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ENZIMAS HIDROLITICAS PRODUZIDAS POR MICRORGANISMOS ISOLADOS DE
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RESUMO

As leveduras representam um grupo muito diverso de microrganismos que produzem enzimas
com caracteristicas peculiares, tais como especificidade, diversidade e capacidade de producéo
em larga escala. Além disso, apresentam potencial biotecnolégico amplo e, também como
biorremediacdo, sendo que, a obtencdo de produto nos diversos setores, se da através de
processos fermentativos. O presente trabalho teve como objetivo a producdo de enzima
hidrolitica a partir de leveduras isoladas do rio Toledo, Toledo-PR, e posterior aplicacdo no
tratamento de aguas residuais de laticinio para a remocao de 6leos e graxas. A metodologia
utilizada inicialmente foi de cup plate, que demonstrou indice enzimatico promissor. Todas as
24 leveduras testadas foram positivas para pelo menos uma das enzimas estudadas nos testes
realizados em placa. Dos isolados, 20 foram positivos para lipases; 11 para amilases; 15 para
proteases, e 23 para celulases. O microrganismo selecionado como melhor produtor de lipase
para o processo de biorremediacdo foi a levedura (Apiotrichum mycotoxinivorans) JC074,
isolada do Rio Toledo no municipio de Toledo-PR. Esta levedura foi selecionada porque foi a
melhor produtora de lipase no teste de screening. A lipase foi produzida por FES utilizando
farelo de semente de girassol (Helianthus annuus) como substrato, com granulometria de entre
1,19 mm (16 Mesh) e 2,0 mm (10 Mesh), 55% umidade, 108 esporos/g a 28 °C. A lipase
produzida por FES foi utilizada nos experimentos de biorremediac&o (shaker a 150 rpm, 37 °C
e 168 horas) para reducdo de 6leos e graxas (O&G) de um efluente de laticinio do municipio

de Santa Ludcia-PR. Nos experimentos de FES nota-se que a maior atividade lipolitica (111,10
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U) foi obtida apds 72 horas de fermentacdo. Nos experimentos de biorremediacédo, obteve-se
uma reducdo de 79% de 6leos e graxas no efluente de laticinio utilizado. Os resultados obtidos
foram promissores, concluindo que o tratamento do efluente de industria de produtos lacteos
com extrato enzimatico de lipase obtido a partir do isolamento de leveduras de aguas
continentais € viavel, e pode ser utilizado no tratamento do efluente, contribuindo deste modo
para a redugdo do impacto ambiental dos laticinios.

Palavras-chave: Lipase; Biorremediacdo; Apiotrichum mycotoxinivorans.

ABSTRACT

Yeasts represent a very diverse group of microorganisms that produce enzymes with peculiar
characteristics, such as specificity, diversity and large-scale production capacity. In addition,
they have a broad biotechnological potential and, also as bioremediation, and the obtaining of
this product takes place through fermentative processes. The present work aimed to produce
hydrolytic enzymes from yeasts isolated from the Toledo River, Toledo-PR, and subsequent
application in the treatment of dairy wastewater. The methodology initially used was cup plate,
which showed promising enzymatic index. All 24 yeasts tested were positive for at least one of
the enzymes studied in the plate tests. Of the isolates, 20 were positive for lipases; 11 for
amyloses; 15 for proteases, and 23 for cellulases. The microorganism selected for
bioremediation processes was yeast (Apiotrichum mycotoxinivorans) JC074, isolated from the
Toledo River, in the City of Toledo-PR. This yeast was selected because it was the best producer
of lipases in the screening test. Lipase was produced by SSF using sunflower seed bran
(Helianthus annuus) as substrate, with granulometry of between 1.19 mm (16 Mesh) and 2.0
mm (10 Mesh), 55% moisture, 108 spores/g at 28° C. Lipase produced by SSF was used in
bioremediation experiments (shaker at 150 rpm, 37° C and 168 hours) to reduce the oil &
greases (O&GQG) levels of an effluent from a dairy of the municipality of Santa Lucia-PR. In SSF
experiments, it was noted that the highest lipolitical activity (111.10 U) was obtained after 72
hours of fermentation. The results obtained were promising concluding that the effluent

treatment of the dairy industry with enzimatic extract of lyase obtained from the isolation of



yeasts from continental Waters is feasible, and can be used in the treatment of effluent
contributing to the reduction of the environmental impacto f dairy products.

Keywords: Lipase; Bioremediation; Apiotrichum mycotoxinivorans.



1. INTRODUCAO

Os microrganismos aquéticos continentais apresentam uma excelente fonte para
producdo de enzimas com potencial biotecnolédgico e industrial. Sendo assim, a tecnologia
enzimética oferece grandes vantagens na execucdo de processos tecnologicamente limpos
(“white biotecnology), na qual as enzimas hidroliticas produzidas por diversos microrganismos
potencializam sua aplicacdo em diferentes setores industriais (FRANCISCO, 2016). As
enzimas provindas de leveduras sdo utilizadas nas indUstrias em diversos setores, como em
alimentos e bebidas, producdo de compostos quimicos, biocombustiveis, téxtil, producéo de
farmacos, entre outras aplicagfes (MOURA, 2013).

Dentre os microrganismos utilizados na tecnologia enzimatica, estdo as leveduras, que
sdo foco de pesquisa deste trabalho e, de recorrentes pesquisas em busca de novos agentes,
principalmente devido ao fato da enorme variabilidade e diversidade que ainda ndo foram
estudados (SILVA, 2010).

As leveduras aquaticas sdo encontradas nos mais diferentes sistemas de dgua doce como
lago, lagoas, rios, aguas subterraneas, geleiras e derretimentos glaciais. Fatores bioticos e
abioticos como temperatura, pressdo, pH, atividades antropicas e o tipo e a pureza do ambiente
podem afetar a diversidade das leveduras (BRANDAO et al., 2011; MEDEIROS et al., 2012).
Com isto, essas leveduras possuem capacidade de produzir naturalmente um grande numero de
enzimas com capacidade de decompor materiais necessarios para seu crescimento e possuem
aplicabilidade no ambito industrial (GOPINATH et al., 2005; ABREU et al., 2015).

O uso das enzimas como biocatalisadores torna-se mais viavel do que o uso de
catalisadores quimicos por diversos motivos, dentre eles, possuirem custos reduzidos na
producéo dos biocatalisadores e reducdo de subprodutos indesejados devido ao sistema enzima-
substrato (seletividade). Essa especificidade das enzimas fornece um maior rendimento no
processo, obtendo produtos biodegradaveis (quimica verde) e gerando menores quantidades de
residuos (MENDES et al., 2011), sendo amplamente empregadas em diversos setores
industriais.

As lipases sdo enzimas que pertencem a familia o/f hidrolase (KAPOOR & GUPTA,
2012; PRUJI et al., 2014), ndo necessitam de um cofator para sua atividade e permanecem ativas
em solventes organicos (LEE et al., 2015). O elevado rendimento em meio aquoso e organico,
o reduzido tempo reacional, a estabilidade frente ao pH e temperatura sdo algumas das

propriedades que tornam as lipases os biocatalisadores mais utilizados industrialmente
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(THAKUR, TEWARI & SHARMA, 2014; ASHFAQ, 2015).

As lipases podem ser de origem vegetal, animal e microbiana. Atualmente as lipases
microbianas tém sido muito utilizadas nas pesquisas, pois apresentam vantagens de catalisar
diversas reacOes, produzir altos rendimentos, reduzir custos de producéo, relativa facilidade de
manipulacdo genética, sdo estruturalmente estaveis em solventes organicos, independem dos
cofatores, catalisam reacdes utilizando uma ampla gama de substratos e possuem alta
enantiosseletividade (CARVALHO et al., 2015; LEE et al., 2015; JAVED et al., 2018;
ZAITSEV, SAVINA & ZAITSEV, 2019).

Além das lipases, dentre as hidrolases empregadas nos setores, podemos destacar a
amilase, celulase, protease e a lipase (MONTEIRO & SILVA, 2009).

A amilase possui interesse industrial e aplicacdo na industria alimenticia e de
fermentagdo, farmacéutica, médica, clinica, além de bom agente antibiofilme (SOUZA &
MAGALHAES, 2010; KALPANA et al., 2012, PADMAVATHI et al., 2018).

A celulase é uma enzima com grande valor industrial, ocupando em torno de 20% do
mercado mundial de enzimas, com importante funcdo na producdo de biocombustivel
(SRIVASTAVA et al., 2018), indUstria de sucos e frutas e, principalmente, na industria téxtil e
de papel e celulose (MONTEIRO & SILVA, 2009).

A protease € a enzima mais utilizada mundialmente nas industrias e € amplamente
aplicada na degradacdo de proteinas e sintese de peptideos (YADAYV et al., 2015, CHI et al.,
2015, OLIVEIRA et al.,2012) e é aplicada na indUstria alimenticia e ra¢&o animal, indUstria de
papel e celulose, processamento de couro e industria farmacéutica (MONTEIRO & SILVA,
2009).

Dentre os fatores econdmicos e industriais, a lipase € amplamente utilizada por ser de
facil producdo, abundéncia de microrganismos capazes de sintetiza-la, além da vasta
aplicabilidade na industria alimenticia, téxtil, papel e celulose, farmacéutica, fabricacdo de
detergentes e outros produtos de limpeza, biocombustivel e tratamento de efluentes
(RODRIGUES et al., 2015).

As lipases sao enzimas que pertencem a familia o/p hidrolases (KAPOOR & GUPTA,
2012; PRUJI et al., 2014), ndo precisam de um cofator para sua atividade e permanecem ativas
em solventes organicos (LEE et al., 2015). O elevado rendimento em meio aquoso e organico,
0 reduzido tempo reacional, a estabilidade frente ao pH e temperatura, altos rendimentos,

independem dos cofatores e catalisam reacdes utilizando uma ampla gama de substratos, sendo
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estas, algumas das propriedades que tornam as lipases os biocatalisadores mais utilizados
industrialmente (THAKUR, TEWARI & SHARMA, 2014; ASHFAQ, 2015; CARVALHO et
al., 2015; LEE et al., 2015; JAVED et al., 2018; ZAITSEV, SAVINA & ZAITSEV, 2019).

As enzimas podem ser produzidas por duas rotas de fermentagdo, sendo uma em estado
solido (FES) e a outra por estado submerso (FS) (VALENTE et al., 2010).

As enzimas de interesse industrial, como as lipases, podem ser obtidas por FES, por
meio do uso de residuos agroindustriais (substratos de baixo custo) ou suporte de crescimento
para 0s microrganismos, reduzindo assim o custo da producdo (MENONCIN et al., 2010) ou
por FS, na qual os microrganismos crescem em meio liquido, com alto teor de agua livre.
Independente do processo de fermentacgéo, a producdo de lipases esta relacionada a composic¢ao
do meio de cultivo e condigdes de fermentagé&o.

Diante desse contexto, busca-se novas fontes microbianas com potencial enzimatico
lipolitico que possam ser aplicados no processo de biorremediacdo de efluentes de laticinios
com alta carga de gordura, contribuindo assim, para a diminui¢cdo no acumulo de residuos
poluentes.

Objetiva-se com este trabalho selecionar dentre as 24 leveduras isoladas, aquela que
apresenta a maior producdo de lipase por Fermentacdo em Estado Solido (FES) para ser
empregada na biorremediacdo de efluentes com alta carga de gordura de um laticinio no

municipio de Santa Lucia — PR.

2. METODOLOGIA

2.1. PROCEDIMENTOS DE COLETA E ISOLAMENTO DO MICRORGANISMO

As leveduras foram obtidas através de amostras coletadas no rio Toledo, localizado na
cidade de Toledo, Parana. As coletas foram realizadas em dois pontos, o primeiro foi
denominado ponto 1 (ponte) localizado nas coordenadas geogréficas 24°45'10.86"S
53°45'3.52"0, em perimetro urbano, préximo ao contorno sul da cidade, tendo pouca atividade
agricola, e o segundo foi denominado ponto 2 (pedreira), na foz do rio com coordenadas
geogréficas 24°45'14.35"S 53°46'33.91"0, localizado préximo a uma pedreira localizada a
300 metros da foz apresentando uma mata ciliar bem preservada com predominio de atividade

agricola (Figura 1).
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Figura 1:Localizacdo geografica dos pontos de coleta de agua para selecdo das leveduras no Rio Toledo - PR.
(Fonte: Google Earth).

Para a escolha dos pontos houve uma avaliacdo prévia do local em busca de diferentes
condicBes de impacto antrépico. Em cada ponto foram coletados 200 mL de agua em frascos
esterilizados com tampa. Os frascos foram submersos a 30 cm da superficie e a uma distancia
aproximada de 2 metros da margem nos dois pontos. Foram aferidos o pH e temperatura com
uma sonda multiparametro (AAKER). Ap6s o término do procedimento, os frascos foram
acondicionados em caixa térmica com gelo.

Aliguotas de 250 pL da amostra foram semeadas por métodos de espalhamento em
superficie em placas de Petri com meio YPD (extrato de levedura 1%, glicose 2%, peptona 2%,
agar 2%) suplementado com 0,5% de cloranfenicol e 0,5% de cloridrato de tetraciclina para
inibir crescimento bacteriano. As placas ja contendo o material inoculado foram incubadas a
temperatura de 28°C por 48 horas.

Ap0s o crescimento, para a classificacdo macroscopica das colonias analisou-se a cor,
textura, tamanho, tipo da borda, brilho e formato. As colbnias de aspectos leitosos, opacos ou
com brilho, de tamanho variando entre 0,5 a 4 mm de didmetro e de coloragéo variada séo as
indicativas de leveduras. Para garantia da pureza da colénia, utilizou-se de colora¢do Gram para
observar se haviam células de col6nias mistas, brotos (caracteristica de leveduras), entre outras
peculiaridades e posterior analise microscopica onde foram observados, a forma das células e
brotamentos.

As coldnias selecionadas foram novamente isoladas pela técnica de estriamento em

placas em mesmo meio de YPD para obtencao da cultura pura. Cada cultura isolada recebeu a
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denominacdo JC (Jéssyca Carvalho) seguido de uma numeracao sequencial, e AAP (Andressa
Alves Silva Panatta) seguido de uma numeracao sequencial. Apds confirmar a pureza, foram
mantidos em meio BHI/glicerol (070/30%) e armazenados em freezer a -20°C.

2.2. Screening DAS LEVEDURAS ISOLADAS

As col6nias puras isoladas que apresentaram crescimento em meio YPD foram testadas
quanto a sua capacidade de atividade enzimatica extracelular para amilase, celulase, protease e
lipase pelo método de ensaio em placas.

Para identificar as leveduras produtoras de amilase utilizou-se meio agar nutriente (NA)
(NaCl 0,5%, peptona 0,5%, extrato de levedura 0,2%, extrato de carne 0,3%, glicose 1%, agar
2%) acrescentando 0,5% de amido soltvel, o meio foi autoclavado por 20 minutos a 121°C. Em
seguida, apés reativacdo por 24 horas em meio YPD, as leveduras foram inoculados em dois
pontos da placa contendo o meio descrito acima (SONUNE & GARODE, 2018).

As leveduras produtoras de amilases foram reveladas com solucgdo de iodo aquoso (por
5 minutos) e identificadas pela presenca de um halo claro ao seu redor, ap6s o descarte da
solucgéo, o que indicou a degradacdo do amido.

Para verificar a atividade da producdo de celulase foi utilizado a metodologia
modificada de Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004) e para tanto empregou-se meio base (MgSO4
0,02%, NaCl 0,01%, extrato de levedura 0,04%, KH.PO4 0,04%, K;HPO4 0,01%) acrescido
de 1% de carboximetilcelulose, o qual foi autoclavado por 20 minutos a 121°C.

Na revelacdo utilizou-se do corante vermelho congo a 0,01%, com o decorrer de 30
minutos o excesso do corante foi retirado e ap6s mais 30 minutos as leveduras secretoras de
celulases apresentaram uma coloracdo vermelho palido ao redor (RUEGGER & TAUK-
TORNISIELO, 2004).

Para as leveduras produtoras de lipases, utilizou-se 0 meio base (MgSO4 0,02%, NacCl
0,01%, extrato de levedura 0,04%, KH2PO4 0,04%, KoHPO4 0,01%) suplementada de 1% de
azeite de oliva extra-virgem (Galo vermelho), 0,001% de corante rodamina B e 0,01% Tween
80. O meio foi autoclavado por 20 minutos a 121°C. As cepas produtoras de lipases foram
identificadas pela presenca de halo alaranjado fluorescente quando expostas a luz ultravioleta
de 366 nm (OLIVEIRA et al., 2013).

Para as leveduras produtoras de proteases, utilizou-se o meio agar nutriente (NaCl 0,5%,

peptona 0,5%, extrato de levedura 0,2%, extrato de carne 0,3%, glicose 1%, agar 2%)
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acrescentando 2% de leite em pds desnatado. O meio agar nutriente foi autoclavado por 20
minutos a 121°C, ja o leite em pé foi autoclavado separado por 5 minutos a 121°C, para que
ndo ocorresse a desnaturacdo da proteina. Foram observadas zonas claras ao redor das cepas
positivas (BEN-GIGIREY et al., 2000).

Em todos o0s casos, 0s experimentos foram realizados em triplicatas e incubadas por um
periodo de 96 horas a uma temperatura de 28°C e, s6 entdo, reveladas para verificacao de halos.
O indice enzimético dos isolados foram estimadas mediante a equacdo (01) da relacdo entre
diametro do halo de hidrdlise e o diametro da coldnia conforme Ten et al., (2004), medidas com

0 auxilio de um pagquimetro (mm).

_ DIAMETRO MEDIO DO HALO DE DEGRADACAO
" DIAMETRO MEDIO DE CRESCIMENTO MICROBIANO

IE Eg. (01)

2.3. FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO (FES)

2.3.1. Producdo da lipase por FES

A lipase foi produzida por FES utilizando farelo de semente de girassol (Helianthus
annuus) como substrato. Os ensaios de FES foram realizados conforme metodologia descrita
por Rodrigues et al. (2015). Para a FES foi realizado um estudo cinético de 168 horas, com 10,0
g de farelo de semente de girassol (Helianthus annus) com granulometrias entre 1,19 mm (16
Mesh) e 2,0 mm (10 Mesh), umidade de 55% (tamp&o fosfato 50 mM pH 7,0), 108 esporos por
grama, 28°C. Os experimentos foram realizados em triplicatas e todos os materiais e meios de
cultura foram autoclavados a 121 °C (15 minutos).

A producéo de lipase foi acompanhada pela dosagem da atividade lipolitica pelo método
titulométrico no material fermentado (0 a 168 horas), segundo Rodrigues et al. (2015). A
atividade lipolitica é expressa como unidades de atividade enzimatica (U).

A cada 24 horas foram retiradas amostras em triplicata e os s6lidos fermentados foram
congelados a 0°C por 24 horas para interromper o crescimento das leveduras. Apds esse
periodo, foram secos em estufa com circulacdo de ar (30°C), acondicionados em embalagens

plasticas e armazenados na geladeira.

2.3.2. Preparo do in6culo
A levedura selecionada foi ressuspendida com uma alcada da linhagem em erlenmeyer

de 250 mL contendo caldo YPD + 0,5% cloranfenicol e acondicionado em estufa a 30°C por
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24 horas, apds esse periodo foi inoculado 1,5 mL do caldo contendo 108 de células. A
concentracdo necessaria foi obtida através da contagem em cémera de Neubauer em

microscopio optico seguindo o método de Florencio (2011) conforme Figura 2.

Figura 2: Camera de Neubauer usada para contagem das células. (Fonte: Embrapa)
O volume das celulas foi calculado pela equacéo (02):
Vinéeulo = Ms X C X (F x Vcam x M)*? Eq.(02)
Onde:
Vinseulo = VOlume indculo a ser adicionado (mL)
ms = massa do substrato usado na FES (g)
C = concentracdo inicial de células
F = fator de diluicéo;
Vcam = volume total da camara 25 x 10* mL

M = média da contagem de 5 quadrantes (n células mL™?).
2.3.3. Determinacdo da Atividade Lipolitica

Para titulacdo da atividade lipolitica foi utilizado o método de Rodrigues et al. (2015),
com modifica¢des. Adicionou-se em erlenmeyers, 1 grama do material fermentado e 20 mL do
meio reacional (solucdo tampdo fosfato 50 mM pH 7, 10% goma arabica e 1,0 mM de azeite de
oliva-Galo vermelho). Agitou-se em shaker a 37°C por 20 minutos para liberacdo dos acidos
graxos livres, apds esse periodo, foi adicionado 20 mL da solugdo etanol/acetona nas amostras
para interromper a reacdo (desnaturagdo da enzima). Os cidos graxos liberados foram titulados
com NaOH (0,05 M).

Para determinacio da atividade enzimatica (U gss™) utilizou-se da metodologia de
Rabelo (2010) com modificagdes da seguinte equacdo (03):
Al=AV . CnaoH.Tc .605s

At 1000 mL x 1 min Eq (03)
Onde:

AV = Vm (volume médio) — Vb (volume branco)
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Cniaor = concentragdo de NaOH (mM)
fc = fator da solugdo de NaOH
At = Tempo da reacdo em segundos

2.4. CARACTERIZAQAO DO EFLUENTE

O efluente utilizado neste estudo foi cedido por uma industria de laticinios do municipio
de Santa Lucia-PR (25°2425"S 53°33'57"0). A amostra do efluente foi coletada na entrada do
tratamento de efluentes, onde sua composicédo € de origem da producéo e limpeza da inddstria.

Os principais produtos desta empresa sao queijo mugcarela, prato, provolone, minas
frescal, colonial, parmesao, queijo zero lactose e nata. O sistema de tratamento de efluentes da
empresa, que recebe todo o efluente gerado nos processos industriais e limpeza, consiste em
uma etapa preliminar de peneiramento para remocdo de sélidos grosseiros seguida do

tratamento biol6gico e decantagdo.
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Figura 3: Localizagcdo geografica do ponto de coleta do efluente do laticinio de Santa Lucia - PR. (Fonte: Google
Earth).

O efluente foi coletado em um Unico ponto, no primeiro reservatorio onde ocorre a
entrada do efluente para tratamento. Foram coletados 20 litros de efluente em um recipiente
estéril com tampa. A amostra foi transportada para o Laboratério de Microbiologia e

Bioquimica da Universidade Estadual do Oeste do Parana, Campus de Toledo-PR.

2.5. CARACTERIZACAO FiSICO — QUIMICA DO EFLUENTE

Para a caracterizacdo fisico-quimica do efluente e tratado por biorremediagdo, foram
feitas analises quanto aos parametros de demanda quimica de oxigénio (DQO); pH; turbidez e
determinacdo de 6leos e graxas totais (O&G) (APHA, 2012).

2.6. CINETICA DA BIORREMEDIACAO

Para os estudos de biorremediacdo foram utilizados o solido fermentado contendo a
lipase por adi¢do direta.

Nestes experimentos a enzima foi produzida nas melhores condicdes por FES, com o
farelo de semente de girassol, realizada com 55 % de umidade, granulometria entre 1,19 mm
(16 Mesh) e 2,0 mm (10 Mesh) e 102 células.

Nos ensaios de biorremediacao utilizou-se 22 g do solido fermentado (111,10 U) em
1000 mL do efluente de laticinio, sendo que os experimentos foram realizados em duplicata. A
cinética de biorremediacgéo foi observada até 168 horas, retirando-se amostras a cada 24 horas.
As reacdes de biorremediagdo foram realizadas em shaker, 150 rpm e 37 °C, com objetivo de
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reduzir 6leos e graxas (O&G). Para cada ponto determinaram-se os valores de 0leos e graxas
totais, segundo a metodologia de APHA (2012) método 5520D.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Screening DE LINHAGENS DE LEVEDURAS

O screening em meio solido, contendo diferentes fontes de carbono como substratos,
revelaram o potencial das leveduras testadas em produzir e secretar enzimas hidroliticas, sendo
que todas as 24 leveduras testadas apresentaram atividade em pelo menos uma das fontes de
carbono testadas.

Na Tabela 1 observa-se o indice enzimatico (IE) dos isolados selecionados como 0s
melhores produtores de amilase, celulase, protease e lipase.
Tabela 1. Indice Enzimatico para as enzimas lipases, celulases, amilases e proteases

produzidas por leveduras isoladas do rio Toledo.

Levedura (codigo)  lIdentificagdo da espécie Indice Enzimatico (1E)

Lipase Celulase Amilase Protease

AAP194 Candida palmioleophila 0,5 1,4 0,6 -

AAP196 Candida palmioleophila 1,2 0,6 - 1,0
AAP199 Candida palmioleophila 0,7 1,4 0,6 -

AAP322 Candida palmioleophila 0,6 0,3 0,5 -

AAP358 Candida palmioleophila 1,0 2,2 - 0,8
AAP361 Candida palmioleophila 0,6 0,3 - 1,0
AAP374 Candida palmioleophila 0,9 - - -
AAP392 Candida palmioleophila 0,6 0,2 1,0 -
AAP395 Candida palmioleophila 0,6 1,3 - 0,7
AAP495 Candida palmioleophila - 1,3 - -
AAP515 Candida palmioleophila 0,9 1,1 - 0,8
AAP533 Candida palmioleophila 0,6 0,4 0,6 -

AAP088 Candida glabrata 0,7 0,4 0,6 -

AAP103 Candida glabrata 1,1 1,3 - 0,6

AAP171 Candida glabrata - 0,3 - 0,8
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AAP175 Candida glabrata 0,7 1,4 - 1,0
AAP459 Candida glabrata 1.1 0.3 - 0,8
AAP490 Candida glabrata 0,6 0,5 0,8 0,9
AAP135 Candida krusei 1,1 1,0 0,7 -
AAP132 Candida krusei - 1,2 0,6 0,4
AAP435 Candida krusei - 0,6 - 0,9
AAP462 Candida krusei 0,5 0,6 - 11
JC072 Apiotrichum mycotoxinivorans 0,8 1,4 0,6 0,7

JC074 Apiotrichum mycotoxinivorans 2,3 1,3 1,7 1,6

A atividade enzimética dos isolados foi estimada mediante a relagdo entre diametro do
halo de hidrolise e o didmetro da col6nia. O didmetro do halo de hidrolise é considerado um
parametro para auxiliar de maneira qualitativa na selecdo das linhagens com maior indice de
degradacdo, sendo considerado uma medida mais rapida e simples. Segundo Ten et al. 2004,
sdo considerados bons produtores enzimaticos para aplicacdo industrial as leveduras que
apresentaram “IE” > 2.0, porém, neste caso consideramos alguns individuos que ficaram
proximos a esse valor.

Para a identificacdo genética da levedura selecionada, foi extraido o DNA internamente,
seguindo o procedimento descrito por Brand&o et al., caracterizadas por impressdes digitais
deDNA, obtidas pela metodologia de PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando
o0 primer microssatélite (GTG) 5 (5'-GTGGTGGTGGTGGTG-3 ).

A identificacdo da levedura foi confirmada por amplificacdo com os iniciadores NL1
(5'GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG3) e NL4 (5'GGTCCGTGTTTCAAGACGG),
que se liga nos dominios D1-D2 na regido 26S, que € um gene conservado usado para identificar
espécie (BRANDAO et al., 2011).

As amostras denominadas JC072 e JCO74 foram identificadas como Apiotrichum
mycotoxinivorans. Essa espécie era enquadrada no género Trichosporon e foi descrito pela
primeira vez em 2004 (DE ALMEIDA et al., 2017).

Nas Figuras 4A e B, estdo demonstradas as principais enzimas hidroliticas isoladas e as suas

porcentagens.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/microsatellite
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Figura 4A: Quantidade de enzimas e B- Porcentagem de lipases, celulases, amilases e proteases produzidas de
leveduras isoladas do rio Toledo localizadas no municipio de Toledo-PR.

Das leveduras avaliadas, 22 linhagens ndo apresentaram atividade enzimatica para pelo
menos uma das enzimas testadas (amilase, celulase, lipase e protease). A auséncia de atividade
enzimatica, de acordo com Vasconcelos et al. (2003), pode ser atribuida & incapacidade de
secrecdo pelas linhagens testadas, ao direcionamento da produgdo para o metabolismo

intracelular ou pela sensibilidade dos métodos de deteccdo utilizados.

3.2. PRODUCAO DE LIPASES PELA LEVEDURA Apiotrichum mycotoxinivorans

Devido a sua grande versatilidade, a lipase foi selecionada para dar sequéncia as
pesquisas pois apresentam um futuro promissor e tém sido empregadas em inimeras atividades
industriais, desde aditivos em detergentes até sintese de compostos organicos e biorremediacao,
podendo ser utilizadas em diversos tipos de substratos (HASAN, SHAH & HAMEED, 2006,
PATEL et al., 2017).

O microrganismo denominado JCO74 (Apiotrichum mycotoxinivorans) foi utilizado na
FES por apresentar um IE de 2,3 que de acordo com Lealem e Gashe (1994), foi considerado o

mais viavel, conforme ilustrado nas Figuras 5 e 6.
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Figura 5: Linhagem Apiotrichum mycotoxinivorans inoculada em meio YPD e cloridrato de tetraciclina (500 mg
L), incubada por 48 horas a 28°C.

Figura 6: Imagem da cdmara de UV. Producdo de fluorescéncia da levedura Apiotrichum mycotoxinivorans.

(Fonte: proprio autor, 2021).

A producao de lipase em placas de Petri pela levedura Apiotrichum mycotoxinivorans
foi confirmada pela presenca de halos alaranjados, fluorescentes ao UV, ap06s 48 horas de
incubacdo em estufa, a 28 °C (Figura 6). A lipase produzida pela levedura JCO74 apresentou
um indice enzimatico (IE) de 2,3, calculado segundo a equagdo 01. A atividade enzimatica foi
estimada mediante relacdo entre didmetro do halo de hidrolise e o didmetro da colénia. O
didmetro do halo de hidrélise € considerado um pardmetro para auxiliar na sele¢do das linhagens
com maior indice de degradacéo, sendo considerado uma medida mais réapida e simples (TEN
etal., 2004).

Diante disso, foi considerado que o microrganismo € bom produtor enzimético para

aplicacdo industrial e biorremediacdo quando “IE” > 2,0. Apods realizados estes testes
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preliminares, a linhagem da levedura foi utilizada para a producéo de lipase por FES, segundo
Rodrigues et al. (2015).

3.3. CINETICA DE PRODUCAO DA ENZIMA

Nos estudos prévios avaliou-se a cinética de producdo de lipases de JCO74 (Apiotrichum
mycotoxinivorans), utilizando-se a semente de girassol como substrato, durante 168 h de
fermentacéo, a 27 °C, 55 % de umidade e granulometria entre 1,19 mm (16 Mesh) e 2,0 mm
(10 Mesh) e 108 células do substrato. Os experimentos foram realizados em duplicata. Os
valores de atividade lipolitica foram obtidos pelo método titulométrico. Os resultados sdo

apresentados na Figura 7.
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Figura 7: Cinética de producéo de lipase fungica de Apiotrichum mycotoxinivorans por FES. Os ensaios foram
realizados com umidade de 55 %. Experimentos realizados em duplicata com temperatura de 27°C.

Os resultados mostraram que inicialmente houve um aumento de atividade lipolitica
com o tempo de fermentacdo (Figura 7), devido ao maior crescimento do microrganismo por
maior disponibilidade de substrato. A maior atividade lipolitica (111,10 U ou 11,1 U gss™) foi
obtida apds 72 horas de fermentacao. A reducédo ocorreu de forma gradativa apos o periodo de
72 horas, onde a queda foi de 25 % em 120 h e 45 % em 168 horas.
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Ap0s o tempo de 72 horas, nota-se uma diminuicdo dos valores de atividade lipolitica,
provavelmente devido a diminuicdo da fonte de carbono dos 6leos presentes no substrato,
levando a morte do microrganismo. A queda na atividade lipolitica também ocorre porque o
fungo comecga a produzir proteases para processar as outras fontes de carbono menos
abundantes. Essas proteases sdo capazes de hidrolisar as ligacdes peptidicas presentes em
proteinas e outras enzimas, desnaturando e diminuindo a concentracdo de lipases (OLIVEIRA,
2013; KANMANI et al., 2014).

Amorim, et al. (2012) utilizaram o fungo Aspergillus niger e farelo de cacau como
substrato para a FES e obtiveram um pico maximo de atividade lipolitica de 11,67 U gss™ em
72 horas. Utilizando 0 mesmo microrganismo, mas farelo de trigo como substrato, Falony et al.
(2006) obtiveram um pico enzimatico de 9,14 U gss™* no mesmo periodo de 72 horas. Moura
(2020), utilizou a lipase isolada do fungo filamentoso JC2017, obteve pico méximo de producao
em 96 horas de fermentagdo (21,02 U gss?). Estes valores estdo proximos aos obtido neste
trabalho.

4. CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICO DO EFLUENTE

A coleta foi realizada no ponto de entrada do sistema de tratamento, onde o efluente é
considerado bruto. As amostras apresentaram uma coloragdo esbranquigada e aspecto bastante
oleoso, caracteristico de industrias de laticinios. A fim de caracterizar de forma fisico-quimico
o efluente gerado pela empresa, foram realizadas analises laboratoriais. Seguindo os parametros
de coleta, transporte e acondicionamento de amostras segundo a NBR 9898 (1987).

Os resultados obtidos na caracterizacdo do efluente bruto de industria de laticinio séo

descritos na Tabela 2.

Tabela 2- Caracterizacao inicial do efluente bruto de indUstria de laticinio.

Parémetros Unidades Valor Médio Padrédo Conama
Oleos e graxas mg L 14245 + 26,51 50,0

pH e 9,67 £ 0,035 5,0-9,0

Turbidez NTU 637+264 -

DQO mg de O, L* 1063,01 +18,04 -
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DBO mg de O, L™ 514,87 +3854 -

Legenda: pH (potencial hidrogeniénico); DQO (demanda quimica de oxigénio); DBO (demanda bioquimica de

oxigénio).

O Potencial Hidrogeniénico (pH) € um fator que influencia diretamente no crescimento
microbioldgico, sendo recomendado que o pH esteja dentro de uma faixa de 5,0 a 9,0 para que
ndo seja toxico aos microrganismos. Sendo assim o pH apresentou-se acima dos parametros
estabelecidos pela resolugdo CONAMA n° 430\2011, sendo necessaria a sua correcao.

A Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) é um dos parametros mais importantes para a
determinacdo do grau de poluicdo da dgua. Ela engloba tanto a necessidade de oxigénio para
degradar matéria organica biodegraddvel quanto matéria organica formada por processos
quimicos. Valores altos podem acarretar em diversos prejuizos, estando muito acima dos
valores permitidos de langamento. Entretanto altos teores para os parametros citados sao
comuns em efluentes brutos de laticinios devido a grande quantidade de matéria organica do
processo produtivo. Neste caso, necessita de correcdo, pois apresentou elevado nivel de DQO.
A DQO ¢ de estrema importancia na escolha do sistema de tratamento, afim de se definir se
determinado efluente requer tratamento fisico-quimico ou bioldgico (NUNES, 2004).

Outro parametro indispensavel nos estudos de caracterizacdo de efluentes de laticinios
é a DBO, que normalmente € considerada como quantidade de oxigénio consumido durante um
determinado periodo de tempo (5 dias), a temperatura de incubacéo especifica (20°C), por isso
DBO®>?°. Os maiores aumentos em termos de DBO, num corpo d’agua, sio provocados por
despejos de origem predominantemente organica (CETESB, 2001).

Em relacdo a biodegradabilidade, os parametros analisados indicam que o efluente de
laticinios estudado possui um perfil direcionado ao tratamento bioldgico devido a sua razdo
DQO/DBO ser de 2,06, estando, portanto, abaixo de 2,5. Caso a relagdo DQO/DBO esteja com
seu valor entre 5 e 2,5, havera necessidade de se tomar cuidado quanto a escolha do tratamento
bioldgico, a fim de que seja removida a quantidade de matéria que se deseja. Estando essa
relagdo com um valor > 5, as chances de remocédo sdo minimas (JARDIM & CANELA, 2004).

O parametro Oleos & Graxas (O&G) se encontra acima dos limites estabelecidos para
lancamento, sendo um resultado comum para o efluente bruto deste tipo de empreendimento.
Quando langado nos corpos hidricos pode causar inibicdo no crescimento e desenvolvimento

de microrganismos sendo extremamente prejudicial.
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A Turbidez ndo possui limite de lancamento e tem seu alto valor relacionado a akta
presenca de sélidos em suspensdo, o que impede a passagem de luz solar prejudicando o
desenvolvimento da vida aquatica.

Nem todos os efluentes possuem necessidade de caracterizacdo do pardmetro de 0leos
e graxas (O&G), porém, por se tratar de uma inddstria de laticinios, e por sua matéria prima
principal ser o leite, o conhecimento deste pardmetro torna-se importante, uma vez que
contribui para 0 aumento da matéria organica, deixando o efluente mais dificil de ser degradado,
uma vez que a molécula de lipideo é uma molécula maior.

A Tabela 3 compara os resultados da caracterizacdo fisico-quimica de efluentes de
laticinio, encontrados em literatura, com este trabalho.

Tabela 3 — Resumo comparativo da caracterizacdo fisico-quimico de efluente de laticinio.

Efluente Silva Felippe  Andrade Moura

Parametros emestudo  (2006)  (2009) (2011) (2020)
DQO (mg.L?) 1.063 3.567 3.552 4.575 3.163
pH 9,6 8,7 54 8,4 5,6
O&G (mg L) 1.424 414 517 ND 2.517
Turbidez 637 ND ND ND ND

Legenda: ND: ndo detectavel pelo método empregado, pH (potencial hidrogenidnico); DQO (demanda quimica

de oxigénio); O&G (6leos e graxas).

Percebe-se que alguns parametros (pH e O&G) do efluente estudado apresenta-se acima
dos valores citados na literatura. Porém, por serem efluentes oriundos de laticinios, com
caracteristicas semelhantes em sua composi¢do, podemos seguir o0 mesmo caminho por eles
percorridos para a biorremediacdo, sendo que, na maioria deles, apresenta como sistema as

lagoas de estabilizagdo antecipados por alguns tratamentos preliminares e primarios.

5. CINETICA DA BIORREMEDIAGAO
Os valores obtidos na caracterizacdo do efluente de laticinio, apds o processo de

biorremediacéo, estdo descritos na Tabela 4.
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Tabela 4- Caracterizacdo do efluente de laticinio apds o processo de biorremediacéao.

Parametros Unidades Valor Médio
Oleos e graxas mg L 300 + 61,87
pH e 7,58 +0,577
Turbidez NTU 1564,33 + 7,23
DQO mg de O, L 690,95 + 11,72
DBO mg de O, L 334,66+ 24,99

Legenda: pH (potencial hidrogenidnico); DQO (demanda quimica de oxigénio),

DBO (demanda bioquimica de oxigénio).

Os resultados demonstraram que houve uma reducdo satisfatoria de O&G, pH, DQO e
DBO, sendo que, a turbidez apresentou aumento durante o processo de biorremediacdo. Diante
dos resultados apresentados, necessita-se que seja analisado outros parametros de controle, seja
quimico ou bioldgico para o ajuste que atenda o monitoramento estabelecido pela legislacéo
ambiental.

Os efluentes industriais gerados em frigorificos, abatedouros, laticinios e indUstrias de
alimentos em geral possuem elevados teores de demanda bioguimica e quimica de oxigénio
(DBO e DQO), tendo em vista que o conteido de gorduras aumenta a concentracdo de matéria
organica. Neste contexto, processos alternativos que visam a recuperacdo ou diminuicdo da
carga de gorduras de efluentes sdo de interesse para a industria. Um tratamento preliminar
desses efluentes por meio da acao das lipases reduz o teor de lipidios, o didmetro das particulas
de gorduras em até 60% e o tempo de residéncia do efluente nas lagoas de estabilizacao
(CASTRO, MENDES & SANTOS, 2004).

Com relagdo aos experimentos de biorremediacdo, o parametro, 6leos e graxas (O&G),

que ¢ o objetivo deste trabalho, demonstrou o comportamento observado pela Figura 8.
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Figura 8- Cinética de biorremediacéo enzimatica de Oleos e Graxas (O&G) do efluente de laticinio.

Para o parametro 0leos e graxas (O&G), percebe-se uma concentragdo elevada em razao
da grande quantidade de gordura animal presente no efluente bruto oriunda do processo
produtivo. Este, por sua vez, apresenta (1424,5 + 26,51 mg L), estando assim muito acima dos
padrdes estabelecidos em legislagfes, como pode ser visualizado na Figura 8. Ao final de 168
horas de biorremediacéo, a concentracdo de 6leos e graxas foi de (300 + 61,87mg L1), uma
reducéo de 79%.

Dharmsthiti et al (1988) utilizaram enzimas lipoliticas de Pseudomonas aeruginosa
LP602, na biorremediacdo de aguas residuais com elevado teor de lipidios. Os autores
verificaram uma reducdo na concentragdo abaixo de 10 mg mL™ e a fragdo de lipidios reduziu
70% em 24 horas.

Rigo (2004), utilizou a lipase obtida de microrganismo por fermentacdo sélida em
biorremediagdo de efluentes com alta carga de gorduras, obtendo boas conversdes em acidos

graxos livres (101,29 pmol mL™) em 27°C, ap6s 15 horas.
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Moura (2020), utilizou a lipase isolada do fungo filamentoso JC2017, na biorremediacao
de efluente de laticinio e obteve uma reducdo de 91,6 % de 6leos e graxas no efluente de
laticinio utilizado.

A Dbiorremediacdo enzimatica surge como um instrumento de estimulo para o
desenvolvimento de uma nova tecnologia capaz de garantir economia na manutencdo e
tratamento, proporcionando resultados que garantam uma melhoria na qualidade da agua
residual, que poderd se reutilizar em diversos procedimentos, bem como o seu descarte
diretamente nos leitos dos rios, atendendo aos padrdes normativos, de forma a néo prejudicar a
biota do local onde sera disposto, garantindo assim a reducéo do impacto ambiental.

Na Figura 9 esta representado o parametro turbidez, realizado durante o processo de
biorremediagdo enzimatica.
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Figura 9 — Resultado da variacdo obtido no processo de biorremediacdo enzimética de turbidez do efluente de
laticinio.

Para o0 parametro turbidez, no ponto de coleta efluente bruto, estava em um nivel médio

de (637 £ 2,64 NTU), porém ap0s o processo de biorremedia¢do houve uma expressiva elevacao
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para (1564,33 = 7,23 NTU) conforme a Figura 9. Isso ocorreu devido ao modo de
acondicionamento do substrato fermentado contendo a enzima, no momento da biorremediagéo
do efluente, onde pode-se observar mudanca rapida na turbidez, devido a liberagdo de grande
quantidade de s6lidos em suspensdo com a enzima lipolitica.

Na Figura 10 esta representado a variacdo do pH durante o processo de biorremediagéo

enzimatica do efluente.
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Figura 10 — Resultado da variagdo no processo da biorremediagdo enzimatica do pH de efluente de laticinio.

Tendo em vista que o pH obtido na caracterizagcdo do efluente bruto foi de 9,4 e durante
a biorremediacdo houve uma reducédo gradativa, (7,59 + 5,77) atingindo 80,7% em 168 horas.
Portanto, os valores obtidos estdo dentro dos parametros da legislacdo do CONAMA, que € de
um pH entre 5,0 e 9,0, para o langamento direto nos corpos receptores. Apesar da reducdo de
6leos e graxas, pH, DQO e DBO, e o processo de biorremediacao ser elevada, os resultados

obtidos neste estudo ainda ndo estdo de acordo com os valores do CONAMA 2011, sendo
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necessaria uma reducdo de 98% de 6leos e graxas para atingir os valores da resolucdo do
CONAMA.

6. CONCLUSAO

Conclui-se com este estudo, que as 24 leveduras isoladas do rio Toledo, possuem
capacidade de secretar enzimas hidroliticas como amilase, protease, celulase e lipase, sendo
que alguns demostraram capacidade de secretar dois a trés tipos das enzimas hidroliticas
testadas.

No teste qualitativo de screening para as quatro enzimas hidroliticas testadas, a que
apresentou melhor indice enzimatico foi a lipase, escolhida para os testes quantitativos.

Verificou-se que a levedura Apiotrichum mycotoxinivorans, isolada do rio Toledo-PR,
produziu lipase por Fermentacdo em Estado Sélido (FES), com pico maximo de produgdo em
72 horas (111,10 U).

A lipase produzida por FES foi eficiente no processo de reducdo de 6leos e graxas, com
uma reducdo de 79 % no efluente de laticinio.

A DQO e DBO tiveram uma reducdo de 65% favorecendo assim a degradacao da matéria
organica presente no sistema. Em relacdo a biodegradabilidade, a razdo DQO/DBO foi de 2,06
indicando que o efluente de laticinios estudado possui um perfil direcionado ao tratamento
bioldgico. O pH teve uma reducdo de 80,9%, ficando assim dentro das normas do CONAMA.

Os resultados atingidos no tratamento prévio de efluentes de laticinios, com enzima
lipolitica imobilizada no solido fermentado e aplicada diretamente no sistema demonstrou
eficacia, mas faz-se necessario na sequéncia tratamentos posteriores para fins de langamentos,

como a floculagéo/coagulacéo.
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