valor Unidade Método
Volateis 26,6 % massa AOCS C, 2¢c-25
Alcalinidade combinada 1,8 % massa AOCS C.17-95
Metanol 1,37 % massa EN 14110
Cinzas 53 % massa ASTM D 874
Massa Especifica 1,3 g.cm? NBR 7148
indice de acidez 1,7 % massa ASTM D 664
Teor de Glicerol 54,74 % massa AOCS 14-46
DQO 1.328.040 mg O,.L-1 APHA (1998)
Fosforo total 420 mg P.L- APHA (1998)

AOCS, Métodos oficiais da American Oil Chemists Society; EN, European Standards; ASTM,
American Society for Testing and Materials; NBR, Associagdo Brasileira de Normas Técnicas.
FONTE: GIL DE LOS SANTOS, 2012.

4.2.4 Sacarose
A sacarose utilizada foi adquirida no comércio local, na forma de acucar

refinado.

4.25 Selecdo do meio de cultivo para producdo de Saccharomyces
boulardii
A selecdo do meio para o cultivo de S. boulardii foi realizada usando cinco

meios diferentes ao longo de dois experimentos totalmente independentes. Para
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isso, foram utilizados cinco baldes aletados de 500 mL, contendo 90 mL das
diferentes composicbes de meios de cultivo: 1) apenas efluente de arroz
parboilizado; 2) efluente contendo 1% de sacarose; 3) efluente contendo 3% de
sacarose; 4) efluente adicionado de 15 g.L™ de glicerol de biodiesel e 5) meio padréo
para cultivo de leveduras (Yeast Medium, Difco, USA). As concentracdes de
sacarose e glicerol utilizadas foram definidas em funcéo de resultados obtidos em

experimentos anteriores (dados ndo mostrados).

O pH de cada meio foi ajustado para aproximadamente 5,5 com hidréxido de
sodio (NaOH) 1 M. Os meios foram autoclavados por 15 min a 121 °C. O pré-indculo
e o indculo de S. boulardii foram produzidos em meio YM (Yeast Medium, Difco,
USA), em agitador orbital a 130 rpm e 28 °C, com passagens a cada 24 h.
Inicialmente foram inoculadas 5 coldénias em 10 mL de meio; apds 24 h de incubacédo
0s 10 mL foram adicionados a 90 mL de YM. O indculo foi distribuido nos 5 baldes,
adicionando 10 mL em cada baldo com 90 mL do meio a ser testado. Os cultivos

foram realizados em agitador orbital durante 48 h a 130 rpm e 28 °C.

Durante os experimentos, foram coletadas amostras de 1 mL nos tempos O h,
4 h,8h,12 h, 15 h, 24 h e 48 h de cultivo. As amostras foram utilizadas para anélise
da viabilidade celular ao longo do tempo, através de diluicbes seriadas e contagem

de unidades formadoras de col6nias (UFC. mL™), em placas de YM sélido.

4.2.6 Determinacdo de DQO, N-NTK e P-PO,* na selecdo de meios

Amostras dos cultivos foram coletadas em 0 h e 24 h para determinacdo de
DQO, N-NTK e P-PO,%, sendo centrifugadas a 3000 g por 10 min e o sobrenadante
utilizado para a determinacdo do consumo de carbono (Demanda Quimica de
Oxigénio - DQO), nitrogénio (Nitrogénio Total Kjeldahl —NTK) e fésforo (PO,%). As
amostras foram armazenadas sob refrigeracdo em pH < 2,0 usando-se &cido
sulfurico p.a. A DQO foi determinada por refluxo fechado, o fésforo total pelo método
do acido ascorbico e digestdo prévia com acido sulfarico—acido nitrico e o nitrogénio
por Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK). As analises de cada cultivo foram efetuadas em
triplicatas com variagdo < 10%. As metodologias utilizadas como base para as
analises estdo descritas no Standard Methods (APHA et al., 1998).



33

4.2.7 Cultivo da levedura em biorreator
Os pré-inoculos e o inoculo de S. boulardii foram produzidos em meio YM
(Yeast Medium, Difco, USA) num agitador orbital a 150 rpm e 28 °C, com passagens
a cada 24 h. Inicialmente foram inoculadas 5 colénias em 10 mL de meio; apds 24 h
de incubacdo os 10 mL foram adicionados a 90 mL de YM. Esta suspenséo foi
fracionada usando-se 20 mL para inocular cada um de quatro baldes de 1000 mL
contendo 180 mL de YM, e assim obteve-se ao final aproximadamente 800 mL de

indculo para o cultivo em biorreator.

Quatro fermentacdes independentes foram realizadas, a 250 rpm, 1 vwm de ar
e 28 °C por 48 h em um biorreator New Brunswick 110 (New Brunswick Scientific,
NJ,USA), contendo 7 L de meio composto por efluente de arroz parboilizado

acrescido de 1% de sacarose sendo de 10% em volume de in6culo.

O pH dos cultivos foi ajustado para 5,5 com NaOH 1 M e foi adicionado 2 mL
de antiespumante Agripec EA 263 (Agripec Quimica Farmacéutica S.A.,Brasil)
diluido 1: 5 em &gua. Os meios foram autoclavados na cuba de fermentacdo por 45
min e a 121 °C.

4.2.8 Quantificacdo da biomassa, viabilidade celular, determinacdo de

sacarose e analise dos parametros ambientais das fermentacbes em
biorreator de bancada

Durante os cultivos, foram coletadas amostras nos tempos 0 h, 3 h, 6 h, 8 h,

10 h, 12 h, 15 h, 24 h, 30 h e 48 h de cultivo, para avaliacdo da viabilidade celular,

densidade celular, determinagéo de DQO, N-NTK e P-PO,*> e consumo de sacarose.

A biomassa foi quantificada a partir de trés amostras de 10 mL de cada
horéario, centrifugadas a 3000 g por 15 min e os pellets lavados duas vezes e
ressuspendidos em 10 mL de agua destilada. A quantificacdo de biomassa ocorreu
num espectrofotbmetro UV-visivel (Hitachi, U-1800), por meio da leitura por
densidade o6tica a 600nm (DOeoo). A absorbancia obtida foi convertida em peso de
biomassa a partir de uma curva de calibracdo, segundo metodologia desenvolvida
por Gil de los Santos (2012).
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A viabilidade celular ao longo dos cultivos foi avaliada a partir de diluicbes
seriadas das amostras e contagem de unidades formadoras de colénias (UFC.mL™)

em placas de YM sdélido.

A determinacdo de DQO, N-NTK e P-PO,* do sobrenadante dos cultivos em

efluente foi realizada como descrito anteriormente (APHA et al., 1998).

O percentual de sacarose consumido foi determinado através do método de
DNS (&cido dinitrosalisilico), adaptado para quantificacdo de acucares redutores
(Reguly, 1996).

4.2.9 Analise estatistica
A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software Statistix versao 9
(Statsoft, USA). Os dados foram analisados por ANOVA e as diferencas entre as
médias foram comparadas através do teste de Tukey com 5% de nivel de

significancia. O teste de Shapiro- Wilk foi utilizado para avaliacdo da normalidade.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Selecdo de meios em agitador orbital

O enriguecimento com fontes extra de carbono permitiram o prolongamento da
fase exponencial. A fase estacionaria de crescimento celular foi alcancada em 24 h
nos cultivos com adi¢do de sacarose e em 15 h nos cultivos com glicerol, sendo em

8 h nos cultivos com efluente puro (Figura 1a).

O cultivo de S. boulardii em efluente dos tanques de parboilizagdo de arroz
obteve em 24 h melhores resultados de viabilidade celular quando adicionou-se uma

fonte extra de carbono (Figura 1b).
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Figura 1. Viabilidade celular média de dois ensaios em agitador orbital de Saccharomyces boulardii
cultivada em diferentes composicdes de meio, durante 48 horas. Figura (a) indica a viabilidade celular

ao longo do cultivo e a figura (b) indica viabilidade celular em 24 h de cultivo.
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O cultivo de S. boulardii em efluente puro obteve o menor desempenho dentre
0s meios testados, em 24 h de cultivo. Rodrigues e Koetz (1996) ja haviam utilizado
o efluente dos tanques de maceracao de arroz sem adicéo de fonte extra de carbono
como meio de cultivo de Candida utilis, que se mostrou pouco adequado para o
crescimento da levedura. A adicdo de uma fonte de carbono a este efluente aumenta
a viabilidade celular em cultivos de Pichia pastoris (Gil de los Santos et al., 2012) e

Saccharomyces boulardii (Schneid et al., 2004) no efluente de arroz parboilizado.

Os cultivos em que se adicionou sacarose tiveram viabilidade celular, em 24
h, trés vezes maior do que em efluente puro e foram significativamente melhores do
que o cultivo suplementado com glicerol de biodiesel neste periodo (Figura 1b),
sugerindo que a sacarose é mais facilmente assimilada pela levedura. A
concentracdo celular inicial inoculada foi de aproximadamente 10° UFC.mL™* em
todos os cultivos, descartando a hipétese de que este fator possa ter influenciado no

crescimento celular ao longo do cultivo.

Saccharomyces boulardii, até a alguns anos atras, era considerada uma
subespécie de Saccharomyces cerevisiae, sendo a sacarose a principal fonte de
carbono usada na industria para os cultivos de S. cerevisiae (Badotti et al., 2008).
Nos ensaios de selecdo de meios a Saccharomyces boulardii apresentou um maior
desenvolvimento celular quando usamos sacarose como fonte complementar de
carbono sugerindo uma melhor adaptacdo de suas rotas metabdlicas a essa fonte.
Entre os cultivos com 1% ou 3% de sacarose, ndo houve diferenca significativa na
viabilidade celular, sendo preferencial, por questbes econdmicas, a utilizacdo de 1%,

além de reduzir o aumento da DQO do efluente causado pela suplementacéao.

Saccharomyces boulardii tem sido extensivamente utilizada em humanos
(Czerucka et al., 2007) e em animais como probidtico. Diversos estudos apontam um
efeito positivo de sua utilizagcdo em animais como probiético frente a patdgenos e
condicdes de estresse (Gil de los Santos et al., 2005; Gil de los Santos e Gil-Turnes,
2005; Badia et al., 2012). Para que possa exercer agdo probiotica, deve-se encontrar
em nivel populacional adequado, de pelo menos 10’ UFC/grama ou mL (Lee e
Salminen, 1995). A viabilidade celular méaxima obtida neste estudo, de 2,4 x 10°
UFC.mL™ em 24 h de cultivo em efluente de arroz parboilizado adicionado com

sacarose atende a concentracdo recomendada para o0 uso como probidtico,
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ressaltando o potencial do uso do efluente de parboilizagédo de arroz como substrato

para producao de leveduras para este fim.

O uso de leveduras para biorremediacéo de efluentes agroindustriais tem sido
relatado desde a década de setenta (Yoshizawa, 1978 apud Watanabe et al., 2009).
Porém, nenhum estudo foi encontrado sobre a utilizacdo de Saccharomyces
boulardii para redugcdo do impacto ambiental em efluente de arroz parboilizado. O
cultivo de S. boulardii neste efluente, quando suplementado com sacarose ou
glicerol subproduto da industria de biodiesel, diminuiu as concentracbes de
nitrogénio, fésforo e matéria organica, sugerindo uma aplicacdo até entdo nao
explorada para a o ja consolidado probiético Saccharomyces boulardii: de micro-

organismo biorremediador.



Tabela 2. Percentual médio de remocao de fosforo, nitrogénio e DQO de dois experimentos, nos meios de cultivo avaliados ap6s 24 h de cultivo de S.

boulardii em agitador orbital.

DQO (mg.L™) N- NTK (mg.L™) P (mg.L™")
Tratamento
Remocéo Remocéo Remocéo
(%) (%) (%)
Oh 24 h comparada Oh 24 h comparada Oh 24 h comparada
com efluente com efluente com efluente
puro as 24 h puro as 24 h puro as 24 h
Efluente puro | 4 283143249 | 4.681,9:928,8 0,0° 208,3+14,7| 194,9+515 00° 87,9+1,6 74,7425 0.0°
Efluente + 1%
sacarose 13.931,6+1.329,6 | 6.150,3+2.829,4 -314° 189,2+90,8 79,2+21,9 59,3° 58,8+0,5 16,4+14,5 78,1°
0,
Ffluente * 3% | 36.635,0:24948 | 27.861,145.4264 | 4951° | 13634626 | 66,5464 65,9" 56,7+7,4 13,1+6,2 82,4"
Efluente +
15g.L" 20.943,6+2.059,7 | 18.814,1+4.523,3 -301,8" 162,3+43,0 65,6+25,7 66,3° 77,420,7 68,2+2,8 8,7%
glicerol




39

A complementagdo do efluente com fontes de carbono aumenta
consideravelmente os niveis de DQO (Tabela 2), quando comparado ao valor médio
normalmente encontrado nesse tipo de efluente (Queiroz et al., 1997). No cultivo em
efluente suplementado com 1% de sacarose obteve-se a maior eficiéncia de
remocdo em relacdo aos demais cultivos. A adicdo de sacarose aumentou 0s niveis
de DQO no efluente, que mesmo apdés o cultivo da levedura por 24 h, ainda
apresentava concentracdo 31,5% maior do que no efluente puro apdés 24 h de
cultivo. Porém, a diferenca entre as concentracfes de DQO entre estes dois meios
em 24 h néo foi significativa. A suplementacdo com 3% de sacarose teve uma
eficiéncia de remocdo de DQO aproximadamente 40% inferior quando comparado
aos cultivos com 1% de sacarose, em funcdo da maior carga organica adicionada

(concentracgdo inicial 2,5 vezes maior que no uso de 1% de sacarose) (Figura 2).

As 24h de cultivo, nos meios com 1% e 3% de sacarose, obteve-se uma
remocao de DQO de aproximadamente 56% e 23% respectivamente, sugerindo um
excesso de adicdo de sacarose (Figura 2). Dynesen et al. (1998) citam que a
Saccharomyces cerevisiae inibe o consumo de sacarose de um meio composto por
uma mistura de acucares fermentaveis quando glicose ou frutose encontram-se em
concentracdes superiores a 5 g.L™*. Desta maneira, no meio composto de efluente
com 3% de sacarose, a hidrdlise deste dissacarideo pode ter liberado glicose e
frutose a concentracbes maiores que 5 g.L™, provocando inibicdo do consumo de

sacarose e também da matéria organica proveniente do efluente.

Os niveis de DQO no inicio e apos 24 h de cultivo em efluente suplementado
com 15 g. L™ de glicerol ndo apresentaram diferenca significativa (P < 0.05). Os
melhores resultados de remocdo (56%) foram obtidos com a adicdo de 1% de
sacarose ao efluente. Pichia pastoris aumenta consideravelmente sua biomassa
guando ha disponibilidade de glicerol como fonte de carbono no meio (Higgings e
Cregg, 1998), aumentando consequentemente a remogdo de matéria organica, ao
passo que S. boulardii tem preferéncia por glicose como fonte de carbono, o que

explicaria a maior reducédo de DQO quando h& sacarose no efluente.

A eficiéncia de remocdo de DQO obtida neste experimento foi inferior aos
84% alcancados com sistema combinado reator UASB-reator aerobio (Isoldi et al.,
2005) e aos 84% obtidos apdés 15 h de cultivo da cianobactéria Aphanotece


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dynesen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9866176
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microscopica Nageli em biorreator e na auséncia de luz, ambos utilizando o0 mesmo
efluente (Queiroz et al., 2007). Entretanto, os 56% de remocao por S. boulardii
concordam com a eficiéncia de remocao de 54% de matéria organica, pela levedura
Candida utilis, sendo que este cultivo foi realizado no efluente da parboilizacédo de
arroz previamente tratado em reator anaerébio e enriquecido com “solugéo nutritiva”

composta de diversos sais e biotina (Rodrigues e Koetz, 1996).
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Figura 2. Percentual médio de remocédo de fésforo, nitrogénio e DQO de dois experimentos, nos
meios de cultivo avaliados apés 24 h de cultivo de S. boulardii em agitador orbital.

Todos os cultivos suplementados apresentaram uma reducdo de nitrogénio
significativamente maior apos 24 h de cultivo frente ao cultivo em efluente puro
(Tabela 2). O impacto do cultivo da levedura causou uma remocao de
aproximadamente 50% do nitrogénio nos cultivos em efluente com 1% e 3% de
sacarose. Embora tenha ocorrido a remocéo de 5 % do nitrogénio no cultivo em
efluente puro, ndo houve diferenca significativa entre a concentracdo de nitrogénio
em 0 h e ap0s 24 h de cultivo. Os altos niveis de absorgéo de nitrogénio nos cultivos
em efluente e sacarose sugerem o aumento do metabolismo e multiplicagcéo celular,

0 que é confirmado pela maior viabilidade celular nestes cultivos.
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A adicdo de 15 g.L" ! de glicerol de biodiesel ao efluente gerou uma remocéo
de 60% de nitrogénio apos 24 h de cultivo, semelhante aos 65% obtidos no cultivo
da levedura Pichia pastoris X-33 no mesmo tempo, tipo de efluente e
suplementacdo, em biorreator de bancada (Gil de los Santos, 2012). Estes
resultados s&o interessantes, considerando-se que a utilizacdo do glicerol como
fonte de carbono pode ser uma alternativa para o acumulo deste subproduto
industrial, sem custo adicional para a producdo da levedura e uma estratégia para a

remocao de nitrogénio.

O cultivo de Candida utilis em efluente de arroz parboilizado da descarga de
um biorreator UASB removeu 68% do nitrogénio total, em 72 h de cultivo em
agitador orbital (Rodrigues e Koetz, 1996), semelhante ao obtido pela levedura S.
boulardii nos trés meios testados, em um tempo de cultivo trés vezes inferior (24

horas).

A digestdo anaerdbia para o tratamento de efluentes ricos em matéria
organica e nutrientes, como nitrogénio e fosforo, deve ser seguida por um processo
de tratamento complementar, visto que embora a matéria organica seja reduzida
eficientemente, os niveis finais de remocao de nitrogénio e fosforo ainda ndo sao de
qualidade (Chernicharo, 1997). No estudo conduzido por Isoldi et al. (2005), os
autores utilizaram a estratégia de tratamento do efluente de arroz parboilizado em
sistema combinado de reator anaerébio (UASB) e aer6bio e obteve-se um
percentual de 83% de remoc¢do de nitrogénio total. Este resultado é superior ao
obtido no cultivo de S. boulardii, provavelmente relacionado a juncdo dos dois
processos que permite a oxidacdo da amonia a nitrato e posteriormente a reducao
do nitrato a oxigénio molecular, que é liberado na atmosfera. Além disso, as
condicBes de cultivo em biorreatores sdo melhores e mais facilmente controladas do
gue em balbes, utilizados para o cultivo de S. boulardii. Dessa forma, um tratamento
complementar aos cultivos com leveduras pode ser aplicado para atingir os indices
exigidos pela FEPAM, orgéao estadual de monitoramento ambiental, que fiscaliza a

induUstria da qual se obteve o efluente.

No presente estudo, as maiores médias de remocao foram para o fosforo. Os
cultivos efetuados em efluente suplementado com 1% e 3% de sacarose em 24 h

alcancaram 72% e 76% de remocéo, respectivamente, valores proximos aos 75% de
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remocao exigida pelo 6rgdo ambiental (FEPAM). A concentragdo de fosforo apds 24
h de cultivo nestes meios foi significativamente menor do que no efluente puro e no

efluente contendo 15 g. L™ de glicerol de biodiesel.

Resultados semelhantes aos alcangados com suplementagcdo com sacarose
ja haviam sido encontrados no cultivo de Pichia pastoris X-33 no mesmo tipo de
efluente com 15 g.L™ de glicerol de biodiesel: 52% de remocao de fésforo apés 70 h
de cultivo em agitador orbital (Gil de los Santos et al., 2012) e de 90% ap0s 48 h de
cultivo em biorreator (Gil de los Santos, 2012). Estes dados demonstram o potencial
das leveduras como sistema de tratamento de efluente dos tanques de parboilizacao

de arroz.

Os altos niveis de absorcdo de fosforo quando se adicionou 1% e 3% de
sacarose sugerem que este nutriente foi assimilado para atender as exigéncias
nutricionais para a multiplicacdo celular e producédo de biomassa, visto que a maior
viabilidade celular também foi observada no efluente enriqguecido com sacarose. As
altas taxas de consumo de fésforo também podem estar relacionadas a fosforilacéo
que ocorre na glicose e frutose apo6s sua entrada na célula pelas hexoquinases Pl ou

Pll para continuidade do metabolismo (Dynesen et al.,1998).

Sistemas de tratamento de efluentes que utilizam plantas aquaticas
emergentes (PAE) ou wetlands possuem potencial de aplicacdo em industrias,
domicilios e na producdo agricola, como pés-tratamento de efluentes de reatores
anaerobios ou como etapa Unica de tratamento secundéario (Schulz, 2009). A
implementacgéo deste sistema em uma industria de arroz parboilizado de Pelotas, o
qual era formado por um reator anaerébio UASB e um conjunto de 14 lagoas com
plantas aquaticas emergentes, gerou eficiéncia de remocdo de 68% da DQO, 52%
do nitrogénio total e 73% do fosforo total (Gerber, 2002). Os resultados obtidos com
este sistema combinado ressaltam o potencial de S. boulardii como agente
biorremediador de efluente de arroz parboilizado, considerando que seu cultivo em
baldes alcanca eficiéncia de remocdo semelhante a obtida pelo complexo UASB-
PAE.

O cultivo de S. boulardii em efluente com 1% de sacarose também se mostrou

superior, quanto a reducdo de parametros ambientais, quando comparado ao

tratamento do mesmo efluente, em reator em batelada sequencial. Neste


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dynesen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9866176
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experimento, realizaram-se ciclos anaerobicos e aerdbicos, com o maior nivel de
remocao obtido de 17.8%, situacdo na qual os autores concluiram ser necessario
um processo de precipitacdo quimica para complementar a remoc¢ao de fésforo a

niveis exigidos pelos érgaos fiscalizadores (Faria et al., 2006).

4.3.2 Cultivos em Biorreator

Nos ensaios em agitador orbital foram testados diferentes meios para o cultivo
de Saccharomyces boulardii, compostos de efluente de arroz parboilizado e uma
fonte de carbono: sacarose ou glicerol residual da industria de biodiesel. O efluente
suplementado com 1% de sacarose permitiu os melhores resultados de viabilidade
celular e os melhores indices de remocdo de DQO, nitrogénio e fésforo e foi 0 meio

escolhido para realizar cultivos em biorreator de bancada.

O crescimento de Saccharomyces boulardii em efluente de arroz parboilizado
suplementado com 1% de sacarose e a eficiéncia de remoc¢édo de DQO e fésforo
foram avaliados, em quatro cultivos independentes em biorreator de bancada. A
meédia dos valores de viabilidade celular obtidos nos quatro ensaios em biorreator

esta na Figura 3.
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Figura 3. Viabilidade celular média (UFC. mL™ x106) de quatro cultivos de S. boulardii em biorreator,

utilizando efluente do processo de parboilizacdo de arroz + 1% de sacarose como meio.

A fase estacionaria do crescimento celular iniciou apés 10 h de cultivo,
permitindo a obtencdo de uma viabilidade méaxima de 1,8 x 108 UFC.mL™ ap6s 24 h
de cultivo. Tais viabilidades, obtidas em biorreator, se aproximaram dos 2,7x10°

UFC. mL* obtidos em meio comercial em 24 h (Figura 1a).

As coletas de efluente de arroz parboilizado para os ensaios em baldes e para
os cultivos em biorreator foram realizadas em diferentes épocas do ano. Segundo
Queiroz e Koetz (1997), a variabilidade dos diferentes componentes deste efluente
podem ser atribuidas as diferencas da matéria prima, como também as variacdes
nas etapas do processamento e épocas do ano. Portanto, os menores valores de
viabilidade celular também podem estar relacionados a diferencas na composicéo do

efluente em funcéo da coleta em tempos diferentes.

Na figura 4 nota-se que as 24 h de cultivo a levedura atingiu uma média de
biomassa, entre os quatro cultivos, de 3,0 g por litro, aproximadamente 4,5 vezes
superior a biomassa inicial. A curva de biomassa mostrou uma inflexado a partir de 8
h, que coincide com o inicio da fase de adaptacéo da levedura, apos o esgotamento
de sacarose (Figura 5). Estes resultados mostram uma semelhanca de

comportamento entre viabilidade celular e biomassa, mostrando que ao chegar a

fase estacionéaria, a multiplicacdo celular diminui e o nimero de células viaveis é
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7

constante e, consequentemente, a biomassa produzida € menor que no inicio do

cultivo.

Biomassa (g.L1)
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Figura 4. Valor médio de biomassa seca obtida em quatro cultivos de S. boulardii em biorreator,

utilizando efluente do processo de parboilizacdo de arroz + 1% de sacarose como meio.

Resultados semelhantes foram observados em outro estudo, com a levedura
oleaginosa Rhodosporidium toruloides, que produziu 5,03 g.L™ de biomassa quando
cultivada em efluente de destilaria, com 10% de inéculo e 16.527 mg.L™ de DQO
inicial (Ling et al., 2013). A concentracao do in6culo e a carga organica do efluente
usado para o crescimento de R. toruloides sdo semelhantes aos usados nestes
quatro cultivos em biorreator, com efluente de arroz parboilizado suplementado com
1% de sacarose, no qual foi obtido 3,8 g.L™* de S. boulardii. Estes dados permitem
sugerir gue a concentracdo de matéria organica e a densidade celular inicial em um

cultivo podem influenciar na producéo de biomassa.

O cultivo de Saccharomyces boulardii em efluente de arroz parboilizado
enriquecido com sacarose 1% gerou biomassa de 3,8 g.L™?, oito vezes superior &
biomassa de 0,47 g.L?, da alga Aphanotece microscépica Nageli, cultivada no

mesmo tipo de efluente (Zepka et al., 2008).

O trabalho de Muller et al. (2007) também com Saccharomyces boulardii
demonstrou resultados que concordam com os deste estudo. Muller et al. (2007)
obtiveram o valor de 3,1 g.L™* de biomassa em 12 h em biorreator air lift 1,0 vvm,

enquanto que no cultivo em efluente alcancamos o valor de 2,6 g.L™* de biomassa de
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S. boulardii neste mesmo tempo de cultivo. Considerando o baixo custo da
preparacao do efluente + 1% de sacarose para o cultivo da levedura, obteve-se certa
vantagem, ja que o meio utilizado por Muller et al. (2007) para cultivar a levedura foi
um meio comercial, de custo elevado, composto por glicose anidra, peptona de

carne, extrato de levedura, uréia e sulfato de magnésio.

A producdo de biomassa de uma cepa mutante de Candida utilis UNAL para
uso como extrato de levedura e proteina celular foi realizada por Watanabe et al.
(2013) atraveés do tratamento de efluente de shochu, uma bebida japonesa obtida
pela fermentacdo de batata-doce ou cevada, que obteve ao final do tratamento de
1.000 L de efluente, por cultivos sequenciais em batelada alimentada, 16,7 kg de
biomassa seca. Com o tratamento do mesmo volume de efluente de arroz
parboilizado pelo cultivo de S. boulardii, seria produzido 3,8 kg de biomassa seca,
4,4 vezes inferior que o obtido por Watanabe et al. (2013) no efluente de shochu.
Esta diferenca pode estar relacionada ao fato de serem espécies diferentes, com
caracteristicas de crescimento distintas, assim como a diferenca na variabilidade e
concentracdo de matéria organica e nutrientes presentes nos dois meios

comparados.

Aproximadamente 90% da sacarose adicionada no efluente de arroz
parboilizado para o cultivo de S. boulardii foi consumida nas 6 primeiras horas
(Figura 5). Relacionando este padréo de consumo ao de viabilidade celular, observa-
se que até 10 horas o cultivo estd em crescimento logaritmico, entrando
posteriormente em uma fase onde a viabilidade celular permanece constante até as
15 h. Observando este comportamento, conclui-se que a levedura consumiu
preferencialmente a sacarose adicionada, em detrimento da matéria organica

presente no efluente.
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Figura 5. Concentracdo média de sacarose no efluente de arroz parboilizado ao longo do cultivo de
Saccharomyces boulardii em biorreator.

Muller et al. (2007) tiveram resultados que coincidem com as informacdes
obtidas e relatadas acima. Em processos fermentativos também realizados com
Saccharomyces boulardii, os autores utilizaram um meio composto por peptona de
carne, extrato de levedura, uréia, magnésio, enxofre, fosfatos e 1% de glicose para o
cultivo da levedura em fermentador tipo air lift 1 vwm. Nestes cultivos, a glicose foi
esgotada em 6 h de cultivo, corroborando com os resultados obtidos no cultivo em
efluente de arroz parboilizado + 1% de sacarose, no qual mais de 90% deste acUcar
foi consumido em 6 h. Em concordancia, a levedura termotolerante Kluyveromyces
marxianus cultivada em meio YPSuc (1% extrato de levedura; 2% peptona e 2% de
sacarose) teve a taxa maxima de consumo de actcar em 6 h (2.5 g. L™ h). Neste
periodo, 90% da sacarose presente no meio havia sido consumida e em 12 h de
cultivo toda a sacarose havia sido esgotada (Lertwattanasakul et al., 2011).

Os percentuais medios de remocao dos parametros ambientais avaliados nos quatro

ensaios em biorreator encontram-se na Figura 6.



48

100,00 - DQO

90,00 -
80,00 -
70,00
60,00
50,00 -
40,00
30,00 -
20,00
10,00 -
0,00

% de Remocao

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48
(a) Tempo (h)

Fosforo

100,00 -
90,00 -
80,00 -
70,00 -

2 60,00 -

4

£ 50,00 -

@

% 40,00 -

k=]

¢ 30,00 -
20,00 -
10,00 -

0,00

-10,00
(b) Tempo (h)

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48

Figura 6. Eficiéncia de remocdo média de DQO (a) e Fésforo (b) de quatro cultivos de
Saccharomyces boulardii em biorreator, utilizando efluente do processo de parboilizacdo de arroz +

1% de sacarose como meio.

Nos experimentos em biorreator ndo foi realizada a quantificacdo de
nitrogénio, apesar dos resultados positivos alcancados nos ensaios em baléo,

devido a dificuldades encontradas com a metodologia utilizada.
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Apo6s 24 h de cultivo, detectou-se a remocdo média de 63% do fésforo do
efluente, reforcando resultados ja alcancados em ensaios anteriores em agitador
orbital com 0 mesmo meio, situacdo na qual se obteve 72% de remocao no mesmo
horério. A maior eficiéncia de remocédo, de 78%, ocorreu em 48 h, suprindo as
exigéncias de 75% de remogé&o impostas a industria de beneficiamento de arroz pelo
orgdo de monitoramento ambiental estadual (FEPAM).

Tabela 3. Valores médios de concentracdo de fosforo e DQO ao longo de 48 h de cultivo de

Saccharomyces boulardii em efluente de arroz parboilizado +1% de sacarose em biorreator.

Tempo de cultivo (h) DQO (mg.L™) P (mg.L™)
0 15.639,6 + 1.472,2 ° 41,8+1372°
3 14.839,3 + 1.476,1 2 33,0+3,8°"
6 13.641,5+1.784,3" 31,4+6,6°"
8 12.730,9 +1.022,5° 28,4+571"™
10 11.059,6 + 1.768,9 ° 27,0+£5,0°
12 10.524,3 +1.627,3 ¢ 27,7+50°
15 10.217,1 +2.746,4 ¢ 23,6+6,2°
24 6.761,0+1.613,1° 15,4+ 4,8
30 5.820,3+1.782,0 ¢ 13,1+4,4%
48 4.041,8 +814,1° 10,4+ 45°
Efluente Bruto 5.575,8 + 419,9 62,4+129

(sem sacarose)

Os maiores valores de remocdo de DQO observados foram de 74% ao final
do cultivo (48 h). Em 24 h, a taxa de remocao era de 56%, mesmo percentual
observado em ensaios em agitador orbital com a mesma levedura e tipo de efluente.
A eficiéncia de remocao de DQO no mesmo efluente por Pichia pastoris foi de 20%
(Gil de los Santos, 2012), aproximadamente 2,8 vezes inferior que o resultado em 24
h e 2 vezes inferior em 48 h (39%) . Além disso, apenas apés 96 h de cultivo P.
pastoris foi capaz de assimilar 63% da matéria organica em forma de DQO. Sugere-
se a partir destas observacbes, que Saccharomyces boulardii possui um
metabolismo mais adaptado a absorcéo das formas de matéria organica presentes

no efluente de arroz parboilizado.

Um pico de remocao de DQO foi registrado entre 8 e 12 h, de 12% para 33%,

que coincide com a fase de esgotamento da sacarose adicionada ao efluente,
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indicando que ap0s a exaustao da fonte preferencial de carbono, a levedura passou

a assimilar com maior intensidade a matéria organica oriunda do efluente.

Em 24 h obteve-se uma DQO média de 6761 mg de O,. L%, valor semelhante
ao encontrado normalmente nos efluentes das industrias de parboilizacdo antes dos
processos de tratamentos de efluentes. Logo, em 24 h mesmo com 0 aumento dos
niveis de DQO devido & adicdo de sacarose, é possivel produzir 4 g.L™* de biomassa
e remover 63 % de fosforo, sendo este Ultimo um dos parametros mais dificeis de

serem tratados pelos sistemas normalmente usados nesse tipo de industria.

Os resultados obtidos demonstram o potencial do uso de leveduras para
biorremediar efluentes como o dos tanques de parboilizacdo de arroz, gerando-se ao
mesmo tempo biomassa celular que pode vir a ser usada como probiético na

alimentacao animal.

Andlises complementares de demanda biolégica de oxigénio (DBO), ensaios
de toxicidade e avaliacdo do perfil de aminoacidos da biomassa estdo em
andamento, com a finalidade de corroborar com os resultados ja obtidos e aqui
descritos e também para agregar informacBes sobre esta nova tecnologia de

producédo de probidtico e biorremediacéo que vem sendo desenvolvida.

4.4 Conclusdes

A levedura Saccharomyces boulardii pode ser utilizada como agente
biorremediador para o tratamento de efluentes dos tanques de parboilizacdo de
arroz. A adicdo de 1% de sacarose ao efluente de arroz parboilizado proporcionou
ao cultivo o melhor desempenho na viabilidade celular e reducdo de 49% do
nitrogénio total Kjeldahl, 72% do fésforo e 56% da DQO. Nos ensaios em biorreator,
foi produzido em média 3,8 g. L de biomassa de S. boulardii e 1,8 x 10 ** UFC. L*
em 48 h de cultivo em efluente +1% de sacarose. Além disso, as taxas de remogao
de DQO e fosforo foram de 74% e 78%, respectivamente. Portanto, mostra-se viavel
a utilizacdo de Saccharomyces boulardii para a simultdnea remoc¢do de DQO e
fosforo deste tipo de efluente e producéo de probidtico a partir de substratos de

baixo custo para utilizacao na producgéao animal.
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5 CONCLUSAO GERAL

O efluente da indastria de arroz parboilizado suplementado com 1% de
sacarose pode ser utilizado para a producdo de Saccharomyces boulardii,
permitindo a obtencdo de uma viabilidade méxima de 1,8 x 102 UFC.mL™* ap6s 24 h

de cultivo e 3,8 g.L™ de biomassa em 48 horas.

A levedura Saccharomyces boulardii pode ser utilizada como agente
biorremediador do efluente dos tanques de parboilizacdo de arroz, visto que apos 24
h de cultivo, houve reducéo de aproximadamente 63 % de fosforo e 54% de DQO do
efluente utilizado no cultivo da levedura e em 48 h apds o cultivo, estes percentuais

aumentaram para 78% e 74%, respectivamente.

Os resultados de remocédo de nitrogénio indicam que o meio mais apropriado
para o tratamento deste nutriente é o efluente suplementado com 15 g.L™* de glicerol
subproduto da industria de biodiesel, que promoveu a remocdo de 60% de
nitrogénio. O uso de glicerol de biodiesel como fonte de carbono € uma alternativa
interessante e que merece investigacdes futuras, visto que ainda ndo ha uma
aplicac@o consolidada para este residuo. Nos cultivos em biorreator, em efluente +
1% de sacarose, os resultados de remocao de nitrogénio nao foram conclusivos pela
qguantificacdo de Nitrogénio Total Kjeldahl-NTK, sendo necessario testar

futuramente outras metodologias que permitam a analise correta deste parametro.

Ressalta-se a importancia destes resultados, visto que 0s experimentos foram
realizados com efluente de arroz parboilizado real, coletado de uma industria
responsavel pelo beneficiamento deste grdo em larga escala. O alto percentual de
remocao de parametros ambientais encoraja a continuidade dos estudos, com foco
no desenvolvimento de uma nova metodologia de biorremediacdo através da

producédo de probiodticos em efluente oriundo dos tanques de parboilizacéo de arroz.
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