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RESUMO

A contaminacdo por metais toxicos no ambiente, oriundos de efluentes liquidos industriais, tem
recebido cada vez mais atencdo devido a influéncia negativa que esses promovem aos mais
diversos ecossistemas. Técnicas convencionais de descontamina¢do sdo, na maioria das vezes,
de baixa eficiéncia e onerosas. A biossor¢do com biomateriais, tem sido observada como uma
alternativa promissora devido a alta eficiéncia de remocdo, baixo custo e facil aplicacdo.
Subproduto da industria da cerveja, as leveduras, representam mais de 310 mil toneladas
geradas, todos os anos no Brasil. Células de leveduras S. cerevisiae Kveik, empregadas
principalmente em cervejarias artesanais, apresentam caracteristicas préprias como floculagéo
e alta resisténcia a diferentes estresses, 0 que a torna uma excelente op¢do para uso como
bioadsorvente. O objetivo principal do trabalho foi avaliar a eficiéncia do uso da biomassa viva
e morta da levedura S. cerevisiae Kveik na remocéo de niquel e zinco presente em solucées
aquosas. Além disso, visou-se avaliar a resisténcia da Kveik a diferentes metais, em crescentes
concentracdes, e a sua influéncia na morfologia da colonia e da célula apds estresse.
Inicialmente, um ensaio de resisténcia a cadmio, cobalto, cobre, chumbo, niquel e zinco, em
diferentes concentragdes, foi promovido em meio sélido. Visando identificar a influéncia da
biosdiponibilidade dos metais sobre o crescimento do organismo, realizou-se também um
ensaio em meio liquido. Ensaios de remocao dos metais testaram os efeitos da concentragédo
inicial do adsorvente (2 e 5g), da concentracdo inicial do adsorvato zinco (0, 200, 300, 400
ppm) e niquel (0, 100, 200 e 300 ppm), além do efeito do tempo de contato na eficiéncia de
remocdo. Os parametros ajustados para os ensaios foram pH igual a 6, temperatura (30 e 25 °C)
e agitacdo de 175 rpm, para a remocdo com células vivas e mortas, respectivamente. Os
resultados observados evidenciaram que a levedura Kveik possui alta resisténcia aos metais
cobalto e cadmio, mas principalmente, a niquel e zinco (600 e 800 ppm) em meio sélido e (300
e 400 ppm) em meio liquido. Nao houve formacéo de colénias para chumbo e cobre em todas
as concentracdes testadas. Os estudos com ceélulas vivas indicaram baixa capacidade de
remocdo, com valores inferiores a 2% tanto para 0 zinco como para 0 niquel, em ambos o0s
tratamentos com 2 e 5g, para todas as concentracdes estudadas. A maior parte da remogéo
ocorreu nas primeiras 24 h para ambos os metais. Os ensaios com células mortas demonstraram
capacidade de remocéo superior as células vivas, com maior eficiéncia para o zinco. Melhores
desempenhos foram observados quando empregados 5g de biomassa morta, com remocgoes de
64,66, 72,74 e 79,94 ppm, nas concentrac6es de 200, 300 e 400 ppm de zinco, respectivamente,
frente a 25,30, 27,05 e 33,19 ppm, para as concentracdes de 100, 200 e 300 ppm de niquel. A
maior parte da remocdo ocorreu nos 30 primeiros minutos para ambos os metais. Logo, €é
possivel concluir que o emprego da cepa morta de levedura cervejeira Kveik como material
bioadsorvente € um método eficiente, com alto potencial de aplicacdo a bioremediacao.

Palavras-chave: Adsorcao. Biorremediacdo. Bioacumulacéo. Efluentes. Metais toxicos.



ABSTRACT

Contamination by toxic metals in the environment, from industrial liquid effluents, has received
increasing attention due to the negative influence that these promote to the most diverse
ecosystems. Conventional decontamination techniques are, in most cases, of low efficiency and
costly. Biosorption with biomaterials has been seen as a promising alternative due to its high
removal efficiency, low cost and easy application. By-product of the beer industry, yeasts
represent more than 310 thousand tons generated every year in Brazil. S. cerevisiae Kveik yeast
cells, used mainly in craft breweries, have their own characteristics such as flocculation and
high resistance to different stresses, which makes it an excellent option for use as a
bioadsorbent. The main objective of this work was to evaluate the efficiency of the use of live
and dead biomass of the yeast S. cerevisiae Kveik in the removal of nickel and zinc present in
aqueous solutions. Furthermore, we aimed to evaluate the resistance of Kveik to different
metals, in increasing concentrations, and its influence on colony and cell morphology after
stress. Initially, a test of resistance to cadmium, cobalt, copper, lead, nickel and zinc, in different
concentrations, was carried out in solid medium. In order to identify the influence of the
bioavailability of metals on the organism's growth, a test was also carried out in liquid medium.
Metal removal tests tested the effects of the initial concentration of the adsorbent (2 and 5g),
the initial concentration of the adsorbate zinc (0, 200, 300, 400 ppm) and nickel (0, 100, 200
and 300 ppm), in addition to the effect of contact time on removal efficiency. The parameters
adjusted for the assays were pH equal to 6, temperature (30 and 25 °C) and agitation at 175 rpm,
for removal with live and dead cells, respectively. The observed results showed that the Kveik
yeast has high resistance to cobalt and cadmium metals, but mainly to nickel and zinc (600 and
800 ppm) in solid medium and (300 and 400 ppm) in liquid medium. There was no formation
of colonies for lead and copper in all tested concentrations. Studies with living cells indicated
low removal capacity, with values below 2% for both zinc and nickel, in both treatments with
2 and 5g, for all concentrations studied. Most of the removal occurred in the first 24 h for both
metals. Tests with dead cells showed a superior removal capacity than live cells, with greater
efficiency for zinc. Better performances were observed when 5g of dead biomass was used,
with removals of 64.66, 72.74 and 79.94 ppm, in concentrations of 200, 300 and 400 ppm of
zinc, respectively, compared to 25.30, 27.05 and 33.19 ppm, for concentrations of 100, 200 and
300 ppm of nickel. Most of the removal occurred in the first 30 minutes for both metals.
Therefore, it is possible to conclude that the use of dead strain of Kveik brewer's yeast as a
bioadsorbent material is an efficient method, with high potential for application to
bioremediation.

Keywords: Adsorption. Bioremediation. Bioaccumulation. Effluents. Toxic metals.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 01 — Mapa de crescimento da indUstria cervejeira no Brasil dos ultimos 20 anos, p. 20
Figura 02 — Fluxograma do processo produtivo da cerveja, p. 22

Figura 03 — Microscopia Optica de células de leveduras Saccharomyces cerevisiae Kveik.
Aumento de (1000x), células coradas com azul de lactofenol, p. 25

Figura 04 — Regibes de origem das linhagens originarias da levedura Saccharomyces cerevisiae
Kveik, p. 26

Figura 05 — Crescimento da Saccharomyces cerevisiae Kveik em meio YEP liquido acrescido
de maltose, incubada a 30 °C por 36 h sob agitagé&o constante (175 rpm), p. 50

Figura 06 — Efeito das diferentes concentragdes dos metais Co, Cd, Ni e Zn no crescimento da
levedura Sacccharomyces cerevisiae Kveik em meio YEP solido, incubadas a 30 °C por 5 dias,
p. 51

Figura 07 — Morfologia das colonias de S. cerevisiae Kveik crescida por 5 dias em meio YEPD
com concentracdes crescentes de niquel e zinco, p. 54

Figura 08 — Crescimento da S. cerevisiae Kveik em meio YEP liquido com diferentes
concentragdes de niquel, p. 55

Figura 09 — Crescimento da S. cerevisiae Kveik em meio YEP liquido na presenca de diferentes
concentragdes de zinco, p. 57

Figura 10 — Valores de pH obtidos no processo de absor¢do com 100 ppm (A e B), 200 ppm (C
e D) e 300 ppm (E e F) de niquel, empregando 2 e 5g de biomassa viva de S. cerevisiae Kveik,
respectivamente, p. 60

Figura 11 — Rendimento da biomassa de levedura S. cerevisiae Kveik, no processo de absorcao
de niquel, empregando 2g e 5g do bioadsorvente em meio suplementado com 100 ppm (A e B),
com 200 ppm (C e D) e 300 ppm (E e F), p. 62

Figura 12 — Valores de pH obtidos no processo de absor¢do com 200 ppm (A e B), 300 ppm (C
e D) e 400 ppm (E e F) de zinco, empregando 2 e 5g de biomassa viva de S. cerevisiae Kveik,
respectivamente, p. 65

Figura 13 — Rendimento da biomassa seca de levedura S. cerevisiae Kveik, no processo de
absorcdo de zinco, empregando 2g e 5g do bioadsorvente em meio suplementado com 200 ppm
(A e B), com 300 ppm (C e D) e 400 ppm (E e F), p. 68

Figura 14 — Morfologia de células de S. cerevisiae Kveik crescida em meio YED, por 72 h, na
auséncia de metal (A), suplementado com zinco nas concentrac6es de 200 ppm (B), 300 ppm
(C) e 400 ppm (D) e niquel nas concentragdes de 100 ppm (E), 200 ppm (F) e 300 ppm (G).
Microscopia 6tica de campo claro. Aumento de 1000x, p. 71



LISTA DE TABELAS

Tabela 01- Fatores determinantes no desempenho de processos de biossorgéo, p. 38
Tabela 02- Proteinas associadas ao transporte de zinco transmembrana, p. 40

Tabela 03- Principais diferengas associadas ao uso de leveduras S. cerevisiae em processos de
bioacumulagéo e bioadsorcéo, p. 41

Tabela 04- Absorcdo dos metais zinco e niquel por diferentes formas adsorventes de
Saccharomyces cerevisiae, p. 44

Tabela 05- Absorc¢do de niquel por biomassa viva de S. cerevisiae (2 e 5g), adicionada em meio
de cultura contendo diferentes concentra¢fes do metal, p. 58

Tabela 06- Absorcéo de zinco por biomassa viva de S. cerevisiae Kveik (2 e 5g), adicionada
em meio de cultura contendo diferentes concentragdes do metal, p. 64

Tabela 07- Parametros da adsor¢do do niquel utilizando 2 e 5g de biomassa morta de S.
cerevisiae Kveik como bioadsorvente ap6s 360 min, p. 75

Tabela 08- Parametros da adsorcdo do zinco utilizando 2 e 5g de biomassa morta de S.
cerevisiae Kveik como bioadsorvente apos 360 min, p. 74



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ABNT
AGT1
ATSPR

°C

Ce

CDF
CERVBRASIL
CETESB
CIM
CONAMA
CO2

DO

FDC (1)
FET4

IRT

L

MAPA

Mg

Min

mL

MREs

Associacgdo Brasileira de Normas Técnicas
Alpha-glucoside transporter

Annual Transitional Services Plan and Report
Graus Celsius

Concentracédo de equilibrio

Cation disfusion facilitador

Associacéao Brasileira da Industria da Cerveja
Companhia Ambiental do Estado de Séo Paulo
Concentracdo minima inibitoria

Conselho Nacional do Meio Ambiente

Gas Carbdnico

Densidade oOptica

Follicular dendritic cells

Transportador de Fe*? de baixa afinidade
Transportador regulado por ferro

Litros

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Miligrama

Minutos

Mililitro

Metal responsive elements



Ni

PAD1

pH

POF-

PPM

S. cerevisiae
SINDCERV
RDA

RPM

YPD

Zap

Zip

Zn

ZRT

Zrtl

Zrt 2

Zrt 3

Niquel

Acido fenilacrilico descarboxilase
Potencial hidrogenidnico

Phenolic off flavor negative

Parte por milhao

Saccharomyces cerevisiae

Sindicato Nacional da Industria de Cerveja
Ingestéo dietética recomendada

Rotacéo por minuto

(Extrato de Levedura/Peptona/Glicose)
Regulador transcricional de Zinco
Proteinas Zrt e Irt

Zinco

Transportador regulado por zinco
Transportador de alta afinidade de zinco
Transportador de baixa afinidade de zinco

Transportador de Zinco intravacuolar



SUMARIO

LINTRODUGAO ..ottt 17
0] = | 170 1 OO 19
2.1 OBIETIVO GERAL: .....oooovioeeeeeeeeeeee e eses st ness st nas s nes st 19
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS: ......cooiieeeceeteee ettt 19
3REVISAO BIBLIOGRAFICA .....oooooveeeeeeeeeeeeeee e 20
3.1 INDUSTRIA CERVEJEIRA .....o.oooeeeeeeeeeeeeeseee ettt 20
3.1.1 PROCESSO PRODUTIVO .....ooovivieiireeiereeseeeseeeseeeseseseses s, 21

3.1.2 RESIDUOS DA INDUSTRIA CERVEJEIRA ......coieveveveeeeeeeeeeeee e 23

3.2 LEVEDURAS SacCharomyCes CErEVISIAL. .........uiiureiiieriieiieesiiee st siee e et 24
3.2.1 LEVEDURAS KVEIK. ....ooovoiviiiieeeeeseeeeesesses s esens s enesses s 26

3.3 PROBLEMATICA DOS METAIS TOXICOS.....c.ovevieeereeieieeessseeeesssessesises s, 28
B3 LCADMIO ..ot 29

3.3.2 COBALTO ..ottt 30

B.3.3 COBRE ..ottt 31

3.3 4 CHUMBO ..ottt 32

3.3.5 INTQUEL ...ttt ettt ettt ettt ettt enena, 33

B.3.8 ZINCO ...ttt 34

3.4 BIORREMEDIAGAOQ .....ooovoveieeeeeeeeee e 36
3.4.1 BIOSSORCAO........coeieiieeeeeeeieeeee e ses sttt 37

3.4.2 BIOACUMULAGAO .......oooveveeeeeeeeteeeeeses st nes st 39

3.3.3 DIFERENCAS ENTRE METODOS E EFICIENCIA..........ccovovvveeersrnans 41

3.3.4 MICRORGANISMOS BIOSSORVENTES: S. CErevisiae. ............ccc.co........ 42

4 MATERIAIS E METODOS ......ooiiiieeeeeieeeeseeeeeeeesesees st 45
4.1 MICRORGANISMO UTILIZADO .......oooereeeeeieeeesesees s seseeessesses s 45
4.2 CULTIVO E MANUTENCAOQ DO MICRORGANISMO........covvvveeernreieesrnienies 45

4.3 PREPARO DAS SOLUCOES ESTOQUES DE METAIS TOXICOS........c.ccoeveverece 45



4.4 CURVA DE CRESCIMENTO DA LEVEDURA .......oooiiiiiieiieee e 45

4.5 ENSAIOS DE RESISTENCIA DA S. cerevisiae KVEIK A DIFERENTES METAIS EM

MEIO SOLIDO ...ttt 46
4.6 CURVA DE CRESCIMENTO DA S. cerevisiae KVEIK EM MEIO SUPLEMENTADO
COM NIQUEL E ZINCO......oueeeeeeeeieeeeeve s esee s es s s st st enas s 46
4.7 ENSAIOS DE REMOGCAO COM BIOMASSA VIVA .....cocooviireereeereeeeeeesennnnes 47
4.7.1 MICROSCOPIA OPTICA .....ooveeeteeeseeeeeeeeeeeee e sessenes et enee e 48

4.8 ENSAIOS DE REMOCAO COM BIOMASSA MORTA .......cooiveereereeerenssenennes 48
4.9 ANALISES ESTATISTICAS ..ottt 49

5 RESULTADOS E DISCUSSOES........ocooiveieeeeeeeeeees e 50
5.1 CURVA DE CRESIMENTO DA S. cerevisiae KVEIK ........ccccooovvivversriesirseneae, 50

5.2 ENSAIOS DE RESISTENCIA DA S. cerevisiae KVEIK A DIFERENTES METAIS 51

5.3 CRESCIMENTO DA S. cerevisiae KVEIK EM MEIO LIQUIDO SUPLEMENTADO

COM NIQUEL E ZINCO.......oviveeeveeeeeeeeeesee s sen s 54
5.3 L NTQUEL ...ttt ettt ettt e n e eeeea, 54

5.3.2 ZINCO .ot 56

5.4 REMOCAO DE IONS NIQUEL E ZINCO POR CELULAS VIVAS DE S. cerevisiae
KVEIK oottt 58
B4 L NTQUEL ...ttt et ettt ettt n et et n e, 58

5.4.2 ZINCO ..o veee e s st 63

5.4.3 MICROSCOPIA DAS CELULAS ........oooveeeeeeeeeeieeeseeeeeenestenen oo 70

5.5 ENSAIOS DE REMOGAQO COM CELULAS MORTAS.......o.covvinrinrnrnsnsnsessnnennes 72
5.5 1 NIQUEL ....ovovievieeeseeseesseseesee s s seeseeses st 73

5.5.2 ZINCO w..ovoeeeeeeeeee et 75

B CONCLUSAOD ...ttt 77

T REFERENCIAS ..ottt ettt ettt 78



17

1 INTRODUCAO

A industria cervejeira vem atuando significativamente na economia brasileira,
demonstrando crescimento nos ultimos dez anos. Com quase 1.600 estabelecimentos em
atividade (microcervejarias, cervejarias artesanais e industrias) registrados s6 no ano de 2018,
0 Brasil é atualmente o terceiro maior produtor da bebida no mundo, com uma producéo
estimada em 13,3 bilhdes de litros por ano (CERVBRASIL, 2018; BRASIL, 2022).

Seguindo basicamente um mesmo processo produtivo, envolvendo etapas de malteacao,
fermentacdo e envase, produtores em todo o pais utilizam &gua, cereais, lupulo, leveduras
cervejeiras e aditivos para compor a bebida (MORADO, 2009; BANDINELLI, 2015). Devido
ao uso intensivo de matérias-primas e de recursos como energia e agua, a industria cervejeira
enfrenta desafios ambientais atrelados a geracao de uma gama de residuos sélidos, subprodutos,
efluentes liquidos e emissdes atmosféricas (OLAJIRE, 2020).

As leveduras cervejeiras sdo tidas como o segundo maior residuo da producéo, logo
apos o trub, oriundo da etapa de fermentacdo da bebida, com uma quantidade estimado em 310
mil de toneladas por ano (MATHIAS, 2015). Representadas, principalmente, pelo género
Saccharomyces, essas leveduras transformam agucares fermentaveis presentes nos mostos em
etanol e gas carbbnico, por meio de seu metabolismo priméario (VELOSO, 2019).

Podendo ser aplicadas em até seis ciclos produtivos, quando esgotadas, as leveduras
tornam-se um subproduto de grande interesse as industrias de alimento animal e humano, para
fabricacéo de racdes e probidticos. De facil aquisi¢do, baixo custo e alta resisténcia a ambientes
contaminados, esses microrganismos tém sido tema de inimeros estudos que visam agregar
valor a subprodutos, além de fornecer uma destinacdo ambientalmente adequada. (PANDIT e
MAJUMDER, 2014; MELO e AZEVEDO, 2018).

A biorremediacdo € um método alternativo que pode ser empregado na remocao e
recuperacdo de ions metalicos. Empregando materiais naturais de origem bioldgica, tais como
as leveduras, que promovem a absorc¢do ou adsorcao de potenciais contaminantes. Estudos com
S. cerevisiae sob formas de células vivas/mortas, ativadas, intactas, imobilizadas e pré-tratadas
estdo entre as principais propostas (MARQUES et al., 1999; PARK et al., 2003;
PADMAVATHY; VASUDEVAN; DHINGRA, 2003; NASCIMENTO et al., 2019; SANTOS,
2022; BILLERBECK, 2021; RODRIGUES, 2022).

Pesquisas com diferentes linhagens e cepas do género tem demonstrado resultados
sortivos positivos. Oriunda das “farmhouse” norueguesas, as cepas de leveduras S. cerevisiae

Kveik, sd0 uma proposta atrativa como adsorvente. Empregada em microcervejarias e



18

cervejarias artesanais, essas leveduras suportam diferentes estresses externos tais como
temperaturas mais elevadas e altas concentracoes de etanol, além de floculantes (PREISS et al.,
2018).

Em ambientes aquosos, em um processo ativo, as leveduras por meio de seu
metabolismo, utilizam uma estratégia de bioacumulacdo, transportando os metais através de
suas membranas celulares e armazenando-os em seus vacuolos (TAREKEGN et al., 2020). Por
outro lado, na adsorcao, os poluentes sdo retidos na superficie da parede celular da levedura,
em um processo indepentende do metabolismo. Devido a preseca de quitina e quitosana, ricas
em grupos amina, amido e hidroxila, as leveduras oferecem uma gama de sitios ativos de
ligagdes para diversos metais (CHOJNACKA, 2010).

Amplamente empregados em processos industriais, o niquel e o zinco, s&o dois metais
toxicos que, nos ultimos anos, vém sendo monitorados devido ao aumento de sua concentragdo
no meio ambiente e a sua capacidade de bioacumulacdo em solos e aguas (SOUZA,
MORASSUTI; DEUS, 2018). Com potencial toxico a plantas, animais e humanos, legislacdes
especificas passaram a estabelecer diretrizes para o controle e mitigacdo dos danos,
principalmente em corpos hidricos, tido como os mais afetados (PEIXOTO, 2018). No Brasil,
0 Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), por meio da Resolugcdo N° 430 de 13 de
maio de 2011, estabelece as condigdes e os padrdes de lancamento de efluentes, entre os quais,
estdo o niquel (2,0 mg/L) e o zinco (5,0 mg/L) (BRASIL, 2011).

O emprego de residuos e subprodutos industriais, tais como as leveduras cervejeiras, na
remocdo de metais toxicos, representa uma oportunidade de agregar valor ao residuo e de
fornecer uma destinacdo correta e Util, sendo uma alternativa capaz de contribuir para o
tratamento de efluentes e atendimento aos padrbes admissiveis para seu descarte (WANG e
CHEN, 2006; FADEL et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:
Avaliar o potencial da biomassa viva e morta da levedura Saccharomyces cerevisiae

Kveik na remocéao de Niquel e Zinco de solugdes aquosas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar a resisténcia da Saccharomyces cerevisiae Kveik aos metais cadmio,
cobalto, cobre, chumbo, niquel e zinco, em diferentes concentracoes.

e Avaliar o crescimento da levedura em meio liquido suplementado com diferentes
concentragdes dos metais niquel e zinco.

e Identificar possiveis alteragcdes na morfologia da colbnia e na estrutura das células sob
estresse causadas pela exposicéo as diferentes concentracdes de niquel e zinco.

e Comparar a eficiéncia dos processos de absor¢édo e adsorcdo dos metais niquel e zinco
pela biomassa viva e morta da levedura.

e Avaliar a influéncia da concentracdo inicial da biomassa, da concentracdo inicial do
adsorvato e do tempo de contato no processo de biossorcéo de ions de niquel e zinco

pela biomassa viva e morta.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 INDUSTRIA CERVEJEIRA

Criado no Brasil em 1853, 0 setor cervejeiro, se tornou um dos mais relevantes na economia
brasileira com um faturamento de R$ 107 bilhdes de reais sé no ano de 2017. Ocupando o
terceiro lugar no ranking produtivo mundial com 13,3 bilhdes de litros, logo atrés da China (46
bilhdes de litros) e dos Estados Unidos (22,1 bilhdes de litros) (SINDICERYV, 2021; BRASIL,
2022).

Com uma cadeia produtiva complexa, partindo do agronegdcio e englobando mercados de
embalagens, logistica, maquinarios, marketing e construcdo civil, até que alcance sua
comercializacdo em pequenos e grandes varejos, a industria cervejeira é descrita em ndmeros
por mais de 117 mil hectares cultivados, gerando 2,2 milhdes de empregos, no campo a industria
(CERVBRASIL, 2016).

Segundo o ultimo Anuério da Cerveja (BRASIL, 2022), o nimero de estabelecimentos
produtores no pais em 2021 registrou um aumento de 12%, quando comparado ao ano anterior.
Com ampla distribuicdo regional, atualmente sdo registrados 1.549 estabelecimentos (Figura
01), concentrados principalmente nas regides sul e sudeste do pais e mais de 35.700 variedades

de cervejas.

Figura 01- Mapa de crescimento da inddstria cervejeira no Brasil dos Ultimos 20 anos.
1600

1400 g 0
1200
1000 -
800 40
600 e
400
200 . : ﬂ 120
] E E )

g 8

o~ ™~

Fonte: Brasil (2022).
Quarta bebida mais consumida, logo apds a dgua, o cha e o café, a cerveja ¢é definida, de

2000 [0
2001 [J-a1
2002 [ as
2003 [ls3
2004 [l 62
2005 [les
2006 [
2007 B
2000
2011 PR
202 R
PIOEN 195 |

2014
2015
2016
2017
2018
2019
2020
2021

maneira geral, como qualquer bebida alcodlica carbonatada produzida a partir da fermentacdo
de gréos. Entre os principais, a cevada se destaca pela forte presenca em processos produtivos

ao redor do mundo. No entanto, graos comuns como milho, arroz, trigo, sorgo, pain¢o, centeio
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e aveia também sdo usados ocasionalmente em muitos processos industriais e tradicionais de
producéo de cerveja (OLIVER e MENDES, 2020).

Além dos grdos associados ao malte, matérias-primas como agua e lipulo sdo tidas como
as principais composicdes da bebida. Adicionados ao meio como forma de complementacao
benéfica ao produto, a cerveja pode conter ainda fontes de carboidrato para a producdo de
dextrinas e agucares ou o proprio agucar sob a forma de xaropes, cristal ou invertido, além dos
extratos de malte e cevada (LIMA et al., 2001; BRIGGS et al., 2004; MATHIAS, 2015). Outras
substancias que podem ser adicionadas, em pequenas quantidades, estdo relacionadas a
melhorias no processo. Exemplos destas sdo as enzimas, 0s agentes clarificantes, antioxidantes,

conservantes, acidulantes além de estabilizantes e aditivos de sabor ou cor (MATHIAS, 2015).

3.1.1 PROCESSO PRODUTIVO

Embora seja ampla a diversidade de cervejas produzidas no mundo, 0 processo
produtivo segue basicamente um mesmo modelo de fabricacdo. Um pre-processo, tido como
etapa inicial, é descrito pelo recebimento e selecdo dos grdos. Nesta etapa, 0s graos sao limpos
e separados de acordo com o seu tamanho, a fim de se obter um malte mais homogéneo
(BRASIL, 1996). A malteacdo, segundo etapa do pré-processamento, € responsavel pelo
aumento do conteddo enzimatico necessario a conversdao do amido (amilose e amilopectina)
contido no grdo, em acucares fermentaveis. Dividida em trés etapas, a malteacdo inclui
processos de maceracdo e hidratacao, responsavel pelo rompimento do estagio de laténcia dos
grdos, a germinacdo das radiculas e secagem a temperaturas entre 45 e 50 °C (LIMA et al.,
2001; CETESB, 2005; GUIDO, 2013; MATHIAS, 2015). As etapas que se seguem ao pré-
processamento, estdo representadas na Figura 02.

A preparacdo do mosto € iniciada com a moagem e esmagamento dos grdos de malte,
pela adi¢do de agua e solubilizacdo dos componentes presentes no grdo. Etapa conhecida como
brasagem, tem seu inicio na mostura, onde enzimas como a a-amilase e B-amilase atuam na
hidrolise do amido em dextrina e maltose, respectivamente. Esses acUcares fermentaveis, sao
responsaveis pelo corpo da cerveja e pelo gosto levemente adocicado (MARTINS, 1991;
VIEIRA, 2017). Na clarificacdo, o trub grosso, primeiro residuo sélido gerado no processo,
proveniente das cascas de malte, sdo removidos até que se obtenha um mosto limpido e
brilhante. Essa mistura, rica em acuUcares (65% dos quais maltose, maltotriose, glicose e
dextrina), é entdo transferida para caldeiras (BRIGGS et al., 2004; MATHIAS, 2015).
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Figura 02- Fluxograma do processo produtivo da cerveja com as principais etapas, entradas e saidas.
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Fonte: Adaptado de CETESB (2005) e Mathias (2015).

Durante a coc¢do do mosto, a adi¢do de aditivos e lupulo garantem as caracteristicas da
cerveja. Processo rapido de 30 a 120 minutos, a coc¢do objetiva a destruicdo das enzimas, a
coagulacéo e precipitacdo de proteinas, a desinfeccéo e eliminacdo de compostos volateis, além
de contribuir para a concentracdo e desenvolvimento da cor, sabor e aroma (CETESB, 2005;
PRIEST e STEWART, 2006). Esse estagio encerra a preparacdo do mosto. Entre 0s processos
de coccdo e fermentacdo, promove-se um resfriamento a uma temperatura proxima a 12 °C e
aeracdo, com saturacdo de O entre 6 e 9 mg/L, sdo alcancados com trocadores de calor
(BRIGGS et al., 2004; SILVA, 2005a).

Na fermentacdo, leveduras cervejeiras tais como S. cerevisiae, S. pastorianus e S.
uvarum, utilizam-se de um substrato organico como fonte de carbono e energia. Quando na
auséncia de oxigénio, esses microrganismos realizam o processo de fermentacdo dos aglcares

presentes no mosto, transformando-os em etanol e CO2, em grandes quantidades (MATQOS,
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2011). Subdividida em duas etapas, a fermentagcdo conta com uma fase de adaptacdo e
reproducdo das leveduras, aumentando sua quantidade em até 6 vezes e uma segunda etapa da
conversdo do aglicar com uma duracdo de 6 a 9 dias (DRAGONE e SILVA, 2010). Ao final da
fermentacdo, a cerveja apresenta bastante turbidez (proteinas de alto peso molecular, polifendis,
acidos graxos e ions metalicos), que ao ser resfriada (0 °C), decantam essas particulas, antes em
suspenséo, dando origem ao trub frio (SILVA e FARIA, 2008).

Subprodutos como o levedo, s@o retirados na etapa de filtracdo, podendo ser
armazenados e reinseridos em novos processamentos da bebida. Além disso, a filtracdo
contribui para a cor desejada do liquido, dando um efeito brilhante e transparente (AMBEYV,
2011). O ajuste da concentragcdo de CO2 ocorre no processo de carbonatacdo em tanques
pressurizados. Compreendida todas as etapas anteriores, a cerveja agora pronta, € condicionada
em latas e garrafas, lavadas e sanitizadas, e entéo pasteurizadas antes de serem comercializadas
(HAMPSON, 2013).

3.1.2 RESIDUOS DA INDUSTRIA CERVEJEIRA
A producéo de cerveja industrial € marcada por um intensivo processamento de matérias-

primas e uso de recursos e, como resultado, além da cerveja, tém-se a geracdo de residuos
solidos, subprodutos, efluentes liquidos e emissdes atmosféricas (OLAJIRE, 2020).

Compondo entre 90 e 95% da cerveja, a dgua € utilizada tanto como matéria-prima da
bebida como insumo aplicada aos processos. Ainda que o consumo Varie de acordo com o tipo
de cerveja ou equipamento utilizado, estima-se que em uma cervejaria eficiente, para cada litro
de cerveja, sejam gerados de 3 a 10 L de efluentes residuais. Embora possuam alto teor
organico, ndo costumam ser toxicos (KANAGACHANDRAN e JAYARATNE, 2006).

Os residuos solidos e subprodutos, por sua vez, sao descritos como toda a matéria organica
proveniente do processo que inclui os residuos de grdos, lapulo, trub, lodo e todo fermento
excedente ou inviavel (morto) (OLAJIRE, 2012). No Brasil, segundo Mathias (2015), a
producdo de cerveja é responsavel pela geracdo anual de cerca de 2,5 milhdes de toneladas de
bagaco de malte, 37 mil toneladas de trub grosso (quente) e 310 mil toneladas de leveduras
cervejeiras.

Gerado apds os processos de mostura, esgotamento dos graos e filtracdo, o bagaco de malte,
é o residuo sélido com maior volume, em geral, para cada 100 kg de gréos processados, estima-
se a geracdo de 125 a 130 kg de bagago Uumido (80-85% de umidade). Quando extraido os
compostos sollveis de interesse, restam basicamente as casas do malte, os restos embrionarios,

proteinas e minerais (OLIVER e MENDES, 2020). De grande valor comercial, esse subproduto
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tem sido destinado, nos ultimos anos, a alimentacdo animal devido ao seu valor nutricional.
Rico em proteinas (15 a 26%) e fibras (70%), podendo conter ainda vitaminas, aminoacidos e
compostos fendlicos (CARVALHO et al., 2021).

Composto predominantemente por proteinas insoltveis coaguladas (50-70%) e substancias
precipitadas como compostos de lapulos (10-20%)), polifendis (5-10%), carboidratos (4-8%)
além de minerais e &cidos graxos, o trub grosso (quente) é um residuo solido oriundo do
processo de clarificacdo da cerveja. Em geral, para cada 100 L de cerveja produzida, estima-se
a formacdo de 0,2 a 0,4 Kg de trub umido, 80-90% de umidade (BRIGGS et al., 2004; PRIEST
e STEWART, 2006).

Segundo maior volume de residuo gerado entre os processos produtivos da industria
cervejeira, a levedura residual composta principalmente por células de Saccharomyces
(cerevisiae, uvarun e pastorianus), corresponde, a 3% do volume total da cerveja produzida
(OLAIJIRE, 2012; GONCALVEZ et al., 2017).

Responsavel pela conversdo do mosto em cerveja, a massa de levedura possui uma taxa de
multiplicacdo de 3 a 5 vezes durante o processo. Apds a fermentacédo, essa matéria é precipitada
e removida. Ainda que a pratica comum seja de reutilizacdo desse material para novas
inoculagdes em outros processos, existe uma limitacdo. Acredita-se que essa massa de células
possa ser reempregada em até 6 ciclos produtivos, sem prejudicar a qualidade da bebida.
Quando esgotadas, 0 volume dessa massa é em torno de 1,5 a 3 kg, com 85-90% de umidade,
para cada 100 L de cerveja produzida (FERREIRA et al., 2010). Composto predominantemente
por proteinas (35-60% em base seca), carboidratos (35-45%), lipidios (4-6%), vitamina e
minerais (5-7,5%, dos quais: ferro, selénio, cromo, potéssio e zinco), esse material deixou de
ser considerado residuo e passou a ser denominado como subproduto de alto potencial. Devido
ao valor nutricional, a possibilidade de extracdo de compostos bioativos e as caracteristicas
intrinsecas das leveduras, varios estudos tém apontado sua utilizagdo em setores alimenticios
humano e animal, producdo energética e mais recentemente, biotecnolégicos aplicados a
processos de biossor¢do (SCHLABITZ; LENH; SOUZA, 2022).

3.2 LEVEDURAS Saccharomyces cerevisiae.
Inicialmente descrita por Reess em 1870, as leveduras do género Saccharomyces, estdo

atualmente classificadas, junto aos bolores, pertencentes ao Reino Fungi. Mais especificamente,
a espécie cerevisiae é enquadrada dentro do filo Ascomycota, classe Saccharomycetes, ordem

Saccharomycetales, familia Saccharomycetaceae (REESS, 1870).
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Amplamente encontrado em todo o mundo, 0 género Saccharomyces esta presente em
diverso ambientes, desde naturais e industriais, até em laboratérios de pesquisa. Algumas
espécies inclusas nesse género sdo descritas por: S. arboricolus, S. bayanus (var. bayanus e var.
uvarum), S. cariocanus, S. cerevisiae, S. Kudriavzevii, S. mikatae, S. paradozus e S. pastorianus
(TOFALO et al., 2013; VAUGHAN-MARTIN e MARTINI, 2015).

Taxonomicamente, as leveduras s&o definidas como microrganismos eucariotos,
unicelulares, teleomorfos, onde em sua fase assexuada, a reprodugdo ocorre por brotamento
multilateral. Vaughan-Martini e Martini (2011) decrevem a espécie S. cerevisiae, como
microrganismos com diferentes formas e tamanhos, podendo ser esférica, globular, oval e até
alongada, com tamanhos que variam de 1 a 5 um de largura por 5 a 30 um de comprimento,
sendo desprovidos de mecanismos de locomoc¢do (Figura 03). Quase sempre associadas a
processos de fabricacdo de alimentos e bebidas, devido a sua capacidade fermentativa vigorosa,
esse género utiliza o processo de fermentacéo para a conversao de fontes de carbono, como os
acucares (glicose, sacarose, maltose), em etanol e gas carbonico (CO2) (SICARD e LEGRAS,
2011).

Figura 03- Microscopia 6ptica de células de leveduras Saccharomyces cerevisiae Kveik. Aumento de (1000x),
células coradas com azul de lactofenol.

20 um

Fonte: Prépria, 2023.

Devido a facilidade de cruzamento entre as espécies, influéncias humanas e ambientais,
hibridos com caracteristicas distintas vém sendo observados (CAMARASA et al., 2011).
Algumas cepas tidas como linhagens domesticadas, tém ganhado notoriedade ndo somente em
industrias cervejeiras e alcooleiras pelo excelente desempenho de fermentagdo, mas também,
em outros segmentos devido a persisténcia e a prevaléncia em ambientes hostis (DELLA-
BIANCA e GOMBERT, 2013). E o caso de uma linhagem conhecida como Kveik.
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3.2.1 LEVEDURAS KVEIK.
Termo utilizado para designar as leveduras no dialeto local, a Kveik, & uma linhagem

tradicional do oeste da Noruega e de partes da Escandinavia, que constitui um novo ramo na
arvore genealdgica de leveduras ale (PREISS; TYRAWA; VAN DER MERWE, 2017), ndo
pertencentes as familias ales inglesas, americanas ou alemas. Divididas em dois grupos
principais, as leveduras Kveik, possuem uma linhagem originaria das regides ao sul, Gravin,
Laerdal e Voss, e outra em regides ao norte, Sykkylen, Hornindal, Stranda e Stordal (Figura
04).

Empregadas nas Farmhouses ale, acredita-se que essas leveduras foram domesticadas
pelos cervejeiros ao longo das geracgdes. Gallone et al. (2016) pontua que esta domesticacéo
ocorreu devido a dois principais fatores: a reutilizacéo (repitching) e o compartilhamento entre
geracOes de cervejeiros e produtores, seja em cervejarias industriais, seja em fabricacdes em
fazendas.

Domesticacdo é um termo utilizado para definir uma selecéo artificial, por meio de um
ou mais processos de modificacfes genéticas de uma espécie selvagem, visando a obtencédo de
linhagens com caracteristicas desejadas, aptas ao atendimento das necessidades humanas, logo,
otimizadas ou aprimoradas, de forma que estas possam prosperar em ambientes artificiais
(DOEBLEY; GAUT; SMITH, 2006).

Figura 04- Regides de origem das linhagens originarias da levedura Saccharomyces cerevisiae Kveik.
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Fonte: Preiss, Tyrana e Van der Merwe, 2017.
Alguns costumes locais podem estar associados ao processo de domesticacdo dessa

linhagem. Segundo Preiss, Tyrawa e Van der Merwe (2017), as leveduras Kveik sdo
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tipicamente inoculadas submergindo-as em mostos com temperaturas entre 30 e 40 °C, comum
alto teor de acucar. No entanto, a principal caracteristica dessas leveduras ndo se relaciona com
0 processo produtivo, mas sim, com a sua forma de armazenamento, em toras de leveduras
denominadas Kveikstokker, por longos periodos de tempos. Esse armazenamento especifico, é
descrito por Kawa-Rygielska et al. (2022) como estruturas de madeira (troncos) ou estruturas
em formato oval, que sdo imersas no mosto de leveduras, apds o processo fermentativo,
seguidos de uma imersdo em farinha ou cinzas. Quando secas, sdo armazenadas por periodos
de um ou mais anos.

Diferente das leveduras tradicionais, as leveduras domesticadas Kveik, possuem
caracteristicas fenotipicas tipicas, decorrentes de mecanismos evoluidos no que diz respeito a
eficiéncia de fermentacdo de acglUcares no mosto (maltose/maltotriose), a eliminacdo da
producdo de sabor fenolico (POF), a alta capacidade de floculacdo e atenuacdo, além da
toleréncia ao etanol e as altas temperaturas (PREISS et al., 2018). Gallone et al. (2016) associa
a vantagem adquirida por essa linhagem na utilizacéo de agucares a presenca de um homologo
transportador de maltose (MAL11l), denominado AGT1, com afinidade por
maltose/maltotriose, um dissacarideo e um trissacarideo, formados por duas e trés moléculas de
glicose, respectivamente. Presente nos gréos de malte, estes polissacarideos, representam uma
importante fonte de carbono para esses organismos modificados, conferindo uma vantagem
energética, antes sub ou mal utilizados.

De maneira geral, a temperatura ideal para crescimento e fermentacdo das leveduras
Kveik ndo é homogéneo. Garshol (2020) pontua a divergéncia entre as praticas de fabricacédo
de cerveja pelos cervejeiros noruegueses, onde a temperatura de campo e 0s tempos de
fermentacdes variavam, isso implica acreditar ndo s6 na adaptacdo as temperaturas elevadas,
mas também, na existéncia de uma faixa de temperatura, sendo esta superior aos 30 °C.

Ainda sobre este aspecto, Kits e Garshol (2020) desenvolveram um estudo onde trés
cepas de Saccharomyces cerevisiae Kviek (Escarpa Laerdal Kveik, Omega Labs Lutra e
Lalbrew Voss Kveik) foram submetidas a oito diferentes temperaturas de fermentacéo (20 °C,
25°C, 28°C, 30°C, 33,5°C, 37 °C, 40°C e 42 °C) por 144 horas e, posteriormente, comparadas
0 seu desempenho com uma levedura Americana Ale. Observaram que, temperaturas superiores
a 37 °C, inibiam completamente a fermentacdo na levedura Americana Ale, sendo a faixa de
temperatura até 28 °C, aquela mais recomendada entre os fabricantes para esta cepa. Ja para as
trés cepas da Kveik testadas, todas foram capazes de crescer e de realizar fermentacdo na faixa

de temperatura submetida. Além disso, cada cepa possuia uma temperatura ideal onde o



28

desempenho na fermentagéo era otimizado, sendo as temperaturas descrita como 33,5 °C e 37
°C.

O conhecimento da temperatura de fermentacdo € um importante fator a ser
determinado, uma vez que esta associado a producéo de alcoois superiores e compostos volateis
capazes de alterar o sabor da cerveja. Para as leveduras Kveik, Kits e Garshol (2020) ainda
sugerem em seu estudo que, a excelente tolerancia térmica demonstrada por essas leveduras,
pode indicar uma menor quantidade de producdo de metabdlitos, associados ao sabor estranho,
mesmo quando em temperaturas muito altas (acima de 37 °C). Ou ainda que, a abundancia de
outros compostos ativos de sabor (ésteres), sobressaiam os metab6litos, impactando menos na
percepcao do sabor.

Em geral, familias de leveduras domesticadas tendem a ser POF", devido a uma perda
de funcéo dos genes PAD1 e FDC1, ou seja, ndo realizam a conversao do acido feralico em 4-
vinilguaiaicol como produto final, um dos causadores do sabor desagradavel e indesejado nas
cervejas (GONCALVES et al., 2016). Devido a essa caracteristica, Kawa-Rygielska et al.

(2022) descreve um aumento no potencial antioxidativo da cerveja.

3.3 PROBLEMATICA DOS METAIS TOXICOS

Diversos metais e metaloides fazem parte do nosso dia a dia e estdo amplamente difundidos
no ambiente. Identificados a partir de suas propriedades quimicas, tais como elevada massa
atdbmica, nimero atdbmico e massa especifica que variam entre 3,5 e 7,0 g/cm?, esse grupo de
elementos é situado entre os metais Cobre (Cu) e Chumbo (Pb) (LIMA e MERCON, 2011,
HOSINER et al., 2014). Caracterizados pela capacidade de persistirem na natureza, 0s metais
tém sua toxicidade associada a fatores como concentracdo (dose), tempo e vias de exposicdo
(SILVA et al., 2007a).

Nos altimos anos, 0 aumento desses metais nos mais diversos ambientes tem sido
monitorado, uma vez que, afetam a qualidade dos ecossistemas. Proveniente de diversos setores
industriais, tais como metalurgia, agronegdécios, industrias quimicas, incineracdo de residuos,
efluentes, entre outras fontes antropogénicas e naturais, os metais promovem o fenémeno de
bioacumulacdo em solos e aguas, e por meio da cadeia alimentar, a biomagnificacdo em
organismos Vvivos, podendo causar diversas doencas. Alguns dos metais com maiores efeitos
deletérios a satde sdo o cadmio, o cobre, o chumbo e, no entanto, quando em dosagens mais
altas, demais elementos como cobalto, niquel e zinco (SOUZA; MORASSUTI; DEUS, 2018;
MOSCHEM e GONCALVES, 2020). A seguir, sdo discutidos alguns conceitos fundamentais,

bem como os efeitos negativos desses metais.
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3.3.1 CADMIO
Elemento quimico de nimero atdmico 48 e massa atomica igual a 112,4, o cadmio é um

metal de transi¢do, enquadrado no grupo I1B pela classificacdo periddica. Identificado pela sua
coloragdo branco-prateado, maciez, maleabilidade e insolubilidade em &gua, o metal é
encontrado, normalmente, combinado a outros elementos como oxigénio (6xido de cadmio),
cloro (cloreto de cadmio) ou enxofre (sulfato de cAdmio, sulfureto de cddmio) (ASTDR, 2012).

Presente no meio ambiente de forma natural, decorrente de atividades vulcénicas, eroséo
de rochas sedimentares e incéndios florestais, 0 cAdmio tem como principal rota de insercao as
atividades agricolas e industriais. Atividades antrépicas como minera¢do, incineracdo de
residuos, reciclagem de lixo eletronico, combustdo de combustiveis fosseis estdo, juntamente
com a fertilizacéo, entre as principais responsaveis pela contaminacéo e acumulacdo do metal
no ambiente (GENCHI et al., 2020). Devido a propriedades como maleabilidade, ductilidade
e alta resisténcia quimica mecéanica e a corrosao, o cadmio € empregado em industrias para
revestimento de polimeros, em ligas de aco e industrias de pigmentos. Por ser um 6timo
condutor elétrico e de calor, também se faz presente em baterias niquel-cadmio (recarregaveis)
e na fabricacdo de componentes eletronicos (WHO, 2003).

Segundo o Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos da América
(ATSDR, 2012) até 50% de todo cadmio que entra em contato com o corpo humano, acontece
por meio da respiracdo do metal, sendo alojados nos pulmdes. Menos de 10% ocorre por meio
da ingestdo de alimentos e agua contaminada e praticamente nenhuma absorcdo € decorrente
do contato dérmico. Considerado toxico, uma vez que ndo possui nenhuma funcéo bioldgica
para seres vivos, quando ingerido, a maior parte do cddmio é armazenado nos rins e no figado,
onde podem permanecer por muitos anos e, outra pequena parte, é excretado lentamente pela
urina e fezes. De maneira geral, o corpo humano é capaz de promover uma alteracdo no
elemento, de forma a torna-lo ndo prejudicial, no entanto, quando em concentracdes elevadas,
os rins e o figado perdem essa capacidade e o metal pode vir a causar, doencas pulmonares,
doencas renais, doencas cardiacas, fragilidade nos 0ssos, aléem de afetar os testiculos e pancreas,
causando em casos mais graves, morte (SEGANTINI,1996).

Em organismos biologicos, tais como as leveduras do género Saccharomyces
cerevisiae, metais como o cadmio sdo tidos como ndo essenciais. Segundo Baudouin-Cornu e
Labarre (2006) o cadmio é responsavel por gerar um estresse oxidativo indireto nas células,
diminuindo as defesas antioxidantes enzimaticas, o que acarreta na perda de fungdes de
proteinas, danos a membrana e morte celular. Apesar disso, por meio de um mecanismo

conhecido como mimetismo quimico, assimilacdo de elementos por similaridade quimica
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(configuracdo espacial, raio ibnico e namero de oxidacao), o cAdmio pode ser transportado para
o interior das células (MARTELLI et al., 2006). A principal rota de entrada do elemento ocorre
por meio de transportadores localizados na membrana celular, proteinas de membrana
envolvidas na captacdo de metais essenciais como manganés, zinco e ferro (KERN et al., 2005).
Muitas familias de proteinas como a ZIP e a Nramp, estdo associadas a esse processo de
transferéncia para o interior da célula.

J& 0s mecanismos de remocdo, responsaveis pelo aumento da tolerancia ao estresse, sdo
descritos por outros conjuntos de proteinas: as metalotioneinas e as glutationas (MOREIRA,
2011). Associada ao processo antioxidante, a glutationa (GSH) possui um papel na
biotransformacao e eliminacéo de potenciais causadores de estrese nas células. Essa molécula,
se liga a fons de cadmio (Cd?*) formando um complexo denominado cadmio-bis-glutationato
(Cd(GS)2), sendo este, transportado para o interior do vactolo pela proteina Ycfl p (Yeast
cadmium fator 1) (Li et al., 1997). Outro mecanismo utilizado pela levedura e o escoamento
para 0 ambiente extracelular com auxilio de proteinas de membrana. Entre estas, a Pcal (P-type
cation-transportiing ATPase), Alrl (Aluminium resistance 1) e a Yorlp (Yeast oligomycin
resistance 1) (ADLE et al., 2007; KERN et al., 2005; NAGY et al., 2006).

3.3.2COBALTO
Elemento de transicdo, de nimero atdmico 27, o cobalto é um metal relativamente raro

no ambiente, encontrado sob forma de minérios (cobaltita (CoS2.CoAsy), linaeita (Co3Ss),
esmaltita (CoAsy) e eritrita (3C00.As205.8H.0)) associados a outros elementos metalicos, tais
como niquel, cobre, chumbo e ferro. De cor branco-acinzentado, em temperatura ambiente o
Co € encontrado no estado sélido (MEDEIROS, 2013).

Na natureza, participa da constituicdo de rochas e solos, podendo ser encontrado em
aguas, plantas e animais em quantidade traco. A contaminacgéo, de forma natural, é descrita por
atividades vulcanicas e incéndios florestais, no entanto, as atividades como queima de
combustiveis fosseis, uso de biossolidos e fertilizantes fosfatados, mineracdo e fundicdo de
minérios sao tidas como as de maior relevancia (ATKINS, 2018).

Encontrado em uma gama de produtos de uso industrial e doméstico, o Co é destinado
principalmente a industrias metallrgicas para a producéo de ligas metalicas, no entanto, podem
ser vistos em industrias de vidro e ceramico sob a forma de pigmentos, em industriais de tintas
e vernizes, atuando como agente secante e até mesmo na area da saude, sendo empregado em
tratamentos de alguns tipos de cancer (NASCIMENTO e SOARES, 2019).
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Estudos como o de Lustigman, Lee e Weiss-Magasic (1995), El-Sheekh et al. (2003) e
Reis (2019) demonstraram que aguas contaminadas com Co em concentracfes de ordem
micromolar sdo capazes de provocar efeitos negativos no crescimento de algas de diversos
géneros (Chlamydomonas reinhardtii, Monoraphidium minutum, Nitzchia perminuta e
Raphidocelis subcapitata). Rodrigues (2021), observou o efeito do contato do cobalto com
peixes das espécies Oreochromis niloticus e Geophagus brasiliensis, ap6s o rompimento da
Barragem do Funddo. Segundo a autora, estresses oxidativos, ocorréncia de cistos
espermatogénicos e mudancas associadas a peso e comprimento, foram alguns dos problemas
evidenciados.

A interacdo do Co com seres humanos é prejudicial tanto em sua deficiéncia, uma vez
que compdem vitaminas B12, podendo causar anemia perniciosa, tanto quanto em excesso
sendo associado a doengas como inflamacéo da nasofaringe, rinite alérgica, dermatitites, lesdes
cerebrais, alem de efeitos carcinogénicos e genotoxicos. As principais vias de absorcdo séo
pelos tratos gastrointestinais e via respiratoria, sendo captado por todos os tecidos e
armazenados principalmente no figado (20%). A saida, em contrapartida, é descrita pela urina
(80%) e fezes (15%) em uma fase rapida que pode durar poucos dias. Nao ha indicacdes de que
0 Co se acumule no organismo com o passar dos anos (BAL e KASPRZAK, 2002; ALVES e
ROSAS, 2003).

3.3.3 COBRE
Metal de transicdo, de namero atbmico 29, o cobre quando em temperatura ambiente se

encontra no estado sdlido, com uma coloracdo avermelhada. Na natureza, se faz presente em
uma grande variedade de minerais como a calcocita (CuzS), calcopirita (CuFeS;) e malaquita
(Cu2CO3(0OH)2), podendo ser encontrado também em sua forma metalica (BARCELOS, 2008).

Metal dictil e maleavel, o Cu tem sido usado na fabricacéo de ligas metélicas conferindo
maiores resisténcias ao produto contra corros@es, além do amplo emprego em componentes
elétricos, tais como geradores e transformadores, fios, cabos condutores e conectores, entre
outros (RODRIGUES; SILVA; GUERRA, 2012). Compostos contendo o elemento sdo
utilizados na agricultura, no tratamento de agua para controle de algas, na preservacdo de
madeira, couros e tecidos, além de aditivos em alimentos (CETESB, 2012).

Em seres humanos e animais, o Cu é tido como essencial, em quantidades tracos, atua
como cofator de varias enzimas (cupro-dependentes) associadas a producdo de energia durante
a respiracdo celular, a sintese de proteinas estruturais como o colageno e a elastina, além da

sintese de noradrenalina, do pigmento melanina e na defesa contra radicais livres
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(DELGADINHO, 2014). Efeitos agudos oriundos do contato dérmico ou inalagdo sdo raros, no
entanto quando ingerido, sintomas como queimacdo, nauseas, vomitos e diarreias podem ser
observados. Em casos mais graves, lesdes no trato gastrointestinal e anemias (CETESB, 2012).

Em leveduras Saccharomyces cerevisiae, assim como em seres humanos, o Cu também
atua como co-fator de inimeras enzimas como c-oxidase e Cu-Zn dismutase. A faixa tida como
ideal varia entre 1 a 10uM, favorecendo o crescimento e as atividades fermentativas das
leveduras. Em maiores concentracOes, séo registrados diversos efeitos nocivos (FERREIRA,
2015).

3.3.4 CHUMBO
Metal de nUmero atdmico 82 na tabela periddica, o chumbo é um metal de cor cinza-

azulado, que na natureza € encontrado, geralmente, associado a outros elementos formando
carbonato de chumbo (PbCO3), 0 sulfato de chumbo (PbSQO4), o cromato de chumbo (PbCrOa)
e sulfeto de chumbo (PbS) que é um dos mais abundantes (MAVROPOULOS, 1999).

Quinto metal de maior utilizacdo na industria, o Pb € empregado em ligas metéalicos, em
produtos como tintas, corantes e esmaltes, mas principalmente em baterias de automoveis. Seu
ingresso no ambiente se da pela queima de residuos, uso em pesticidas, deposicdo de residuos
contaminados em aterros, fragmentos de tintas e poeiras oriundas da queima de combustiveis
que ainda utilizam a chumbo em sua composicdo (ATSDR, 2007).

A toxicidade exercida pelo Pb quase sempre é associada a morte de animais,
microrganismos e até seres humanos (ALVES et al., 2008). Quando em &gua, o chumbo
inorganico é capaz de promover alteracbes morfoldgicas, efeitos genotdxicos e neurotoxicos
em diversas espécies de peixes (RODRIGUES et al., 2022). Em solos, por sua vez, a
contaminacdo tende a afetar desde a fauna até plantas, seja na germinacao, no crescimento, na
reducdo da transpiracao e pressao osmotica ou até mesmo na absorcdo e transporte de nutrientes
minerais. Entre as mais afetadas, as hortalicas, apresentam menor qualidade e ameacam a
seguranca alimentar (ALMEIDA et al., 2007; RIBEIRO e BORGES, 2022).

Tido como um dos elementos quimicos mais toxicos e, consequentemente, mais
perigosos a salde humana, o Pb quando inorganico estd associado a doencas nas vias
respiratorias e digestivas, ja o organico é absorvido pela pele. Os principais sintomas estdo
associados a nauseas, dores abdominais, vomitos, fadiga, anemia, anorexia, irritabilidade,
convuls@es e até morte (SCHIFER; JUNIOR; MONTANO, 2005).

Em leveduras Saccharomyces cerevisiae, 0 Pb esta associado a perda da capacidade

proliferativa, inibicdo da atividade metabolica, inibicdo da sintese proteica, além de alteracdes
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morfoldgicas e producgdo de espécies reativas de oxigénio, que podem causar a morte celular.
A principal forma de defesa contra a toxicidade do metal é associada a presenca de glutationa,
a mecanismos de efluxos, quelatacdo e sequestragdo vacuolar (SOUSA, 2013).

3.3.5 NIQUEL

Metal de transicdo, simbolizado pela sigla Ni, o niquel é o 28° elemento da tabela
periddica com uma massa atémica de 58,69u. Comumente encontrado na forma de compostos
com metais como cloro, enxofre e oxigénio, quando dissolvidos em agua, tendem a apresentar
uma coloracdo tipicamente esverdeada, ja quando puro, branca-prateada (MCKEAN, 2011).

Presente no solo, agua e ar, o Ni pode ser oriundo de diversas fontes naturais e
antropogénicas e tem sua dispersdo atrelada a processos fisico-quimicos. O transporte e
distribuicdo de niquel ¢é influenciado pelo tamanho de suas particulas. Segundo Azevedo e
Chasin (2003), quando finas, estas tendem a permanecer mais tempo na atmosfera e serem
carreadas a longas distancias, em contrapartida, quando grandes essas particulas se depositam
proximas a suas fontes de emissao.

Com propriedades associadas a altas temperaturas, resisténcia a corrosdo e oxidacéo,
dureza e ductilidade, o Ni pode ser aplicado em diferentes setores industriais, desde a tradicional
siderurgia e galvanoplastia até os setores de eletrdnicos, construcdo civil e aeroespaciais.
Devido a alta difusdo de produtos contendo niquel em sua composicdo, a poluicdo do meio
ambiente decorrente de introdugdes crescentes ao meio ambiente, producdo e descarte, torna-
se inevitavel (SILVA, 2005b). Estudos como o Benvenuti et al. (2012) demonstram que, muitas
vezes, residuos e efluentes oriundos dessas atividades, ndo atingem os critérios de limites de
descarte pela legislacdo, mesmo apds tratamentos. Machado et al. (2009), apontam ainda, que
alguns desses efluentes liquidos, como os de galvanoplastia, podem conter até 100 mg/L de
niquel no meio. Ja Beltrdo (2019) ao analisar os teores de zinco de efluentes de galvanoplastia
observou teores de 5576 mg.L, um valor superior a 1.100 vezes a capacidade permitida pela
legislacao.

Inimeros problemas ambientais estdo associados a contaminacdo por esse metal. Alves
(2018), observou a influéncia das altas concentracdes de Ni em solos e o desenvolvimento de
plantas. Segundo o autor, o metal era capaz de influenciar nas atividades bioldgicas e
enzimaticas das plantas, provocar estresse nas comunidades microbianas, além de bioacumular
e causar morte. Ja Nabinger (2017) demonstrou que mesmo em concentra¢fes proximas a 15
mg.L?, algumas espécies de peixes apresentavam reducdo nos batimentos cardiacos e

alterac6es morfologicas (tamanho e &rea ocular).
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De dificil absor¢do pelo organismo humano, o niquel tende a ser menos toxico se
comparado a outros metais. Quando inalado, dependendo do tamanho da particula, pode ficar
retido tanto no nariz como nos pulmdes. A ingestdo, por sua vez, € tida como a principal rota
de entrada desse metal no corpo humano, quando da ingestdo de agua e alimentos
contaminados. Uma vez no corpo, 0 niquel pode ser transportado na corrente sanguinea e ser
armazenado em todos os 6rgdos, com predominéncia dos rins (ATSDR, 2005).

Em pessoas que ndo sdo sensiveis ao niquel, efeitos na salde sé sdo observados quando
da ingestéo/inalacdo ou contato com altas concentragdes. Dependendo da dose e da exposicao
ao metal, sintomas como dermatites, doencas cardiovasculares, asma, fibrose pulmonar e cancer
no trata respiratorio, podem ser observados. Algumas das rotas de saida deste metal sdo as fezes
quando ingerido e a urina quando presente no sangue (ORR e BRIDGES, 2017).

Em microrganismos, o niquel € um elemento benéfico, em quantidade trago, atuando na
constituicdo de varias enzimas. Rogsdale (1998) cita ao menos seis enzimas, sdo elas: niquel
superdxido dismutase, uréase, hidrogenase, metil-coM redutase, CO desidrogenase e acetil-

CoA isomerase.

3.3.6 ZINCO

Pertencente a familia 12 (2B), de namero atdmico 30 e massa atémica 65,38u, 0 zinco
é caracterizado por ser um metal brilhante, de coloracdo branco-azulado a azul-acinzentado.
Em temperatura ambiente, se apresenta sob um estado sélido, fragil e mais maleavel. Pode ser
encontrado em formas distintas, como cloretos, 6xidos e sulfatos de zinco sendo as formas mais
comuns, a livre (Zn?*) e as formas complexadas (Zn(OH); e Zn(CO)3) (ATSDR, 2005).

Devido a excelentes propriedades fisicas e elétricas, o zinco é empregado em diversos
segmentos industriais, como na metalurgia (galvanizacdo e composicdo de ligas metalicas),
industrias bélicas, farmacéutica e de cosméticos, na producdo de tintas, borrachas e
eletroeletronica (MAPELLI; MALFATTI; OLIVEIRA, 2014).

Elemento comum no meio ambiente, 23° mais abundante, teve nos Gltimos anos, uma
maior biodisponibilidade, decorrente das intensas atividades antrOpicas. A mineracdo, a
producdo do aco, a queima de carvao e de lixos, além de residuos e efluentes industriais, estao
entre as principais atividades poluidoras de solos e corpos de dgua com zinco na atualidade
(OLIVIER, 2006). Foram observados que, em processos como banhos de zinco, muito
utilizados em industrias metalurgicas, concentracdes de até 49 g/L de zinco podem ser
empregadas e seus efluentes concentrados, antes do tratamento, podem conter até 150 g/L de
sulfeto de zinco (PEREIRA, 2006).
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Alexandre et al. (2012), descrevem os efeitos da contaminagdo por zinco em plantas.
Segundo os autores, reducdo na producdo de biomassa de parte area e radicular, necroses,
mortes de plantulas e inibicdo de crescimento vegetal, estdo entre as principais consequéncias,
no entanto, quando em solo o metal também é responséavel por afetar a microbiota, em doses
mais elevadas. Efeito similares podem ser observados em macréfitas aquaticas em
concentragdes proximas a 10 mg.L™, com danos morfoldgicos e desenvolvimento de necroses
(WOLFF et al., 2009).

Em humanos, o metal entra no organismo por meio da ingestdo de alimentos, 4gua e
pelo ar. De acordo com o Departamento de Salde e Servicos Humanos dos Estados Unidos da
América (ATSDR, 2005), a ingestdo dietética recomendada (RDA) de zinco para homens é de
11mg/dia e de 8 mg/dia para mulheres. Entre as principais fun¢bes associadas a esse elemento
estdo o crescimento, a participacdo no metabolismo da vitamina A e de hormdnios tireoidianos,
além da participagéo nos sistemas nervoso e imunologico (CRUZ e SOARES, 2011).

Quando em altas concentracdes, 10 a 15 vezes o valor da RDA, o zinco esta associado
a ma absorcao de outros elementos metalicos como o cobre, fundamental ao sistema imune,
aléem da promocao de alergias e irritacdes quando inalado e de vomitos e diarreias, quando
ingeridos. Quando exposto a grandes quantidades por um periodo prolongado pode provocar
ocorréncia de anemias, danos no pancreas, alteraces no colesterol e até esterilidade (ATSDR,
2005).

Assim como para humano, em microrganismos, 0 zinco também atua como um
micronutriente essencial ao crescimento e em diversas fungdes biolégicas do organismo
microbiano, entre elas, Luna et al. (2010), apontam a presenca do metal como constituinte de
mais de 300 enzimas e coenzimas, como: alcool desidrogenase, que atua no processo
fermentativa, superdxido dismutase, anidrase carbbnica, fosfatase alcalina e muitas outras
proteases). Além disso, participa em diversos processos bioquimicos como divisdo celular,
expressao génica, transcricdo genética, estabilidade estrutural e morte celular. Sua auséncia bem
como a alta concentracdo, por sua vez, podem contribuir para a paralisacdo celular, diminuicéo
do crescimento e reducdo das atividades fermentativas (REGALLA e LYONS, 2006).

A demanda intracelular de zinco em células eucaridticas € de ordem micromolar,
segundo Eide (2006), a faixa ideal de zinco para microrganismos varia de 0,1 a 0,5mmol/L, e
seu balanco é realizado por uma regulagdo homeostatica mediada por diversos mecanismos,
entre as quais, macromoléculas como as metalotioneinas e as fitoquelatinas. Quanto ao

armazenamento, Zheng et al. (2008) aponta os compartimentos intracelulares, como o0s
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vacuolos e lisossomos. Em condi¢Ges normais, o zinco fica armazenado e, essa quantidade, é

suficiente para suprir as necessidades celulares (EIDE, 2009).

3.4 BIORREMEDIACAO
Uma vez presente no meio ambiente, a degradacdo de poluentes como os metais toxicos €

impossivel e a maneira mais viavel de tratamento é a remogao. Existem varios métodos
aplicados a remocdo de ions metélicos, sendo 0s mais comuns a precipitacdo, a troca iénica, a
filtracdo por membranas, a evaporacdo e a filtracdo. No entanto, esses métodos sdo
continuamente descritos como sendo de alto custo e baixa eficiéncia para altos volumes de
efluentes, além de gerarem residuos secundarios de dificil destinagdo. Esses fatores,
impulsionam a busca por novas tecnologias mais eficazes. Os métodos biotecnologicos estéo
entre as alternativas mais promissoras. (ZABOCHNICKA-SWIATEK e KRZYWONOS, 2014;
EL-GENDY e EL-BONDKLY, 2016).

Definida como o uso de microrganismos (bactérias, algas, fungos e leveduras) para
remocdo, contencdo, transformacdo ou reducdo de poluentes de solos, &guas e gases, a
biorremediacgéo, tem sido usada de forma natural, ndo intencional, em tratamentos de aguas
residuais durante séculos. Mas recentemente, tem recebido maior destaque, ja que utiliza de
propriedades naturais desses organismos (KUMAR e BHARADVAJA, 2020).

Considerada uma tecnologia segura, limpa e econémica para descontaminacdo de uma
ampla variedade de poluentes, a biorremediacdo é ainda uma tecnologia em desenvolvimento.
Pouco se sabe dos mecanismos de interacdo entre cada metal e género de microrganismos. O
uso de fungos filamentosos dos géneros Aspergilllus e Penicillium e de leveduras como
Saccharomyces, Candida, Pichia e Yarrowia na remocao de metais toxicos, ja sdo registrados
por diversos autores, devido a forte resisténcia a toxicidade, que permite além da garantia do
seu desenvolvimento, a possibilidade de interacdo e remocdo do poluente. Além destes,
cianobactérias e microalgas também sao relatados como opcdes promissoras de biossorventes
(BHATNAGAR e KUMARI, 2013; HUSSEIN et al., 2019; LIRA, 2020).

A espécie Saccharomyces cerevisiae ja consta em estudos de remocao de chumbo e niquel
(INFANTE; ARCO; ANGULO, 2014), cadmio e molibdénio (SALIMI e MAHZOUNIEH,
2015), mercurio (HADIANI et al., 2018), zinco (FOROUGH et al., 2022), entre outros metais.

Dentre os varios mecanismos que descrevem a interacdo das leveduras com os metais, Ledin

(2000) aborda a imobilizacdo, por meio da biossorcéo e bioacumulagéo.



37

3.4.1 BIOSSORCAO

A biossor¢do é um método de tratamento empregado desde os anos 80 em processos de
descontaminagdo de ions metalicos e corantes industriais em &gua residuais (COLAK et al.,
2009). Definido como um processo fisico-quimico, a biossorc¢éo, € um processo passivo, sem
gasto de energia, que tem como principio geral, a interacdo entre um sorvato (material a ser
removido do meio) e um material tido como adsorvente, com locais especificos de ligacdo. O
resultado do processo é 0 acimulo do material na interface do adsorvente e consequente reducéo
da sua concentracdo na solugdo (CHOJNACKA, 2010).

O processo de adsorgdo é constante até que se atinja uma fase de equilibrio (Ce), ou seja,
até que ocorra a saturagdo dos sitios ativos do adsorvente. A qualidade do adsorvente, por sua
vez, é avaliada pela capacidade de atracdo e retencdo do adsorvato (AKAR e TUNALLI, 2005).

A natureza deste biossorvente pode estar associada a diferentes materiais de origem
biologica, como matéria organica vegetal, animal e microbiana, podendo ainda ser utilizadas
vivas ou mortas (ABBAS et al.,, 2014). Para que seja considerado uma opcao viavel, o
biossorvente deve atender alguns critérios. Beni e Esmaeili (2020) ressaltam que: 1) Deve
possuir alta capacidade de biossorcéo cinética; 2) Ter tamanho, forma e propriedades fisicas
adequadas; 3) Ser barato e de facil aquisicdo; 4) Resistencia mecénica, quimica e estabilidade
térmica e 5) Ser regeneravel e reutilizavel.

Como o processo de biossor¢édo envolve principalmente a superficie celular, sua eficiéncia
é determinada por um conjunto de fatores que envolvem tanto o material adsorvente (area
superficial, porosidade, densidade, grupos funcionais), quanto o material a ser adsorvido
(polaridade, tamanho da particula e solubilidade), e as caracteristicas operacionais
(temperatura, pH e natureza do solvente) (FIYADH et al., 2019). Na Tabela 01 estéo listados
0s principais fatores, bem como suas implicagdes no processo.

O pH é um dos parametros mais importantes quando se trata de biossor¢do devido a
influéncia direta nas propriedades quimicas dos metais e na disponibilidade de grupos
funcionais da biomassa. De maneira geral, em pH aumentado, a biossorcdo de cations €
favorecida, ndo em uma relacéo linear, ja que para pH maiores que sete, podem ser observados
precipitacbes de complexos metalicos. Uma faixa Otima para o processo é relata entre 5e 9 a
depender do metal a ser adsorvido (PARK et al., 2010).
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Tabela 01- Fatores determinantes no desempenho de processos de biossor¢éo.
FATOR APLICABILIDADE
A capacidade adsortiva é proporcional a é&rea superficial
Area Superficial. disponivel.

Presenca de outros fons. Competicéo pelos sitios ativos de ligacéo.

Influéncia na velocidade do processo de adsorcdo, ainda que na
Temperatura faixa de 20 a 35 °C ndo o afete significativamente.

Podem influenciar nos sitios ativos de ligacdo, bem como
pH danificar a estrutura do material biossorvente.

O equilibrio no processo tende a ser atingido durante os
Tempo de contato primeiros minutos de sorc&o

Quando em alta concentracéo, a taxa de remocéo também é alta.
Existe a possibilidade da formacao de agregados celulares que
dificultaram o processo de adsorcao.

Fonte: Adaptado de Wang e Chen (2006).

Concentracdo da
biomassa

Em leveduras, suas superficies sdo carregadas negativamente devido a presenca de grupo
funcionais, que favorecem a ligacdo do metal. Grupos carboxila, fosfato, sulfidrila, amina e
hidroxila, sdo capazes de atuar na remocao de cations metalicos de forma mais eficiente quando
em pH proximo a 6 (HUGHES e POOLE, 1989). Guler e Sarioglu (2013) descrevem o0s
principais grupos associados ao mecanismo de adsorcdo do niquel como sendo as carboxilas
(COQ) e as hidroxilas (OH), contidas em maiores fracbes nas superficies da parede celular da
levedura.

A biossorcdo é caracterizada pela ndo formacao de lodo toxico e pela facilidade em se
regenerar o biossorvente para uma possivel reutilizacdo em novos ciclos de sorcdo (GIRIJAN
e KUMAR, 2019). Para que 0 processo se torne ainda mais atrativo, o uso de biomassas naturais
ou derivadas de residuos industriais e de processos produtivos estdo sendo analisados como
uma forma de agregar valor ao residuo e dar uma destinacdo ambiental mais adequada
(PANDIT e MAJUMDER, 2014).

Entre as principais vantagens do uso da Saccharomyces cerevisiae em processos de
biossorcdo esta relacionada a alta relacdo superficie/volume apresentada por esses
microrganismos. Apesar de pequenas em tamanho, as leveduras proporcionam uma grande area
de contato para interagdo com os ions metélicos presente na solu¢do (SOARES e SOARES,
2012). Além disso, quando no uso de células mortas, fatores tidos como limitantes como
toxicidade e necessidades nutricionais, sdo desconsiderados, reduzindo os custos de operagado
(MASSOUD et al., 2020).
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Bons resultados sortivos pela S. cerevisiae sdo descritos por Billerbeck empregando
1,5g de levedura morta, com remogéo de 57% de cromo e 75,2% de ferro em efluentes com
concentragdes iniciais de 1880 e 3040 mg/L de Cr e Fe, respectivamente, atingindo equilibrio
préximo a 1 h de contato adsorvente-adsorvato. Nascimento (2015) obteve remogéo de 76% de
cobre em solugdo com concentracgdes iniciais de 100 mg/L e pH=5,0. Ja Ferreira (2006), obteve
valores de remoc&o de 210, 5 mg.g™* e 1486,88 mg.g™ para os metais cadmio e chumbo, em 48
h.

O uso de leveduras cervejeiras é registrado por Ramirez-Paredes et al. (2011), com
resultados sortivos satisfatérios para diferentes metais. Segundo os autores, 1 g de levedura
liofilizada imobilizada da biomassa foi capaz de remover 44,52 mg/L (53%) de cobre, 84 mg/L
(100%) de aluminio e 4,73 mg/L (43%) manganés, alcangando equilibrio em aproximadamente
15 min. J& Riordan e Mchale (1998), utilizando 2g de biomassa viva e morta de levedura

cervejeira, obtiveram remocéo de 38 e 139 mg/g de chumbo, respectivamente.

3.4.2 BIDACUMULACAO

A bioacumulacéo, por sua vez, € definida como um processo de acumulo intracelular, com
alto gasto de energia e de maior complexidade. Dividido em duas etapas, a bioacumulacéo,
possui uma fase rapida semelhante a da bioadsorcdo e uma fase mais lenta, dependente da
atividade metabdlica das células, onde o sorvato é transportado para o interior da célula por
meio da parede celular e da membrana plasmatica, pela mesma rota dos nutrientes
(CHOJNACKAK, 2009).

CHOJNACKA (2010) aborda essa divisdo de etapas como uma vantagem do processo de
bioacumulacdo frente a adsorcdo. Isso porque a medida em que os ions metalicos sdo
conduzidos para o interior da matriz celular, novos sitios ativos ficam disponiveis e, assim,
menores concentracdes residuais podem ser alcancadas. Além disso, a concentracdo da
biomassa tende a aumentar durante o processo, 0 que permite uma maior interacdo com 0S
sorvatos.

De maneira geral, a bioacumulacdo envolve a absorcdo de ions metalicos e acumulo em
organelas especificas, tais como vactolos. A concentragdo maxima de metal internalizado é
regulado por sistemas de homeostase do metal. Mecanismos como bioprecipitacdo e
biotransformacdo, também podem estar presentes durante a bioacumulacdo como uma forma
de reduzir a biodisponibilidade do metal (HASSLER et al., 2004).

Estudos de bioacumulacdo de zinco por cepas de levedura S. cerevisiae sdo registrados

por Tuszynski e Pasternakiewicz (2000), com capacidade de bioacumulagéo entre 0,1 a mais
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de 6,0 mmol por grama de peso seco da levedura. J& Tsekova, Kaimaktchiev e Tzekova (1998)
observaram remocéo de 6,12 mg por grama de levedura.

O transporte de zinco para dentro ou fora da célula é mediado por proteinas de
membrana. Rivera (2007) descreve a existéncia de, a0 menos 6 familias, associadas ao
transporte de zinco em seres eucariontes, tendo a ZIP como principal familia de captacao,
composta por proteinas Zrt (zinc-regulated transporter) e Irt (iron-regulated transporter) e a
CDF (Cation difussion facilitador). Enquanto o primeiro atua no transporte de metais do meio
extracelular para o citoplasma, o segundo, atua no caminho inverso, ou seja, do citoplasma para
0 espaco extracelular.

Em leveduras, a captacao de zinco € mediada por dois sistemas que utilizam proteinas
dessa familia, o primeiro de alta afinidade ao zinco, regulado pelo gene ZRT1 e o segundo, de
baixa afinidade ao zinco, regulado pelo gene ZRT2. Na celula, o metal pode ser armazenado
nos vacuolos, em uma forma que pode ser reutilizado e também menos tdxica ou no citoplasma.
A Tabela 02 traz alguns genes ja identificados que atuam no transporte de zinco transmembrana
e vacuolares, sendo eles: Zrtl, Irt, Smf2 e Fet4 (LYONS et al., 2000).

Tabela 02- Proteinas associadas ao transporte de zinco transmembrana.

PROTEINA METAIS TRANSPORTADOS REFERENCIA
Zrtl Cadmio e Zinco. GOMES et al., 2002; GITAN et al.,
Irt Cadmio e Zinco. 2003.
Smf2 Cadmio, Cobre, Cobalto, Ferro e KERN et al., 2005; ROUTOLO et al.,
m .
Zinco. 2008; WYSOCKI e TAMAS, 2010.
Fet4 Cadmio, Cobre, Ferro e Zinco JENSEN e CULOTTA, 2002.

Fonte: Propria, 2023.
Ja a absorcdo de niquel foi observada por Stoll e Duncan (1998), onde 0,5g de levedura

S. cerevisiae em meio suplementado com glicose, foi capaz de absorver 24,4 ug do metal, em
um periodo de 5 h. E 0 mecanismo de transporte é descrito por proteinas de cations que
atravessam o citosol. O niquel se liga a metaloproteinas em seus vacuolos e interagem com
componentes celulares (acidos orgéanicos, nucleotideos, aminoacidos e fosfolipidios). Em
presenca de grandes concentracdes, afeta o equilibrio de outros nutrientes, podendo causar
disturbios fisioldgicos e bioquimicos (SILVA e BASSO, 2007).

Uma limitagdo encontrada na bioacumulacdo esta na complexidade do processo. Inimeros
fatores associados a composi¢do do meio de crescimento (pH, temperatura, presenca de outros

compostos) podem atuar inibindo ou reduzindo o processo. Outro fator limitante, quando no
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uso de microrganismos (bactérias e fungos), estd no fornecimento de fontes de carbono
essenciais ao metabolismo, esta suplementacdo pode representar uma desvantagem quando
comparado a outros biossorvente como plantas e algas fotossintéticas (PRASANNA,;
JAISWAL; KAUSHIK, 2008).

Além disso, a interagdo entre organismos vivos e metais toxicos, foram descritas por
Yilmazer e Saracoglu (2009) e Siloniz et al., (2002) como capazes de promover mudancas
significativas na morfologia e fisiologia das células, prejudicando sua integridade e funcéo.

3.3.3 DIFERENCAS ENTRE METODOS E EFICIENCIA

A principal diferenca entre os dois métodos esta associada a natureza do adsorvente,
enquanto na bioacumulacdo o adsorvente sdo células vivas, ja que o processo requer atividade
metabolica, na biossorcdo o adsorvente sdo células mortas (SOUSA et al., 2007). Outras
diferencas sdo descritas na Tabela 03.

Tabela 03- Principais diferencas associadas ao uso de leveduras S. cerevisiae em processos de bioacumulacio e
bioadsorcdo.

PROPRIEDADE

BIOACUMULACAO
Afetada

BIOADSORCAO
Nao é afetada

pela

pelas altas

Adaptagdo concentragdes do metal. concentracdo do metal.

i Baixo custo. (Biossorventes
Alto custo. (Manutengéo das no demandam condicdes de
Custo condicOes adequadas a vida controle).  Utilizacdo  de

do organismo). residuos industriais.

Energia Processo ativo. Processo passivo.

o Em condicdes favoraveis, a
Ligacio Depende da toxicidade do probabilidade de ligagio €é

Meio de crescimento

Recuperacdo/reutilizacdo do
adsorvente.

poluente.

Alta exigéncia nutricional e
operacional.

Devido a acumulacdo no
interior da célula, a
possibilidade de regeneracao
e reuso é limitado.

alta.

Exigéncia nutricional apenas
na fase de crescimento do
sorvente.

Alta  probabilidade  de
reutilizacdo em ciclos

Fonte: Adaptado de Beni e Esmaeili (2020).

Os mecanismos tidos como ndo dependentes do metabolismo, ou seja, aqueles associados
a biomassas mortas, sdo descritos como rapidos, uma vez que as ligagdes ocorrem em grupos

funcionais na superficie celular, ao contrério do que é descrito para mecanismos de remocao
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em células vivas, onde a captacao intracelular ocorre em velocidades mais baixas (PAPIRIO et
al., 2017).

3.3.4 MICRORGANISMOS BIOSSORVENTES: SACCHAROMYCES CEREVISIAE.
De maneira geral, microrganismos como fungos e bactérias possuem capacidade de se

adaptarem e de se desenvolverem em condicGes extremas como temperaturas elevadas, estresse
salino ou altas concentragdes de metais no meio extracelular (NASCIMENTO; LEITE; RIZZO,
2016). Estudos com fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium, Trichodernae e leveduras
Saccharomyces e Rhodotorula, ja comprovaram ser resistentes a toxicidade e eficientes na
remogao de ions metalicos, mesmo em altas concentracdes (BLUMER, 2002).

Em particular, a espécie S. cerevisiae, tende a ser utilizadas em processos de biossorcéo e
bioacumulagdo devido as vantagens que apresentam frente a outros adsorventes. Alem de
possuirem genoma completamente sequenciado, que permite manipulagdo e aquisicdo de
conhecimentos mais avancado. Verma e Kuila (2019) apontam a facilidade de obtencdo e o
baixo custo, uma vez que, estes podem ser obtidos como subprodutos da industria de
fermentacao de bebidas, tais como cerveja, com rendimentos de biomassa superiores aqueles
encontrados em industrias farmacéuticas e enzimaticas. Wang e Chen (2006), descreve ainda a
facilidade de cultivo em larga escala, por meio de técnicas ndo sofisticadas e meios de
crescimento barato, além da garantia de fornecimento continuo e da manipulacao segura, ja que
a espécie S. cerevisiae, ndo oferece riscos a satde do manipulador.

Melo e Azevedo (2008), abordam a resisténcia destes organismos a ambientes com altas
concentracdes de metais. Por meio de suas vias metabolicas (respiracdo, fermentacdo e co-
metabolismo), 0s microrganismos tendem a se adaptar a seus efeitos nocivos, utilizando
estratégias de bioacumulacdo, biossorcdo e biomineralizacdo (TAREKEGN et al., 2020). A
presenca de grupos quimicos distintos oferece uma gama de sitios de ligacGes para diversos
metais. Grupos carboxilatos, hidroxilatos, fosfanatos e aminas, além de materiais intracelulares
liberados apos tratamentos ou morte celular, estdo associados a formacdo de complexos
quimicos que removem os ions metalicos das solu¢des. Em fungos e leveduras, a parede celular
rica em quitina e quitosana, estdo associadas a presenca de grupos amina, amido e hidroxila e
por isso, propriedade de ligacdo com céations e anions em sua superficie (CHOJNACKA, 2010).

A vantagem frente ao uso de outros organismos, é que leveduras floculentas, tais como a
Kveik, tendem a apresentar maiores quantidades de sitios ativos de ligacdo. Machado et al.
(2009) explicam que a floculacdo envolve a interacdo entre proteinas especificas, presentes na

parede celular, conhecidas como lectinas. A presenca dessas proteinas fornece locais, ou sitios
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de ligacdo adicionais, aumentando assim a capacidade de acumulo e remocéo de metais. Soares
et al. (2002) demonstraram isso ao comparar a capacidade de remocao de ions Cu?*, onde uma
cepa floculenta removeu 81 mmol mg peso seco frente a 30 mmol.mg™ peso seco, de uma cepa
ndo floculenta.

Alguns fatores especificos que podem atuar na capacidade absortiva das leveduras estao
associados as condi¢des do ambiente, a idade celular, as variaveis dietéticas, a especificidade
da biomassa viva e do ion metélico disponivel no meio. Além disso, em células vivas, a
absorcdo € limitada pela capacidade da levedura de suportar a toxicidade do metal que pode
conduzir a morte celular (RASHEED et al., 2020).

Alguns tratamentos e pré-tratamentos fisicos e quimicos (aquecimento, congelamento,
liofilizagdo, lavagem com detergentes e solventes organicos), além do uso da engenharia
genética na construcdo de linhagens mais resistentes (supressdo ou repressdo de gene) buscam
contornar esses empecilhos e potencializar os resultados sortivos com S. cerevisiae (JUNIOR,
2011).

Navarro (2012), desenvolveu uma linhagem de leveduras que apresentavam proteinas da
familia Mers ancoradas a superficie celular externa. Essas proteinas sdo responsaveis pela
ativacdo de genes associados a captacdo extracelular de metais, como o zinco e cadmio,
aumentando a concentracéo intracelular. O aumento da expresséo de genes como ZRT1, ZRT2
e FET4 permite aumentar a capacidade de absor¢éo de zinco pela célula em mais de 100 vezes
(SIMM et al., 2007).

Pankiewicz, Sujka e Jamroz (2015) estudaram a utilizagdo de células tratadas com
campos elétricos pulsados (PEF) na sorcao de ions de zinco. Devido a formacdo de poros nas
membranas, que permitem um aumento da sua permeabilidade, os resultados encontrados,
apontaram uma absorcdo de 15,57 mg/g do metal, o dobro do valor quando comparada a células
ndo tratadas com PEF.

Li et al. (2013), demonstraram a importancia da suplementacdo dos meios de
crescimento, ao introduzir 60 g/L de cloreto de s6dio e obter um aumento na resisténcia aos
metais cddmio e zinco, além de promover uma melhoria na capacidade bioacumulativa do
zinco, registrando remocdes de 8 mg/g sem tratamento e 12,25 mg/g com tratamento.

Fontes de energia, tais como 0s agucares, também ¢é relatado por Naik et al. (2022) ao
descrever que a captacdo de ions ocorre na fermentacdo, apenas nos estagios iniciais, enquanto
ainda ha disponibilidade de fontes energéticas, ja que o transporte € mediado por ATPases da
membrana plasmética. A suplementacdo com fontes de carbono, alimenta as ATPases da

membrana plasmatica que atuam no transporte do zinco para o meio intracelular (MACHADO
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et al., 2009). Saldo (2001) observou ainda que, meios de crescimento suplementados com
monossacarideos, registravam melhores desempenhos de absor¢do, quando comparado a
dissacarideos. Stoll e Duncan (1996), por sua vez, pontua a interferéncia de metais na
assimilacdo do agucar pelas células.

Vadkertiové e Slavikova (2006) apresentam resultados satisfatorios quanto a capacidade de
leveduras das espécies (C. krusei, C. maltosa, C. lambica, P. anomala, P. americana, S.
cerevisiae, entre outras) de tolerarem metais toxicos como zinco, cobre, niquel e cddmio, em
faixas que variam de 0,1 a 20 mmol/L, podendo ser empregadas em processos de
biorremediacgdo de areas contaminadas e de efluentes industriais.

Estudos como o de Zinicovscaia et al. (2020) demonstraram alta eficiéncia de remogéo do
zinco presente em efluentes de industrias de galvanoplastia por leveduras inativadas do género
Saccharomyces, com remocao acima de 85% em pH = 6,0. Machado, Soares e Soares (2010)
relataram reduzir 89, 91 e 94% de Ni, Cu e Zn, em pH=6,0, de efluentes industriais utilizando
biomassa morta de uma linhagem de leveduras cervejeiras S. cerevisiae floculenta.

Vérias referéncias comprovam a eficiéncia da S. cerevisiae na remocdo de metais toxicos,
em solucdes aquosas. Na Tabela 04, séo descritas algumas referéncias do uso da levedura, sob

diferentes formas, como adsorvente para 0s metais niquel e zinco.

Tabela 04- Absorcdo dos metais zinco e niquel por diferentes formas adsorventes de Saccharomyces cerevisiae.

METAL FORMA REFERENCIA
Levedura residual da industria de fermentacao
Bakkaloglu et al. (1998)
(autoclavada a 120°C)
© . . :
5_ Células livres Al-Saraj et al. (1999)
< Células cultivas em laboratdrio (secas a 100°C) Ozer e Ozer (2003)
Leveduras protonadas Padmavathy et al. (2003)
Levedura residual da industria de fermentacao
Bakkaloglu et al. (1998)
(autoclavada a 120°C)
9 Células livres Al-Saraj et al. (1999)
'E Células imobilizadas em sepiolita Bag et al. (1997)

Células reticuladas de formaldeido em Zhao e Dunncan (1997)

biorreatores de coluna

Fonte: Adaptado de Wang e Chen (2006).
Jin et al. (2008) pontuam ainda que as células de leveduras Saccharomyces cerevisiae, nao

respondem a presenca do metal diretamente, mas sim, aos danos secundarios induzidos por

esses, uma vez que ndo existem sensores celulares especificos para isso.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975006000401?casa_token=rt9NuDqdkikAAAAA:8Bbdto1oFmi1hWE0-PKNcZa8Cnd3h_iKj9SogA6mOxAoXoOk_YzBg4IYzimVCv0324Z6JUJPt9e8#bib83
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia da Escola de Engenharia
Industrial Metaldrgica de Volta Redonda, da Universidade Federal Fluminense, situada em
Volta Redonda, Rio de Janeiro.

4.1 MICRORGANISMO UTILIZADO

Saccharomyces cerevisiae Voss Kveik (M12) foi obtida da empresa Mangrove Jack’s —
Albany, Nova Zelandia.

4.2 CULTIVO E MANUTENCAO DO MICRORGANISMO

A cepa de Saccharomyces cerevisiae Kveik seca foi hidrata em 200 mL de agua
destilada estéril por 20 min em temperatura ambiente. Apos hidratacéo, 5 mL da solugéo foram
transferidas para Erlenmeyers contendo meio liquido YEP adaptado (2% Maltose, 2% Peptona
de Caseina e 1% Extrato de Levedura) e crescida em incubadora refrigerada com agitacéo
orbitral (TECNAL/TE-421) a 30 °C e 175 rpm por 24 h.

Para o preparo das culturas estoque, uma alcada de 10 L foi inoculada em meio YEP
solido, acrescido de maltose, em placas de Petri. As placas foram incubadas por 24 h a 30 °C
em estufa bacterioldgica (TECNAL - TE-392/2). Apds crescimento das colbnias, as placas

foram mantidas sob refrigeracéo a 4 °C.

4.3 PREPARO DAS SOLUCOES ESTOQUES DE METAIS TOXICOS
Para 0s ensaios de estresse, absor¢éo e adsorcdo com metais pesados, solucdes estoques

foram preparadas com os sais: Cloreto de Cobre Il (CuCl,.2H20), Cloreto de Chumbo (PbCl.),
Cloreto de Cobalto 1l (CoCl,.6H20), Cloreto de Cadmio (CdCl2.H20), Cloreto de Niquel
(NiCl2.6H20), Cloreto de Zinco (ZnCl,), em &gua destilada e esterilizada. Todos os sais foram
adquiridos da empresa VETEC QUIMICA FINA Ltda.

4.4 CURVA DE CRESCIMENTO DA LEVEDURA
A levedura S. cerevisiae kviek foi crescida em Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL

de meio de cultura YEP liquido, em incubadora tipo shaker (TECNAL/TE-42I) sob agitacdo a
175 rpm e 30 °C de temperatura, por um periodo de 24 h, tendo seu crescimento medido em
espectrofotometro (SHIMADZU UV-1800).

Para a construgéo da curva de crescimento da Saccharomyces cerevisiae Kveik, frascos

erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio YEP liquido mais indculo em uma densidade
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dptica inicial de 0,1 (DO-s00nm -107 células/mL), foram colocados em incubadora tipo shaker
orbital (TECNAL/TE-42l) sob agitacdo a 175 rpm e 30 °C. Amostras foram coletadas a cada 2
horas, por um periodo de 36 h, e lidas no espectrofotdmetro (600 nm). A quantificacdo celular
foi estimada através da absorbancia (DO-soonm). FOram feitas trés repeticdes.

4.5 ENSAIOS DE RESISTENCIA DA S. cerevisiae Kveik A DIFERENTES METAIS EM
MEIO SOLIDO

O crescimento de S. cerevisiae Kveik em meio de cultura contendo diferentes
concentragdes de metais, foi utilizado para avaliar a resisténcia desta levedura aos metais cobre,
chumbo, cobalto, cddmio, niquel, zinco. O ensaio consistiu na deposic¢do de uma aliquota de 10
uL de uma cultura de S. cerevisiae Kveik em fase logaritmica de crescimento sobre o meio YEP
solido modificado (2% Maltose, 2% Peptona de Caseina, 2% Agar e 1% Extrato de Levedura)
contendo concentracdes crescentes de Cobre (0, 50, 100, 200, 300 e 600 ppm), Chumbo (0, 50,
100, 200, 300 e 600 ppm), Cadmio (0, 50, 100, 150, 200 e 300 ppm), Cobalto (0, 50, 100 e 200
ppm), Niquel (0, 150, 300, 600 e 900 ppm) e Zinco (0, 400, 800 e 1200 ppm). As placas foram
incubadas por 5 dias em estufa bacteriologica e o didmetro das coldnias medidos diariamente
(24, 48, 72, 96 e 120 h) com um paquimetro (King Tools — 300mm). Foram registradas imagens
no decorrer dos cinco dias e calculado suas areas.

A maior resisténcia da levedura S. cerevisiae Kveik aos metais foi determinado baseado

na capacidade de formacao de colonias. Foram feitas trés repeticdes.

4.6 CURVA DE CRESCIMENTO DA S. cerevisiae Kveik EM MEIO SUPLEMENTADO
COM NIQUEL E ZINCO

Para avaliar o efeito dos metais niquel e zinco no crescimento de S. cerevisiae Kveik,
frascos Erlenmeyers contendo 50 mL de meio de cultura YEP liquido mais indculo em uma
densidade Optica inicial de 0,1 ((DO-soonm -107 células/mL), foram suplementados com
concentragdes crescentes de niquel (0, 150, 300, 600 e 900 ppm) e zinco (0, 200, 400, 600 ppm),
definidas a partir de ensaios prévios de resisténcia. O pH do meio foi ajustado para 6,0 apds a
adicdo dos metais. Os frascos erlenmeyers foram colocados em incubadoras tipo shaker orbital
(TECNAL/TE-421) sob agitacdo a 175 rpm e 30 °C de temperatura.

O crescimento celular foi monitorando, medindo-se a densidade Otica em
espectrofotbmetro a 600 nm (SHIMADZU UV-1800), em tempos nos tempos de 0, 6, 12, 24,
48, 72, 96, 120 e 144 h,

Foram realizadas trés repeticGes.
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4.7 ENSAIOS DE REMOCAO COM BIOMASSA VIVA

Para a anélise da absorcao dos ions de niquel e zinco, pela levedura S. cerevisiae Kveik,
foram verificados o efeito do tempo, da concentracdo da biomassa viva e da concentragdo dos
metais no meio de cultura. O ensaio de absor¢do ocorreu em frascos erlenmeyes de 250 mL
contendo 50 mL do meio de cultura liquido YEP com maltose, acrescido das diferentes
concentragdes dos metais niquel (0, 100, 200 e 300 ppm) e zinco (0, 200, 300 e 400 ppm),
separadamente, mais biomassa viva da levedura em base Umida (2 e 5g). O pH do meio foi
inicialmente ajustado em 6,0.

Os frascos Erlenmeyers foram colocados em incubadoras tipo shaker (TECNAL/TE-
421) sob agitacdo a 175 rpm e 30 °C de temperatura. Aliquotas de 10 mL do meio foram
coletadas nos tempos 0, 24, 48 e 72 h de exposi¢cdo ao metal. Em seguida, essas amostras foram
centrifugadas (CIENTEC — CT6000R) a 3500 rpm por 15 min para a separacdo do
sobrenadante. O sobrenadante coletado foi analisado por espectrofotometria de absorcéo
atomica (VARIAN AA240) para a determinacao das concentracGes de Zn e Ni em solucéo.

A determinacdo da concentracdo de metal absorvido pela célula foi calculada pela razdo
entre a concentracdo do ion inicialmente colocado no meio e a concentracao residual do mesmo
Eqg. (01), encontrado no sobrenadante centrifugado, livres de células, em cada tempo do
tratamento (APHA, 2005).

(fon inicial)-(fon final)

R%abs = { } x100 Eq.(01)

fon inicial

O material sedimentado, apds a separacdo do sobrenadante, foi ressuspendido em 5 mL
de agua destilada e, por fim, homogeneizado. Essa mistura, foi entdo transferida para
recipientes, previamente pesados e levados a estufas a 105 °C, até atingirem peso constante. A
matéria seca foi entdo pesada em balanca analitica (TORTORA; FUNKE; CASE, 2019). O

calculo da massa seca é descrito pela Eg. (02):
MS = PA—PV Eq. (02)

Onde: MS = Massa seca em gramas do material
PA = Peso do recipiente mais amostra seca
PV = Peso do recipiente

Foram realizadas trés repeticoes.
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4.7.1 MICROSCOPIA OPTICA
A fim de se observar possiveis mudancas morfoldgicas, células da levedura S. cerevisiae

Kveik submetidas ao estresse por zinco e niquel e células isentas de estresse foram observadas
em microscépio éptico (OLYMPUS/BX51M — 1000x). Para isso, aliquotas de 2 mL foram
coletadas nas diferentes concentragdes com metais ao final das 72 h de experimento. As células
foram centrifugadas a uma velocidade de 3500 rpm por 15 min. O sobrenadante foi descartado
e 0 material sedimentado ressuspendido em 2 mL de &gua destilada. Uma amostra de 10 pL foi
espalhada sobre uma lamina e corada com Azul de Lactofenol (SIDRIM e ROCHA, 2004).

4.8 ENSAIOS DE REMOCAO COM BIOMASSA MORTA

Para a adsorcdo de Zinco e Niguel em solugéo, foram verificados o efeito do tempo, da
concentracdo da biomassa morta e da concentracdo inicial dos metais. Para tal, leveduras
Saccharomyces cerevisiae Kveik foram crescidas em meio YEP e autoclavadas a 121 °C por
15 min. Em seguida, o meio de cultura contendo as células mortas foi centrifugado a uma
velocidade de 3500 rpm por 15 min, sendo o sobrenadante descartado e o precipitado contendo
as células morta, separado para uso.

Frascos erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL das solu¢Ges de zinco nas
concentragdes 200, 300 e 400 ppm e niquel 100, 200 e 300 ppm, separadamente, mais a
biomassa morta da levedura umida (2 e 5g) foram mantidas sob agitacdo a uma velocidade de
175 rpm e temperatura de 25 °C. Aliquotas foram retiradas nos tempos 0, 5, 10, 15, 30, 60, 120,
240 e 360 min e centrifugadas a uma velocidade de 3500 rpm por 15 min (CIENTEC —
CT6000R). O sobrenadante coletado foi analisado por espectrofotometria de absorcao atbmica
(VARIAN AA240) para a determinacdo das concentracdes de Zn e Ni em solucdo (APHA,
2005).

A taxa percentual de remocdo R% do metal em solucdo, foi calculado pela expressao
Eq. 03

co—ce

R%:( co

) «100 Eq. (03)

Foram realizadas trés repeticdes.
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4.9 ANALISES ESTATISTICAS
Os dados expressos nas tabelas e graficos sdo descritos como média * desvio padrdo. A

analise estatistica foi realizada utilizando o software SISVAR®, com andlise de variancia
(ANOVA) e comparacdo das médias pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CURVA DE CRESIMENTO DA S. cerevisiae Kveik

A curva de crescimento da Saccharomyces cerevisiae Kveik é representado na Figura
05.

Figura 05- Crescimento da Saccharomyces cerevisiae Kveik em meio YEP liquido acrescido de maltose, incubada
a 30 °C por 36 h sob agita¢éo constante (175 rpm).
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Fonte: Propria, 2023.
O crescimento e reproducdo de leveduras, em parte, dependem da capacidade de

assimilacdo dos acucares fermentaveis presente no meio. Para leveduras cervejeiras, em geral,
0 consumo da maltose € mais lento. Ja para a cepa Kveik, no entanto, a eficiéncia de assimilacéo
dessa fonte de carbono é mais rapida, o que contribui para a aceleracdo do crescimento das
células (PREISS et al., 2018). Observa-se que em condi¢bes normais de cultivo, as seis
primeiras horas sdo caracterizadas pela adaptacédo da levedura ao meio (fase lag), e que sua fase
log de crescimento é observada entre 8 e 28 horas, sendo seguida pela fase estacionaria.

Foster et al. (2021), observaram resultados semelhantes a esses, com o inicio da fase de
crescimento apds as seis horas e reducdo no crescimento apds as 24 h, devido ao esgotamento
de cerca de 90% da maltose presente no meio.

A compreensdo do comportamento de crescimento da Saccharomyces cerevisiae €
fundamental no processo de biossor¢do de metais toxicos, ja que a idade celular é capaz de
influenciar no desempenho sortivo. Células em fase log ou em estagio exponencial de

crescimento, possuem uma capacidade de biossor¢do maior quando comparado as fases lag e
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estacionaria (WANG e CHEN, 2006). Este intervalo de tempo de crescimento encontrado (8-

28 h), correspondente a fase log, foi escolhido para realizagdo dos ensaios de bioacumulagéo e
adsorcao.

5.2 ENSAIOS DE RESISTENCIA DA S. cerevisiae Kveik A DIFERENTES METAIS

O comportamento frente ao estresse a metais toxicos em diferentes concentragdes de
Co, Cd, Ni e Zn no crescimento da levedura S. cerevisiae Kveik sdo observados na Figura 06.

Figura 06- Efeito das diferentes concentragBes dos metais Co, Cd, Ni e Zn no crescimento da levedura
Sacccharomyces cerevisiae Kveik em meio YEP s6lido, incubadas a 30 °C por 5 dias.
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Fonte: Propria, 2023.

Cobre e chumbo foram téxicos em todas as concentragcfes testadas, ndo registrando
formacdo de colbnias. Possiveis explicacdes sdo dadas por Souza (2013), ao analisar o efeito
da exposicao de celulas de S. cerevisiae a concentragdes inferiores a 1000 umol/l de chumbo,
observou modificacdes celulares associadas a perda da capacidade proliferativa, perda da
integridade membranar e mutagGes no vacuolo, principal organela associada a desintoxicacao
do metal na célula. J& Romandini et al. (1992) apontaram danos oxidativos as proteinas

celulares e a fungBes enziméticas, quando expostas ao cobre. Cordeiro (2016) aponta que metais
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como chumbo e cobre potencializam a producdo de espécies reativas de oxigénio, que
danificam enzimas, proteinas e lipideos, causando a morte da célula.

Analisando a Figura 06, nota-se que a resisténcia a cadmio e cobalto foram bem menores
quando comparados aos metais zinco e niquel. Enquanto o crescimento da colénia ocorreu até
100 ppm para o Co, sendo inibida em 200 ppm, para o Cd, a inibi¢do do crescimento s6 ocorreu
em 300 ppm e a maior resisténcia foi observada em meio contendo 200 ppm. Esses resultados
podem ser explicados pelos efeitos tdxicos dos metais ao microrganismo. Muthukumar e
Nachiappan (2010) apontam a redugéo de biomassa e perda da viabilidade celular, quando em
contato com cadmio. Além disso, espécies reativas de oxigénio, tém seus niveis aumentados
quando os organismos sdo submetidos a concentracdes elevadas do metal, provocando danos
aos acidos nucleicos, além de comprometerem a translocacao da membrana (LANDOLFO et
al., 2008).

Para os metais niquel e zinco, nota-se resisténcia em concentragdes de 600 e 800 ppm
respectivamente. Além disso, a formacdo de colbnias ja é observada nas primeiras 24 h de
crescimento, para concentracdes de 400 ppm de zinco e 300 ppm de niquel. Nota-se ainda que,
para as concentracfes de 100 ppm de cobalto e 200 ppm cadmio, maiores concentragfes
avaliadas, antes da inibicdo, a formacdo das col6nias se deram no terceiro e quarto dia,
respectivamente.

Esse perfil de resisténcia ao metal descrito por Zn > Ni > Cd > Co > Cu/Pb, se assemelha
ao trabalho de revisao de Massoud et al. (2019), ao descreverem uma ordem de resisténcia para
a Saccharomyces cerevisiae como sendo Zn> Cd> Co> Cu. No entanto, trabalhos como o de
Ozer e Ozer (2003), apontam uma maior resisténcia por Pb do que por Ni para 0 mesmo género
de leveduras, o que nos sugere entender que, cada cepa possui um perfil préprio de resisténcia.

Analisando melhor os dados do zinco, tidos como o metal com maior afinidade, observa-
se pela Figura 06 um crescimento significativo do tratamento controle, obtendo a maior média
com uma area de 123,94 mm?, ao final do experimento. Entre os tratamento contendo o metal,
as concentrages de 400 ppm e 800 ppm, apresentaram uma area média de 68,49 mm? e 31,46
mm?, respectivamente, ao final do quinta dia. Nota-se crescimento em todas os tratamentos
aplicados, com excecdo da concentracdo de 1200 ppm (inibitéria).

Resultados semelhantes foram encontrados por Belluco (2008), onde em seu estudo de
enriguecimento de leveduras S. cerevisiae vivas com 0S micronutrientes ferro e zinco,
demontrou que quando inoculada em meio de cultura YEPD sélido com concentracGes
crescentes de zinco (200, 400, 800, 1000 e 1200 mg), essa apresentava uma forte resisténcia ao

metal, com crescimento nas concentracdo de 400 e 800 ppm em 48 h. Concentragdes superiores
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testadas (1000 e 1200 ppm) inibiam seu crescimento. Diferente da cepa utilizada por Belluco,
a cepa Kveik apresentou crescimento na concentragdo de 400 ppm ja nas primeiras 24 h.

Para o niquel, nota-se que a concentracdo de 150 ppm apresentou uma maior média de
crescimento (71,92 mm?) quando comparado ao tratamento controle (65,23 mm?), ao final do
quinto dia. Além disso, € possivel observar diferenca no crescimento entre todos os tratamentos
aplicados. Com excessdo do tratamento de 150 ppm, a medida em que se aumentava a
concentragdo do metal no meio, menor era o crescimento observado. A concentragdo de 900
ppm, ndo registrou crescimento de coldnias, logo foi tida como inibitdria.

Hussein, Garabulli e Alhadad (2022) pontou os efeitos do niquel em diferentes
concentracdes no crescimento e divisdo celular de células de leveduras comercial S. cerevisiae.
Segundo os autores, em tratamento com 100 ppm e 200 ppm, foram observadas diminuigdes no
namero de células. Quando comparados ao presente estudo, nota-se que a reducdo no numero
de celulas s ocorre em concentracOes superiores a 300 ppm. Na concentra¢do com 600 ppm, a
formacdo de coldnias so ocorreu apds as 24 h.

A resisténcia ao metal, no entanto, ndo parece seguir um padrdo para as mais diversas
variedades de linhagens existentes. Mahalaksmi et al. (2010) apontaram uma forte resisténcia
da espécie S. cerevisiae ao niquel, com uma CIM igual a 3500 ppm, enquanto Banerjee et al.
(2022) obteve uma concentragdo minima inibitdria proximo a 5500 ppm. Essa alta resisténcia
ao metal, encontrada por esses autores, e também no presente trabalho € o primeiro passo para
tornar a Saccharomyces cerevisiae um material com forte potencial para biossor¢éo.

Ao final do quinto dia de avaliacdo, pode-se observar pela Figura 07, mudancas
morfoldgicas nas colonias.

Observando a Figura 07, é possivel acompanhar as respostas as diferentes concentracdes
dos metais testados. Além das variacdes no tamanho das coldnias, resultante da sensibilidade
ao aumento nas concentra¢des dos metais, 0s tratamentos tidos como controles e o tratamento
com 150 ppm de Zn, apresentam uma forma circular regular, com bordas inteiras bem
delimitadas. Ja para as colbnias submetidas a maiores concentra¢fes dos metais, nota-se a
formacdo de bordas mais irregulares, lobuladas, em concentracdes superiores a 300 ppm para
0 niquel e 400 ppm para o zinco. A concentracdo de 600 ppm de niquel apresentou forma
puntiforme. A textura, por sua vez, cremosa e de superficie brilhante foi observado em todas as
colénias para ambos os metais. J& a elevacdo apresentou diferenca entre os metais, sendo o

zinco convexa e o niquel papilada.
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Figura 07- Morfologia das coldnias de S. cerevisiae Kveik crescida por 5 dias em meio YEPD com concentracoes
crescentes de niquel e zinco.
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Fonte: Propria, 2023.
A pigmentacdo das colonias ndo apresentou distingdo, visualmente, entre 0s

tratamentos, com uma coloragdo mais proxima ao creme, com excessdo da concentracdo de 600
ppm para o niquel, onde foram formadas pequenas colénias mais esbranquicadas. Belluco
(2008) demonstrou que cblonias de Meyerozyma sp. crescidas em meio de cultura com cobre
(5 e 10 mmol/L) apresentavam mudancas na coloracdo, de bege leitoso para acizentadas, além

de bordas mais irregulares.

5.3 CRESCIMENTO DA S. cerevisiae Kveik EM MEIO LIQUIDO SUPLEMENTADO COM
NIQUEL E ZINCO

Para o ensaio de resisténcia da levedura Saccharomyces cerevisiae Kveik aos metais
niquel e zinco, foram tomadas condi¢cfes de processo considerando a combinacao dos fatores:
melhores condicGes de desenvolvimento para um organismo vivo e valores encontrados na
literatura para efluentes composto por zinco e niquel. Para tal, utilizou-se o pH = 6,0 e
temperatura de 30 °C (OZER e OZER, 2003; MAPOLO e TORTO, 2004; FOROUGH et al.,
2022).

5.3.1 NIQUEL
O crescimento da levedura Kveik em meio liquido, quando comparado ao crescimento
em meio sélido, se distingue no que diz respeito a concentracdo de inibi¢cdo. A concentracdo

de 600 ppm, que nos ensaios em meio sélido registraram um baixo crescimento, foi capaz de
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inibir o crescimento do microrganismo quando em meio liquido, registrando valores préximos
a 0 DO(600abs).

As curvas de crescimento da S. cerevisiae Kveik estdo representadas na Figura 08. As
letras seguidas das médias indicam, segundo o teste de tukey (p<0,05%), que os tratamentos
controle e 100 ppm, ndo diferiram entre si ao final do crescimento. J4 os tratamentos com 200,
300 e 600 ppm, diferiram entre si e dos tratamentos controle e 100 ppm.

Figura 08- Crescimento da S. cerevisiae Kveik em meio YEP liquido com diferentes concentragfes de niquel,
incubada a 30 °C por 144 h sob agitacdo constante (175 rpm).
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Fonte: Propria, 2023.

Pela Figura 08, pode-se observar que as concentragdes controle e 100 ppm,
apresentaram comportamento similar da curva, com uma fase lag de 6 h, seguida de uma fase
exponencial compreendida das 6 as 48 h. Apds esse tempo, as leveduras entraram em estado
estacionario até o final do experimento (120 h), onde as médias de crescimento foram 18,16 e
18,35 DO(s00ans), respectivamente.

Ja os tratamentos contendo 200 e 300 ppm apresentaram diferencas significativas entre
si e também quando comparados aos tratamentos controle e 100 ppm. O meio suplementado
com 200 ppm, apresentou uma fase lag de aproximadamente 9 h e crescimento até as 24 h,
enquanto o meio contendo 300 ppm de niquel, apresentou a maior fase de adaptacdo (12 h), e
uma fase de crescimento exponencial encurtada, sendo compreendida entre 12 e 24 h. A reducéo
no crescimento da levedura, quando comparados ao tratamento controle, foram de 62 e 79%,

para 200 e 300 ppm, respectivamente.
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Hussein, Fauzia e Aml (2022), demonstraram resultados diferentes de crescimento ao
estudar o efeito do sulfato de niquel na divisdo celular de leveduras S. cerevisiae. Segundo 0s
autores, em concentracdes de 100 e 200 ppm, os valores obtidos de densidade Optica foram de
aproximadamente 7 e 3 DO(s00abs) €M 48 horas de crescimento. Esses valores observados, séo
bem inferiores aos encontrados para a cepa Kveik utilizada nesse estudo, onde em 48 h
apresentaram crescimento de 17,47 e 6,7 DO(eo00aps), para 0s meios com 100 e 200 ppm,
respectivamente.

O tratamento contendo 600 ppm de niquel em solucdo foi tido como inibitério, ndo

registrando nenhum crescimento.

5.3.2 ZINCO

Foi observado que nas concentragdes testadas (0, 200, 400, 600 ppm), a S. cerevisiae
Kveik apresentou crescimento apenas em 200 e 400 ppm de zinco, sendo esse ultimo, metade
do valor encontrado no crescimento em meio sélido (800 ppm). Adams et al. (2015) pontua o
aumento da disponibilidade dos ions para interacdo, quando em fase liquida, ja que, quando
crescidos em meio solido, os contaminantes tendem a estar mais fortemente sorvidos a outros
compostos, 0 que impede a interagdo com o microrganismo. A toxicidade dos metal, de maneira
geral, depende de uma combinacdo de fatores, entre os quais, a sua solubilidade e
biodisponibilidade. Entendida como a porcdo elementar disponivel, a biodisponibilidade, esta
relacionada com a especiacdo do metal e com a quantidade de ions livres capazes de serem
assimilados por um organismo (SCHUBAUER-BERIGAN et al., 1993).

As curvas de crescimento da S. cerevisiae Kveik estdo representadas na Figura 09. E
possivel observar que o tratamento controle apresentou uma menor fase de laténcia (9 h),
seguido de um periodo de crescimento exponencial, compreendido entre 9 e 48 h. Ao final das
144 h, o tratamento apresentou uma reducao no crescimento celular com uma média de 18,73
DO(600abs), Similar a encontrada pelo meio suplementado com 400 ppm do metal com 18,41
DO(600abs). As letras seguidas das médias indicam, segundo o teste de tukey (p<0,05%), que 0s
tratamentos controle e 400 ppm de zinco ndo diferiram significativamente ao final do
crescimento. Ja os tratamentos com 200 e 600 ppm, diferiram entre si e dos tratamentos controle

e 400 ppm.
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Figura 09- Crescimento da S. cerevisiae Kveik em meio YEP liquido na presenga de diferentes concentragdes de
zinco, incubada a 30 °C por 144 h sob agitacdo constante (175 rpm).
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Fonte: Propria, 2023.
Para o tratamento com 200 ppm, nota-se que a fase de adaptacéo € superior a controle e

inferior ao tratamento com 400 ppm, sendo identificada proxima a décima segunda hora. A fase
de crescimento, por sua vez, foi superior ao tratamento controle, com aumento na quantidade
de células sendo geradas até as 72 h. Ao final do experimento, nota-se que esse tratamento
apresentou um maior crescimento com 21,35 DO(eo0abs), registrando um aumento de 15,96%
quando comparado aquele isento de metal.

Dodic, Popov e Markov (2000) relataram que leveduras Saccharomyces cerevisiae
crescidas em meio Sabouraund suplementado com concentracdo de 220 mg/L de zinco,
apresentaram um efeito positivo no crescimento das células, quando em pH tamponado em 6,
aumentando o rendimento de biomassa. Ainda que nesse experimento o pH tenha sido ajustado
apenas inicialmente, os crescimentos observados foram similares, com um maior rendimento
de biomassa sendo gerada na concentracdo de 200 ppm.

O tratamento contendo 400 ppm de zinco apresentou a maior fase de laténcia da
levedura, com inicio de crescimento ap6s as 72 h. Esse longo periodo pode ser associado a
adaptacdo ao estresse promovido pelo metal ao microrganismo. Sua fase exponencial de
crescimento teve duracdo de 48 h, onde deu-se inicio a um estado estacionario. A concentracdo
de 600 ppm foi tido como inibitorio para o crescimento do microrganismo crescido em meio

liquido, com valores inferiores a 1,0 DO(600abs)-
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O estudo da cinética da levedura em meio liquido contendo zinco nos permite observar
que mesmo quando submetidas a concentragdes crescentes do metal, a Saccharomyces

cerevisiae Kveik, aumenta seu tempo de adaptacdo, mas resiste aos efeitos toxicos do mesmo.

5.4 REMOCAO DE IONS NIQUEL E ZINCO POR CELULAS VIVAS DE S. cerevisiae
Kveik

O comportamento da absor¢éo e a afinidade pela levedura S. cerevisiae Kveik aos metais

niquel e zinco, sdo discutidos a seguir, separadamente.

5.4.1 NIQUEL

Na Tabela 05 estdo descritos os resultados de absor¢do do niquel utilizando 2 e 5g de
levedura viva de Saccharomyces cerevisiae Kveik como bioadsorvente. Nota-se um resultado
parecido ao encontrado para o zinco, onde em todas as concentragdes de niquel testadas, foram
observados acimulos do metal na levedura. Os valores no entanto, foram inferiores a 2% de
remocdo para ambas as doses de adsorvente testadas (2 e 5g). As médias de remocao
observadas, ndo diferiram estatisticamente entre as horas analisadas, segundo o teste de Tukey
(p<0,05%)

Tabela 05- Absorc¢do de niquel por biomassa viva de S. cerevisiae (2 e 59), adicionada em meio de cultura contendo
diferentes concentracdes do metal.

TEMPO
Conc.

(ppm) / Oh 24 h 48 h 72 h
Biom. (g)

Ci (ppm) Cf(ppm) R(%) Cf(ppm) R(%) Cf(ppm) R(%)

29 106,271+0,18 105,428+0,24 0,79% 105,051+0,23 1,14a 104,995+0,28 1,20a

§ 5g 110,296+0,11 108,745+0,39 1,4 108,459+0,41 1,66a 108,419+0,46 1,70a
29 201,430+0,32 200,708+0,37 0,35a 200,701+0,22 0,36a 200,674+0,18 0,37a
§l 5g 201,588+0,61 200,962+0,54 0,31la 200,347+0,53 0,61a 200,194+0,53 0,69a
2g 300,679+0,35 300,276+0,33 0,13a 300,095+0,32 0,19a 300,01+0,32 0,22a
§ 5g 301,306+0,12 300,561+0,24 0,24a 300,308+0,38 0,33a 300,178+0,29 0,37a

Fonte: Prépria, 2023. Ci = Concentracédo inicial; Cf = Concentracdo final; R(%) = Taxa de remocdo. Valores
seguidos pelo desvio padréo referente a média de trés repetigdes. Letras mindsculas iguais em uma mesma linha
ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Nota-se que, a maior remogao ocorreu no tratamento de 200 ppm, com remogoes

de 1,27 e 1,87 ppm, para os tratamentos com 2 e 5g. As primeiras 24 h de contato adsorvente-
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adsorvato foram tidas como a de maior remogdo com valores iguais a 0,84 e 1,55 ppm, valores
estes, correspondendo a mais de 60% de toda bioacumulagéo. Perfil semelhante de remocéo
foram observados para as concentragdes de 200 e 300 ppm, onde a dose do adsorvente
promoveu uma melhoria na capacidade bioacumulativa.

Em contrapartida, o aumento na dose do adsorvato influenciou negativamente na taxa
de remocdo. Quando comparados as taxas de 100 e 300 ppm para ambos os tratamentos (2 e
50), observa-se uma reducdo de 6 e 4 vezes na capacidade da levedura em bioacumular o metal.
Uma possivel justificativa a esse fato é explicada por Silva et al (2007b), que observaram uma
menor viabilidade de células de Saccharomyces cerevisiae, a medida em que se aumentava o
nivel de niquel de 118 para 322 ppm.

O resultado absortivo, embora baixo, demonstrado nesse estudo, foi superior ao
encontrado por Stoll e Duncan (1996), onde 1g da levedura foi capaz de absorver 56 ug de Ni
de um efluente de galvanoplastia, inicialmente contendo 15,6 mg/L, em pH variando, apos 15
h de exposicéo.

Ja Al-Saraj et al. (1999) demonstrou um potencial de absorc¢do superior a desse estudo
utilizando 1g de levedura viva de S. cerevisiae, onde a taxa de remoc¢éo em 24 h de exposicéo
foi igual a 7,98 mg, quando em pH tamponado 6. Quando comparado os dados obtidos nesse
estudo, nota-se que a absorc¢ao encontrada pelos autores foi superior em 6 e 4 vezes quando na
utilizacdo de 2 e 5¢g de levedura. O efeito do pH foi observado pelos autores como de maior
influéncia na capacidade absortiva por células livres e, junto a toxicidade do metal ao
microrganismo, pode ser uma das justificativas associadas ao baixo desempenho de remocéo
desse estudo.

Cabe ressaltar a influéncia do niquel no sistema de absorcdo de fontes de carbono
presentes no meio, por células de S. cerevisiae. Segundo Borst-Pauwels (1981) o niquel é capaz
de promover interferéncia no processo, reduzindo sua capacidade de absorcdo e
consequentemente, utilizacdo para fins metabolicos. A impossibilidade de absorcéo de agucares
disponiveis, influencia negativamente na capacidade absortiva do metal, ja que, assim como
exposto para 0 zinco, o processo de translocacdo de metal do meio extracelular para 0 meio
intracelular ocorre por canais transmembrana que dependem de energia.

Outro fator que pode estar associado ao baixo desempenho é o pH do meio, que variou
ao longo das 72h de experimento, demonstrando um comportamento de acidificacdo imediata
apos a introducdo do metal, seguido de uma crescente alcalinidade. Os resultados monitorados

séo descritos nas Figuras 10 para as concentragdes de 100, 200 e 300 ppm, respectivamente.
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Figura 10- Valores de pH obtidos no processo de absor¢do com 100 ppm (A e B), 200 ppm (C e D) e 300 ppm (E
e F) de niquel, empregando 2 e 5g de biomassa viva de S. cerevisiae Kveik, respectivamente.
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Observa-se na Figura 10 que, o pH de ambos os tratamentos, 2 e 5g, apresentaram um

comportamento similar ao registrar uma acidez inicial até as 24 h, sendo seguido por uma

tendéncia a alcalinidade do meio até as 72h, sendo registrados, ao final do experimento, pH

iguais a 8,55 e 8,57. Nota-se também que, enquanto acido, a remogéo dos ions de niquel pela

levedura era favorecida, em contrapartida, apds as 48 h quando o pH registrado era neutro ou

alcalino, a concentragdo pouco variou.
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Esse comportamento de pH, foi observado por Can e Jianlong (2008) e esta associado a
interacdo com o metal. Segundo os autores, quando em contato com zinco, as leveduras liberam
fons Potassio e Sodio de forma continua e crescente, metais alcalinos, que contribuem para o
aumento do pH. Em seu estudo o pH inicial medido foi de 5,65 e ap0s 24 ja apresentava um pH
neutro tendendo a alcalinidade. Além dos ions, matéria organica como proteinas contendo
nitrogénio também sdo liberadas pela biomassa.

A indisponibilidade do metal para interacdo com o organismo pode ser tida como uma
das possiveis causas para baixas remoc6es apds as 24 h. Yoshito et al. (2004), observaram que
em pH superior a 7,0 o niquel tende a se ligar a anions OH", formando hidréxido de niquel.
Ligacdo mais forte do que a promovida pelos sitios ativos, a formagéo de hidroxidos diminui a
disponibilidade de ions em solucéo, afetando a eficiéncia do processo. A medida em que esse
pH se torna ainda mais alcalino, a porcentagem de precipitacdo do metal no meio é acentuada.
Além disso, como visto, matérias organicas liberadas pela biomassa viva podem competir com
0s ions, tornando-os indisponiveis para absorgéo.

O comportamento do pH para a concentracdo de 200 ppm (Figura 10 - C) apresentou
um comportamento distinto do observado na concentracdo de 100 ppm, pelo menos para o
tratamento envolvendo 2g de levedura, onde o pH se manteve acido até as 48 h e apds esse
tempo registrou um pH alcalino. Nota-se ainda que, a concentracdo de metal no meio apresentou
pouca variacdo apos as 24 h, ainda que em pH acido, demonstrando quase nenhuma remocéo
do metal, com valores préximos. Para o tratamento com 5¢g (Figura 10 - D), no entanto, 0 meio
se tornou alcalino em um menor tempo, logo apds as 24 h, quando comparado ao tratamento
com 2g. Observa-se ainda que variacdo na concentracao entre os tempos de 48 e 72 h foi de
0,16 ppm. Silva et al. (2007b) pontuam a influéncia do pH na toxicidade do metal a leveduras
do género S. cerevisiae, para valores de pH superior a 6,5, com uma menor toxicidade do metal
ao microrganismo resultante de uma menor interacdo entre eles pela indisponibilidade do metal.

O comportamento do pH para a concentracdo de 300 ppm de niquel é observado nas
Figura 10 (E e F). Nota-se para o tratamento empregando 2g de levedura, um comportamento
semelhante ao observados na concentracdo de 200 ppm, onde o pH em 24 h registrou um menor
valor (4,73), quando comparado ao pH inicial, apresentando uma tendéncia a neutralidade ao
final das 72 h. A concentracdo variou pouco ao longo das horas, com as maiores remocdes
ocorrendo até as 48 h. Quando na utilizacdo de 5g de biomassa de levedura viva, 0
comportamento foi similar aos demais tratamentos com o meio acidificado inicialmente e um
pH alcalino ap6s as 48 h. Quando associado o pH a concentra¢do do meio, nota-se que quando

em meio acidificado, a remocao era maior.
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5.4.1.1 RENDIMENTO DA BIOMASSA SECA APOS CONTATO COM DIFERENTES
CONCENTRAC;OES DE NIQUEL.

O efeito das diferentes concentracbes de niquel (100, 200 e 300 ppm) sobre o
rendimento de células de S. cerevisiae Kveik, bem como esses se relacionam com a eficiéncia

na remog&o do metal, sdo demonstrados na Figura 11.

Figura 11- Rendimento da biomassa de levedura S. cerevisiae Kveik, no processo de absor¢do de niquel,
empregando 2g e 5g do bioadsorvente em meio suplementado com 100 ppm (A e B), com 200 ppm (C e D) e 300
ppm (E e F).
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Fonte: Prépria, 2023.
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O comportamento da biomassa seca para 0s tratamentos com 2 e 5 g apresentaram
padrdes semelhantes ao encontrado para o zinco, onde a medida em que se aumentava a
concentracdo do metal no meio menores rendimentos de biomassa eram obtidos. Além disso,
enquanto o tratamento de menor concentracao do adsorvente (2g), observou-se um rendimento
crescente da biomassa, o tratamento com maior concentra¢dao (5g), notou-se um aumento no
rendimento até as 48 h, sendo reduzida em 72 h. Diferencas significativas foram observados
entre os tratamentos, tendo a concentracdo de 100 ppm a maior média e as concentracdes de
200 e 300 ppm, ndo diferindo entre si estatisticamente, segundo o teste de Tukey (p<0,05%)
para os tratamentos com 2 e 5g.

Observa-se que, para o tratamento contendo 100 ppm de niquel e 2g de levedura viva,
um maior rendimento de biomassa é observado em 24 h, onde 0 peso seco mais do que dobrou.
Nos tempos subsequentes, a taxa de crescimento foi reduzindo para 33% em48 he 11% em 72
h. Ja para o tratamento com 5g, 0s crescimentos foram de 22 e 3% para 24 e 48 h e uma reducéo
de aproximadamente 20% para as 72 h.

Comportamento similar foi apresentado para a concentracdo de 200 e 300 ppm, em
ambos o0s tratamentos (2 e 5g) para as horas iniciais do experimento onde o rendimento foi
superior a 100%. Ja as reducgdes no rendimento foram de 20 e 3%, para 200 e 300 ppm

respectivamente.

5.4.2 ZINCO

Na Tabela 06 estdo descritos os resultados de absorcéo de zinco utilizando 2 e 5g de
levedura viva de Saccharomyces cerevisiae Kveik como bioadsorvente.

Em todos os niveis de contaminagdo foram observadas remocdes do metal pelas células
vivas da levedura Saccharomyces cerevisiae Kveik. Esses valores, no entanto, indicam uma
baixa capacidade de remoc¢édo de zinco em solucdo, com valores inferiores a 1% em todas as
concentracdes testadas para 2g de levedura.

Apesar de apontar uma melhora na capacidade absortiva, decorrente da maior
disponibilidade de células vidveis capazes de promoverem o transporte do meio extracelular
para 0 meio intracelular, as porcentagens de acimulo do metal para o tratamento com 5g de

levedura, seguem sendo baixas.
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Tabela 01- Absorcdo de zinco por biomassa viva de S. cerevisiae Kveik (2 e 5g), adicionada em meio de cultura
contendo diferentes concentragdes do metal.

conc. TEMPO
(ppm) / Oh 24 h 48 h 72 h
Biom. (9  ci(ppm)  Cf(ppm) R(®%) Cf(ppm) R(%) Cf(ppm) R(%)
29 204,94+0,01 203,79+0,02 0,55a 203,57+0,02 0,66a 203,24+0,01 0,83a

§ 59 204,39+0,01 201,53+0,00 1,39a 200,77+0,00 1,76a 200,23+0,01 2,03a
29 299,16+0,07 298,24+0,03 0,30a 297,97+0,01 0,39a 297,92+0,00 0,41a
§ 59 300,84+0,00 298,20+0,01 0,87a 297,95+0,00 0,96a 297,21+0,00 1,20a
29 396,07+0,05 395,70+0,05 0,09a 395,12+0,00 0,24a 394,93+0,00 0,28a
§ 59 401,94+0,02 400,19+0,01 0,43a 399,45+0,01 0,61a 399,19+0,01 0,68a

Fonte: Prépria, 2023. Ci = Concentracéo inicial; Cf = Concentracdo final; R(%) = Taxa de remocédo. Valores
seguidos pelo desvio padréo referente a média de trés repeticdes. Letras minGsculas iguais em uma mesma linha
ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Resultados de absorcéo semelhantes séo relatados por Bakkaloglu et al. (1998) onde 1g
da cepa da levedura S. cerevisiae de origem inglesa, utilizada no estudo, foi capaz de remover
1,95 mg (5%) de zinco do meio, incialmente com 40,8 mg/L de concentracdo, valor este,
superior a maior taxa de remocdo encontrada nesse estudo de 1,70 ppm (0,83%), no meio
suplementado com 200 ppm.

Nota-se ainda que, a maior parte do processo de acumulo do metal, ocorre nas primeiras
24 h, com 1,15 ppm e 2,86 ppm, para os tratamentos com 200 ppm, 0,92 e 2,64 ppm, para 0S
tratamentos com 300 ppm e 0,37 e 1,75 ppm para o tratamento com 400 ppm para 2 e 5g,
respectivamente. Nota-se ainda que as taxas ndo diferiram significativamente ao longo das
horas analisadas, para ambos os tratamentos, segundo o teste de Tukey (p<0,05).

Para a concentracdo com 400 ppm, o comportamento também se mostrou similar ao
observado na cinética de crescimento, onde a adaptacdo da levedura ao estresse do meio foi
maior, o que justificaria uma absorcéo mais lenta e gradativa. Além disso, o pH do meio pareceu
demonstrar influéncia nos resultados sortivos do zinco. A Figura 12 traz a evolugdo do pH ao
longo das 72 h de experimento. Nota-se uma acidificacdo inicial em todas as concentragdes
(200, 300 e 400 ppm) e tratamentos (2 e 5g), sendo seguidas por uma forte tendéncia a
alcalinidade.

Observa-se na Figura 12 (A e B) que, independentemente da concentragéo inicial do

adsorvente utilizado no experimento de bioacumulagdo com 200 ppm de zinco, os valores de
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pH se mantiveram abaixo ou préxima da faixa, incialmente ajustada em 6, apenas nas primeiras
24 h, tornando-se mais alcalino nas horas subsequentes, até o final do experimento, onde foram
registrados pH = 8,52 e 8,34, para os testes com 2g e 5g de biomassa, respectivamente.

Figura 12- Valores de pH obtidos no processo de absorcédo com 200 ppm (A e B), 300 ppm (C e D) e 400 ppm (E

e F) de zinco, empregando 2 e 5g de biomassa viva de S. cerevisiae Kveik, respectivamente.
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Esses dados, quando correlacionados com as concentragcdes absorvidas, nos permite
identificar que a maior eficiéncia da levedura no processo sortivo é registrada exatamente nessa
mesma faixa de tempo (0-24 h) com uma remogéo de 1,14 ppm em 2g e 2,85 ppm em 5g.

Esses valores de pH observados se enquadram na faixa descrita por Massoud et al.
(2020), como aquela com melhores resultados de sorcdo para 0 zinco, sendo esta
compreendidos entre 5 e 5,8.

O comportamento do pH no tratamento contendo 300 ppm de zinco (Figura 12 — C e D)
se assemelhou ao tratamento com 200 ppm, ao registrar valores de pH abaixo de 6 nas primeiras
24 horas, com pouca ou nenhuma varia¢do nos valores. Quando em 48 h, 0 meio comegou a
apresentar uma tendéncia a alcalinidade, sendo registrados valores de pH ao final do
experimento, com 7,84 e 8,36 para 2 e 5¢.

A remocdo do metal no intervalo de tempo compreendido entre 48 e 72 h, praticamente
ndo diferiram para o tratamento com 2g de biomassa da levedura, o que ndo é observado no
tratamento com 5g de levedura, onde a remocéo foi de 0,75 ppm, aproximadamente 20% da
concentracdo total do metal absorvido. Farhan e Khadom (2015) demonstraram que, ainda que
se obtenha um decréscimo na remoc¢édo do metal a medida em que se torna mais alcalino o meio,
os valores de remocgédo tendem a permanecer satisfatérios. Ainda que os dados obtidos no
presente estudo indiquem um acréscimo na remocdo, esses valores ndo diferiram
significativamente.

Diferente dos resultados observados nos dois outros tratamentos, com 200 e 300 ppm,
o tratamento contendo 400 ppm (Figura 12- E) se manteve dentro da faixa de pH ajustada até
as 48 h, expressando ao final do experimento, um pH ainda acido. Para o tratamento com 5g
(Figura 12 — F), observou-se um comportamento distinto, onde o pH permaneceu acido até 48
h, se tornando alcalino em 72 h.

Embora os testes com 400 ppm permanecessem dentro da faixa de pH sugerida pela
literatura durante a maior parte do experimento, quando observado a concentra¢do de zinco
removida do meio pela levedura S. cerevisiae Kveik, nota-se que esse tratamento apresentou
um menor desempenho, com 1,13 ppm (2g) e 2,75 ppm (5g). Esses resultados sugerem que no
processo de acumulo do metal zinco por leveduras Kveik, todas as variaveis devem ser
consideradas, sendo a concentracdo inicial do metal, um fator limitante ao processo de absorcéo.
Além disso o pH pode ter afetado a quimica do metal em solugéo, causando complexacéo e,
precipitacdo. Ressalta-se ainda a capacidade de ions, antes associados, de se dissociarem dos
sitios de ligacdo da biomassa para se ligarem a ions OH" (ZINICOVSCAIA et al., 2020a).
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Além da adaptacdo ao meio e do pH, Sun e Wang (2022) defendem duas outras
possibilidades associadas a baixa capacidade absortiva: a ocorréncia de efluxos e a
desaceleracdo da captacdo de ions devido a diminuicdo da capacidade de ligacdo do metal aos
transportadores de membrana. Esses autores, demonstraram ainda que leveduras do género
Saccharomyces quando submetidas a altas concentragfes de zinco extracelular (>5mmol/L),
descarregavam o Zn internalizado para 0 meio extracelular em um periodo de 4h, como forma
de mecanismos de defesa. Naik et al. (2022) reforcam a possibilidade de efluxo por S.
cerevisiae, como uma forma das células prevenirem a supersaturacdo do elemento e
consequente toxicidade.

Liet al. (2013) aborda ainda, uma outra justificativa, associada a presenca de cations no
processo de absorcdo. Segundo os autores, em condi¢cbes de estresse toxicas aos
microrganismos, o rompimento da membrana celular permite a liberagdo de ions K*e Mg?* ao
meio, que por sua vez, passariam a inibir a absor¢do do zinco em outras leveduras ainda
integras, ja que disputariam pelo mesmo sitio ativo de ligacao.

A eficiéncia de S. cerevisiae pode ainda ser comparada com a de outros microrganismos
biosorventes. Marcante et al. (2014) demonstraram que micélios de Agaricus subrufescens nao
foram capazes de absorver o metal em concentracdes superiores a 10 ppm, causando inclusive
sua morte. Pereira et al. (2011) relataram a remocéo de 3,585 e 3,315 mg de zinco para oS
fungos Aspergillus brasiliensis e Penicillium citrinum, respectivamente, ap6s 120 h de contato,
valores esses inferiores aos encontrados nesse estudo para o tratamento com 5g do
bioadsorvente, obtendo remocdo de 4,158 ppm (= 4,158 mg). Além disso, a cepa Kveik
demonstrou uma resisténcia 40 vezes maior quando comparada ao fungo A. subrufescens.

A utilizacdo de células livres vivas da cepa Kveik nos permite observar que, ainda que
exista uma forte resisténcia das leveduras a altas concentracdes de zinco, 0S processos que
envolvem metabolismo ativo, ainda sdo limitados por condi¢des intrinsecas do organismo.

Nota-se que processos de remocdo com células vivas € essencial considerar, além da
espécie com capacidade de resisténcia a altas concentracdes de poluentes, microrganismos que
possuam mecanismos de defesa, que os protegem de efeitos negativos no interior de suas
células. Mecanismos de ligacao intracelular como proteinas (metalotioneinas e fitoquelatinas),
sdo capazes de complexar os poluentes e evitar que esses participem de processos metab6licos.
Fatores como as condicOes de processo, também podem atuar favorecendo ou impedindo que a
acumulacdo de ions ocorra, entre elas: o pH, a disponibilidade de nutrientes e a concentracao
do poluente (AKSU e DONMEZ, 2005; CHOJNACKA, 2010).
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5.5.2.1 RENDIMENTO DE BIOMASSA SECA APOS CONTATO COM DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE ZINCO.

O efeito das diferentes concentracées de zinco (200, 300 e 400 ppm) sobre o rendimento

da células de Saccharomyces cerevisiae Kveik, bem como esses se relacionam com a eficiencia

de remogéo do metal, sdo demonstrados na Figura 13.

Figura 13- Rendimento da biomassa seca de levedura S. cerevisiae Kveik, no processo de absor¢do de zinco,
empregando 2g e 5g do bioadsorvente em meio suplementado com 200 ppm (A e B), com 300 ppm (C e D) e 400

ppm (E e F).
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Em ensaios de biossorcdo dependentes do metabolismo, fatores como viabilidade
celular e capacidade de reproducdo, sdo de extrema relevancia, ja que a eficiéncia de absorcéo
é influenciada pela capacidade ndo s6 de tolerar ao estresse, mas de acumular e sobreviver as
altas concentragdes (VOLESKY, 1990). Nos tratamento submetidos ao estresse, em ambos 0s
experimentos (2 e 5g), apresentaram um padrdo de crescimento inversamente proporcional a
concentracdo do metal no meio, onde a medida em que se aumentava a concentragao, reduzia-
se 0 rendimento de biomassa (Figura 13). Diferencas significativas foram observadas entre os
tratamentos, tendo a concentracdo de 200 ppm, apresentando maior média de rendimento.

Além disso, nota-se um crescimento progressivo, em todas as concentracGes, para o
tratamento contendo 2 g da levedura, conforme se passavam as horas, tendo o rendimento da
hora posterior sempre maior, do que a da hora anterior. Esse perfil, no entanto, ndo é observado
para o tratamento contendo 5 g da levedura, onde os rendimentos médios das 72 h, foram
inferiores aos das 48 h, para todos as concentracfes de metal. Uma possivel justificativa esta
no esgotamento de nutrientes e excesso de metabolitos secretados, que na pratica, conduzem as
celulas a um estado estacionario de crescimento.

Observa-se ainda que, para a concentracdo de 200 ppm, nas primeiras 24 h, a biomassa
quase dobrou de valor. Ao passo com que se aumentava o tempo de contato da levedura com o
meio suplementado com zinco, os valores de crescimento reduziam para 33 e 18% para 48 e
72 h, respectivamente (Figura 13 — A). Ja para o tratamento com 5 g de levedura, observa-se
um aumento de, aproximadamente, 24 e 25% para 24 h e 48 h e uma reducéo de 5,3% para 72
h. Esses dados estdo de acordo com os resultado obtidos para a absorcao do zinco pela levedura,
onde o primeiro intervalo de tempo, compreendido entre 0 e 24 h, foi 0 que apresentou maior
taxa de remocdo no experimento. Além disso, nos permite afirmar que a reducao na geracgéo de
novas células, somados a saturacdo das células adultas presentes no meio, impossibilitam o
acumulo de maiores concentracdes do metal.

As médias de rendimento da biomassa encontradas no tratamento com 300 ppm
(Figuras 13 — C e D), apresentou comportamento similar ao encontrado no tratamento com 200
ppm, onde um maior rendimento de biomassa é registrado nas primeiras 24 horas, fase na qual
também se tem também uma maior remoc¢do do zinco. O maior rendimento da biomassa foi
observado ao final das 72 h com 113,03 pg/mL para o tratamento com 2g e as 48 h para o
tratamento com 5g com 172,77 pg/mL. Além disso, nos tempo de 48 e 72 h, 0 comportamento
de absorcdo parace entrar em equilibrio, registrando valores que ndo diferem entre si

estatisticamente.
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Observa-se pela Figura 13 (E) que a levedura apresentou crescimento até o final do
experimento (72 h) quando em concentracdo de 400 ppm de zinco. Nota-se também, um menor
crescimento até as 24 h, quando comparado aos tratamentos com 200 e 300 ppm. O rendimento
médio final de crescimento, apds as 72 h, foi de 111,30 pg/mL e 135,83 pg/mL de biomassa
seca, para 2 e 5g, respectivamente.

Ainda que o peso seco indique crescimento da levedura no meio, a viabilidade das
células ndo foram avaliadas, podendo conter nesses valores, células mortas. Essa diminuicao
do rendimento da biomassa, quando comparado os valores dos tratamentos, pode ser explicado
pela toxicidade inevitavel do zinco. Tal fato, justificaria portanto, os menores valores de
absorgdo observados nos tratamentos com maiores concentragdes de metal.

Os resultados de peso seco observados neste estudo estdo de acordo com o trabalho de
Azad, Shariatmandari e Torshizi (2014), onde os autores, ao submeterem leveduras da espécie
Saccharomyces cerevisiae a concentracdes crescentes de metal (5, 10, 15, 30 e 60 mg.L™),
registrarem menores rendimentos de biomassa a medida em que se aumentava a concentracao
do metal.

Esses resultados reforcam o fato de que, ainda que as leveduras sigam crescendo em
meios suplementados com altas concentracfes de zinco, essas ndo possuem boa capacidade

para absorvé-los, demonstrando assim, apenas uma forte resisténcia/resiliéncia.

5.4.3 MICROSCOPIA DAS CELULAS
Células de leveduras quando submetidas a condi¢des de estresse, tendem a apresentar

mudancas em sua morfologia, que vao desde perda de sua conformacéo, reducdo ou aumento
de tamanho, além de influenciar em seus processos metabolicos e reprodutivos (KURTZMAN
et al. 2011).

Para avaliar possiveis mudancas morfologicas nas células estressadas com 200, 300 e
400 ppm de zinco, durante os estudos cinéticos, foram realizadas analises de microscopia ética

e comparadas com células crescidas em condi¢des normais, sem estresse (Figura 14).
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Figura 14- Morfologia de células de S. cerevisiae Kveik crescida em meio YED, por 72 h, na auséncia de metal
(A), suplementado com zinco nas concentragdes de 200 ppm (B), 300 ppm (C) e 400 ppm (D) e niquel nas
concentragdes de 100 ppm (E), 200 ppm (F) e 300 ppm (G). Microscopia 6tica de campo claro. Aumento de 1000x.
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Fonte: Prépria, 2023.

Observando a Figura 14 (A), é possivel notar uma conformacao mais ovalada tipica da
espécie S. cerevisiae. A presenca de brotamentos (indicado pelas setas vermelhas), nas
superficies de quase todas as células adultas € um importante indicio de viabilidade das células.
Principal processo reprodutivo, o brotamento d& origem a novas células que manteram o ciclo
reprodutivo, desde que em condigdes nutricionais e ambientais adequadas (FERREIRA, 2005).

A utilizacdo de celulas vidveis nos processos de remediacdo com metabolismo ativo
(absorcao), é de extrema importancia, ja que quanto maior a capacidade de reproducéo, maiores
oportunidades para que NOVOS Processos possam ocorrer.

Tipicamente identificadas por seu formato cilindrico ou ovalado, as leveduras
submetidas as concentragdes crescentes de zinco e niquel, perderam em parte essa caracteristica
associada a sua forma. Quando submetida a estresse, danos podem ser identificados a parede
celular do organismo, como a presenca de estruturas mais rugosas e sem forma definida (Figura
14 — B, C, E e G) e de formatos mais alongados (Figura 14 — D e F). Can e Jianlong (2008)
observaram fen6meno parecido quando expos células de levedura S. cerevisiae ao zinco, onde
as células observadas perderam sua conformacao.

Machado et al. (2009), ao realizarem microscopia de células de Saccharomyces
cerevisiae submetidas a 100 mg de zinco e niquel, ndo foram capazes de distinguir células vivas
de células mortas. Em contrapartida, possiveis marcas de cicatrizes associadas ao brotamento

eram bem visiveis nas células.

5.5 ENSAIOS DE REMOCAO COM CELULAS MORTAS

A absorg¢do de metais por microrganismos como leveduras e bactérias, € descrita por um

sistema bifésico, onde a primeira etapa é a retencdo dos ions metélicos a superficie da célula,
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mas especificamente, nas paredes celulares em leveduras. O processo € baseado em
propriedades fisico-quimicas e ndo bioldgicas, ja que sdo independentes do metabolismo. Em
geral, os ions metdlicos séo atraidos a superficie da parede celular, de forma rapida e reversivel
(PALMIERI et al., 2002).

A utilizacdo de biossorventes, tais como leveduras cervejeiras, sdo defendidas por
autores como Savastru et al. (2022), que ao analisarem as caracteristicas estruturais da S.
cerevisiae, observaram que todos os grupos funcionais presentes na superficie da célula, podem
ser considerados sitios de ligacdo. Por possuirem uma area superficial, relativamente grande, e
uma superficie rugosa com seus sitios distribuidos uniformemente, o acesso dos ions aos sitios
séo favorecidos, aumentando o potencial de remogéo.

O uso da S. cerevisiae Kveik como bioadsorvente foi analisado para as diferentes
concentragdes de niquel (100, 200 e 300 ppm) e zinco (200, 300 e 400 ppm). Os resultados séo

descritos separadamente a seguir.

5.5.1 NIQUEL
Assim como observado para o zinco, em todas as concentracoes testadas para o niquel,

foram registradas remocdes do metal da solucdo. A maior parte dos ions de niquel presentes no
meio se ligam aos sitios ativos da biomassa nos primeiros 30 minutos de contato, independente
da concentracdo analisada (100, 200 e 300 ppm). O equilibrio por sua vez foi observado apos
60 minutos para todas as concentracfes, onde a taxa de remocao ndo variou significativamente
até os 360 min (p<0,05%). O tratamento contendo 5g de levedura apresentou comportamento
similar.

O efeito do tempo de contato rapido tambem foi observado por Ibrahim et al (2021),
onde 0s autores obtiveram maiores remocdes de niquel em tempos inferiores a 25 min e baixa
variacao na taxa de adsorcao até 180 min. J& Guler e Sarioglu (2013), observaram que leveduras
pré-tratadas por autoclavagem, possuiam capacidade de remocéo até os 60 min, entrando apds
em equilibrio. Pequenas variacBes nas taxas de adsorcdo foram associadas a difusdes
intraparticulas, um segundo estagio da adsor¢do. De maneira geral, para a maioria dos ions
metélicos, o equilibrio de adsorcdo é alcancado até os 60 min. (ZINICOVSCAIA et al., 2022).

O efeito da concentracdo inicial do adsorvente e do adsorvato sdo descritos na Tabela
07.

Nota-se que, a medida em que se aumenta a concentracdo de niquel no meio, tem-se

uma reducdo na taxa de remogéo de 8,33 e 9,8% para as concentragdes de 200 e 300 ppm,



74

quando comparado a concentracdo de 100 ppm, utilizando 2g de biomassa e 12,03 e 15, 68%

para o tratamento com maior quantidade de adsorvente (59).

Tabela 07- Parametros da adsor¢do do niquel utilizando 2 e 5g de biomassa morta de S. cerevisiae Kveik como

bioadsorvente apds 360 min.

) o Qtd de metal
Biomassa Qtd inicial de % de
remanescente
(9) metal (ppm) Remocao
(ppm)
109,846+0,153 88,303 +0,044 19,612
2 211,565+0,266  187,705+0,393 11,278
286,813+0,240  260,773+0,173 9,812
99,396+1,106 74,094+0,167 25,455
5 201,528+1,879 174,472+0,527 13,425
339,595+0,820  306,403+0,179 9,774

Fonte: Propria, 2023.
A concentracdo inicial do adsorvente indicou uma melhoria na taxa de remocao de

aproximadamente 6% quando na concentracdo inicial de 100 ppm de niquel. Para as demais
concentracdes foram observados que, um pequeno aumento na capacidade de adsor¢do quando
em 200 ppm e nenhuma variacdo quando na maior concentracdo (300 ppm).

Guler e Sarioglu (2013) demonstraram em seu estudo de remocéo de niquel de efluentes
por leveduras Saccharomyces cerevisiae que, um aumento na dosagem do adsorvente de 1g
para 10g, promovia um aumento na eficiéncia de até 15% na remoc¢do quando em meio
contendo concentracao iguais as testadas no presente estudo (100, 200 e 300 ppm). Além disso
quando aumentada a concentracao inicial do poluente de 50 ppm para 300 ppm, era observada
uma reducao na eficiéncia de remocao, podendo chegar até 20%. Comportamentos semelhantes
ao observado no presente estudo.

Em termos de capacidade de remocdo por grama de adsorvente, nota-se que, para o
tratamento contendo 2g de biomassa morta, as remoc6es foram de 10,77, 11,93 e 13,02 ppm/g
de biomassa Umida. Ja para o tratamento contendo 5g, as remocdes obtidas foram de 5,06, 5,41
e 6,63 ppm/g de biomassa, indicando que, apesar de representar um aumento na capacidade
sortiva, pela maior disponibilidade de sitios ativos, 0 aumento na concentra¢do do adsorvente
ndo implica em maior aproveitamento na capacidade de remogdo. Os valores observados para
o tratamento de 2g foram superiores ao encontrado por Zinicovscaia et al. (2022) que obtiveram

remocdo de 8,9 mg/g de Ni em efluentes reais de galvanoplastia.
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Estudos onde a biomassa da levedura sofreu algum tipo de tratamento, seja ele quimico
ou fisico, demonstraram capacidades de remocao superiores ao presente estudo. Guler e Ersan
(2015) utilizando leveduras modificadas com nZVI (biossorventes magnéticos), observaram
capacidade de remocédo de 54,23 mg/g de niquel em solucdo aquosa. Banerjee et al. (2022),
obtiveram remocdo de 170,06 mg/g de leveduras Saccharomyces cerevisiae modificadas
geneticamente para serem mais resistentes. Ibrahim et al. (2022) observaram remogéo de 51
mg/g com leveduras mortas imobilizadas e Ramirez-Paredes et al. (2011), observaram remoc¢éo
de 36,54 mg/g de niquel, empregando levedura cervejeira imobilizada.

5.5.2 ZINCO

Em todas as concentracfes estudadas, foram observadas remocdes de zinco pela
biomassa da levedura morta. A maior remocao de ions da solu¢ao ocorreu nos primeiros 30 min
de contato com a biomassa, independentemente da quantidade do adsorvente testado. Para a
massa de 2g, foram removidos 29,04, 39,74 e 36,61 ppm, para as concentracdes de 200, 300 e
400 ppm, respectivamente. Ja para o tratamento contendo 5g de biomassa de levedura, as
remocdes foram de 53,90, 64,56 e 64,39 ppm. Apos 2 h, todos os tratamentos entraram em um
efeito platd quando na utilizagcdo da menor concentracdo de biomassa. Ja para 5g, o equilibrio
foi alcancado logo apds 1 h de contato adsorvente-adsorvato.

O efeito da concentracdo inicial do metal e da biomassa, podes ser observado na Tabela
08.

Tabela 08- Pardmetros da adsor¢do do zinco utilizando 2 e 5g de biomassa morta de S. cerevisiae Kveik como
bioadsorvente ap6s 360 min.

] o Qtd de metal
Biomassa Qtd inicial de % de
remanescente
(9) metal (ppm) Remocao
(Ppm)
215,900+0,003  172,316+0,013 20,18
2 319,933+£0,019  271,280+0,010 15,20
426,400+0,007  374,826+0,005 10,84
214,800+0,022  150,131+0,007 30,10
5 323,033+£0,002  250,290+0,051 22,51
419,73340,007  339,783+0,009 19,04

Fonte: Prépria, 2023.

O efeito do tempo de contato foi similar ao encontrado por Machado et al. (2009) ao
estudar a remocdo de zinco com 4g de leveduras S. cerevisiae, obtendo uma taxa de remocao

de 44% de Zn em tempo inferior a 30 minutos e equilibrio em 1 h, com uma concentracéo inicial
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de 100 mg/L. Cabe ressaltar, no entanto, que embora as taxas de remo¢ao se mantenham quase
constantes ap06s o equilibrio, deposi¢des de metal sobre a superficie da biomassa continuam
ocorrendo de forma mais lenta e adicional, o que pode indicar ocorréncia de mecanismos de
ligacdo secundarios (VOLESKY e HOLAN, 1995).

Nota-se que, a medida em que se tem 0 aumento na concentragao de zinco no meio, tem-
se uma reducdo na taxa de remocdo, independentemente da dose de biossorvente utilizado,
sendo 4,98 e 9,34% para as concentracdes de 300 e 400 ppm, quando comparado a concentragdo
de 200 ppm, utilizando 2g de biossorvente e 7,59 e 11,06% para a maior concentragdo do
biossorvente (5g).

O aumento na dose inicial do adsorvente, de 2 para 5g da biomassa morta da levedura,
levou a uma melhoria significativa no rendimento de biossor¢do, obtendo porcentagens de
20,18 e 30,10% de remocédo no tratamento com 200 ppm, 15,20 e 22,51% para o tratamento
com 300 ppm e 10,84 e 19,04 para o tratamento com 400 ppm, para 2 e 5g, respectivamente.
Esse resultado pode ser considerado natural, uma vez que a introducéo de uma maior quantidade
de biomassa, implica em um aumento da quantidade de sitios de ligacdo disponiveis (GOH et
al., 2019).

Em termos de capacidade de remocdo por grama de adsorvente, nota-se que, para o
tratamento contendo 2g de biomassa morta, a retencéo foi de 21,5, 24,0 e 25,5 ppm por grama
de biomassa Umida. Ja para o tratamento com 5g de biomassa, os resultados obtidos foram 12,9,
14,5 e 15,9 ppm por grama de biomassa umida.

Savastru et al. (2022) observaram uma capacidade de remocdo de 37,45mg/g de
biomassa seca em 60 min de tempo de contato, ja Can e Jianlong (2010) obtiveram remocéo de

8,99 mg/g de biomassa seca de levedura para 0 mesmo tempo.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo, foi observado que a cepa de levedura cervejeira S. cerevisiae Kveik
possuia um perfil de resisténcia maior por metais como zinco e niquel, quando comparado a
metais como cadmio, cobalto, chumbo e cobre.

Em ensaio de crescimento em meio sélido, a levedura testada foi capaz de resistir a
concentragdes de 800 e 600 ppm de zinco e niquel, respectivamente. No entanto, quando
crescida em meio de cultura liquido, devido ao aumento da biodisponibilidade dos metais, 0s
valores de resisténcia foram menores, sendo 400 e 300 ppm para zinco e niquel,
respectivamente.

Mudancas na morfologia das col6nias associadas ao formato, coloracdo e superficie,
podem ser observadas quando a levedura é cultivada em meio de cultura &gar YEPD contendo
diferentes concentracdes de Zn e Ni.

Nos processos dependentes de metabolismo, foram observados uma baixa capacidade
de absorcéo de ions de zinco e niquel em solucdo, com taxa de remocéo inferiores a 2% para
ambos 0s metais e concentragdes de adsorventes testadas, sendo a maior parte da absorcéo,
compreendida nas primeiras 24 h de experimento.

Nos processos independentes de metabolismo, foram observadas remocdes superiores
de metal quando comparados aos ensaios dependentes, com valores que variaram entre 43 a 51
ppm, empregando 2g de biomassa morta e 64 e 79 ppm com 5g de biomassa, para as
concentracdes de 200, 300 e 400 ppm do metal. Ja para o niquel, as remocGes foram de 21 a 26
ppm e 25 a 33 ppm, para 2 e 5g de biomassa morta, nas concentracdes de 100, 200 e 300 ppm.
A maior capacidade de remocédo foi observada em tempo inferior a 30 min para ambos 0s
tratamentos e um aumento na concentracdo do adsorvato implicou em reducdo nas taxas de
remocao.

Quando comparados os métodos, a adsorcdo se mostrou mais eficiente na remocao de
fons zinco e niquel em solugdo aquosa, com maior desempenho na remogéo de zinco.

Diante do exposto, em pesquisas futuras de remocdo de metais em solucBes aquosas
com Saccharomyces cerevisiae Kveik, podem ser verificados a influéncia na variacdo do pH
inicial (tamponado), analisar diferentes concentrac@es iniciais do adsorvente, testar tratamentos
quimicos e fisicos na biomassa visando melhorar as condi¢6es de remocao (lavagens acidas,
imobilizacéo, liofilizacdo e etc.), além da aplicacdo dos modelos cinéticos e isotérmicos para

entendimento do comportamento de remocao.
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