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1. INTRODUCAO

A microbiota intestinal € um sistema complexo e dindmico composto por
trilhdes de microrganismos que desempenham um papel importante na
manutencdo da homeostase do organismo. Com isso, nos ultimos anos tem
ocorrido um interesse crescente no uso de probidticos que oferecem beneficios a
saude e/ou doenca, em busca da modulacdo da microbiota intestinal e
manutencdo da homeostase do organismo. (ECKBURG et al 2005; CRYAN,
BOEHME, DINAN, 2019).

Conforme definido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS/FAO, 2002), os
probidticos sdo microrganismos que quando administrados em quantidades
adequadas conferem beneficio para a saude do hospedeiro. Para ter efeito no
hospedeiro, o0s probiéticos devem sobreviver as adversidades do trato
gastrointestinal (Gl), ser seguros para uso humano e animal, resistir ao
processamento industrial e permanecer viaveis por longos periodos de
armazenamento e transporte (SAAD, 2006).

Diversas bactérias possuem efeito probiotico comprovado. Os géneros de
bactérias mais utilizados como probidticos sdo Lactobacillus, Enterococcus e
Bifidobacterium. J& entre as leveduras, apenas Sacharomyces boulardii e
Sacharomyces cerevisiae sao consideradas probiéticos (BUTS; KEYSER, 2006;
MARTINS et al., 2010).

A Komagataella Phaffii (também chamada de Pichia Pastoris) é uma levedura
amplamente conhecida por sua caracteristica de expressar proteinas heterélogas.
Dada a sua grande semelhanga com Saccharomyces cerevisiae (TRAN, 2017),
percebe-se que a Komagataella Phaffii em alguns estudos, tem demonstrado
efeitos probioticos promissores como o estudo de FRANCA et al (2015), o qual
demonstrou que a Komagataella Phaffii sobreviveu aos estresses do trato
gastrointestinal in vitro e in vivo, concluindo que a levedura possui propriedades
probidticas.

Apesar da atividade funcional dos probidticos, estudos apontam que a
sobrevivéncia desses microrganismos livres em alimentos € limitada, pois estao
sujeitos a condicdes que nado sdo favoraveis a sua sobrevivéncia, como o
processamento (temperaturas extremas, adicdo de sal, substancias
antimicrobianas, etc.), tempo de armazenamento do alimento, constituicdo do
alimento, etc. Assim, necessitam de uma barreira fisica que os proteja das
condi¢cbes adversas do meio, como a microencapsulacdo (BURGAIN et al., 2015;
CAVALHEIRO et al., 2015b; VOS et al., 2010).
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A microencapsulacao de probiéticos consiste no englobamento das células por
um material encapsulante, formando particulas de didmetro variado (0,2 ym a
5000 upm). Essas capsulas devem proteger os microrganismos das condi¢bes
adversas do meio e, quando atingirem o local para qual foram destinadas,
promoverem a liberacdo das células. Esse processo também protege o alimento,
pois pode impedir as bactérias de se desenvolverem no mesmo, alterando suas
caracteristicas sensoriais (SILVA et al., 2015).

Dessa forma, o estudo teve como objetivo fermentar a levedura Komagataella
Phaffii cepa X33 para obtencdo de massa celular e avaliar sua viabilidade celular
para possivel microencapsulcéo.

2. METODOLOGIA

A levedura Komagataella Phaffii cepa X-33, pertencente ao estoque do Nucleo
de Biotecnologia do CDTec, Universidade Federal de Pelotas (UFPel), de acordo
com FRANCA et al (2015) e algumas modificacdes, foi cultivada em caldo Yeast
Peptone Dextrose (YPD) por 24h a 28°C, sob agitacdo de 200 rpm em agitador
orbital e conservada em glicerol e YPD sob congelamento.

O processo de fermentacdo foi realizado em triplicata para analise do
rendimento de massa celular umida e contagem de células vidveis em cada
fermentacdo e assim obter o redimento total das trés fermentagbes e sua
viabilidade celular. Com isso, em cada fermentacdo foi adicionado quinhentos
mililitros de sacarose e quinhentos mililitros de inoculo a 4L de caldo YPD e
incubados em biorreator (Bioflo110, New Brunswick), a 28°C, 500rpm, 1vvm de ar
por 24h. Foi utilizado antiespumante 204 (Sigma) durante a fermentacéo.

Apoés cada fermentacéo, as células foram centrifugadas a 5000 x g por 15min,
lavadas em solucgédo salina 0,9% a 4°C, concentradas dez vezes e quantificadas.
A viabilidade da levedura foi analisada através das contagens de células viaveis,
determinadas através do plaqueamento das diluicbes decimais em agar YPD
apos incubacao a 28°C por 48h. No final das trés fermentacdes foi realizado a
juncdo das mesmas e avaliado a contagem de células viaveis dessa juncao,
determinadas através do plagueamento das diluicdes decimais em agar YPD
apos incubacao a 28°C por 48h.

Para controle foi utilizada a levedura Sacharomyces Boullard adquirida em
comércio local, a qual foi cultivada e fermentada de acordo a Komagataella
Phaffii.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, avaliamos a obtencdo de massa celular imida atraves do
rendimento apos centrifugagcdo de trés fermentacdes consecutivas da
Komagataella Phaffii cepa X33 e sua viabilidade celular, comparando os
resultados com a Sacharomyces Boullard.

O resultado do rendimento de massa celular umida esta apresentado na
Tabela 1 onde podemos observar que a Komagataella Phaffii obteve redimento
maior que a Sacharomyces Boullard nas duas primeiras fermentacdes, tendo
rendimento igual na terceira fermentacdo. Com isso, percebe-se que a
Komagataella Phaffii apresentou rendimento total de massa celular Umida
superior a Sacharomyces Boullard.
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Tabela 1 — Rendimento de massa celular imida das fermentacdes realizadas com
as leveduras.

Leveduras Relnadlmentozfaermenta(;sc;es Rendimento total
Komagataella Phaffii 2679 2309 2099 7069
Sacharomyces Boullard 2309 2179 2099 6569

No que se trata da viabilidade celular, podemos observar na Tabela 2 que
a Komagataella Phaffii obteve concentragbes acima que a Sacharomyces
Boullard em todas fermentacdes e na concentracdo total da mistura das trés
fermetacdes.

Tabela 2 — Concentracado de células vidveis em cada fermentacdo e ap6s mistura
das trés fermentacées, log UFC.g ™

Concentracdo de células viaveis Concentracdo de
Leveduras 12 22 32 células viaveis
total
Komagataella Phaffii 3,76 x 100 | 2,57 x 10° | 4,27 x 10° 5,0 x 101
Sacharomyces Boullard | 3,68 x 10 | 1,3 x 10™° | 2,37 x 10° 3,9 x 10™

Inimeros beneficios a saude tém sido atribuidos a ingestao de probidticos,
porém, é importante ressaltar que tais beneficios somente ocorrem se 0s mesmos
estiverem totalmente viaveis nos produtos onde serdo incluidos, ou seja, que
sobrevivam durante seu processamento e condicbes de armazenamento, sendo
assim ingeridos em quantidades adequadas, alcancando um numero viavel de
microrganismos (10° - 10’ UFCg™? ) (SOHAIL et al., 2011; TRIPATHI; GIRI, 2014).
No Brasil, a legislacdo recomenda 102 — 10° UFC/100g na recomendacéo diaria
do produto pronto para consumo (BRASIL, 2008).

Sabe-se até o momento que estudos ndo tem demonstrado o efeito
probidtico da Komagataella Phaffii visando a sua encapsulacdo e que para se ter
eficiéncia na microencapsulacédo € desejavel que os microrganismos de interesse
possuam a maior quantidade de células viaveis possiveis. Tendo em vista 0s
resultados apresentados das fermentacdes realizadas, podemos confirmar que a
Komagataella Phaffii apresenta vantagens, quando comparada a S. boulardii por
apresentar produtividade e viabilidade celular superior. Com isso, um litro de
caldo (YPD mais sacarose) produziu em torno de 47g de massa umida da
Komagataella Phaffii a uma concentracdo de 5,0 x 10" UFC.g™, demosntrando
seu potencial para possivel encapsulacao.

4, CONCLUSOES

Dado o0 apresentado neste estudo, conclui-se ser possivel a
microencapsulacdo da Komagataella Phaffii tendo em vista sua viabilidade
celular, apresentando potencial para ser caracterizada como probidtico e ser uma
inovacgao tecnoldgica.
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