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1. INTRODUGAO

Probidticos sdo definidos como microrganismos vivos, os quais quando
administrados em doses corretas, promovem efeitos benéficos para a microbiota
intestinal, exercendo um importante papel na saude humana (SAAD, 2006).

A microbiota intestinal consiste em um conjunto de micro-organismos que
habitam o aparelho gastro intestinal, desempenhando um papel fundamental na
digestao de nutrientes, produgao de vitaminas, regulagéo do sistema imunologico
e protecao contra patégenos (CHULUCK, J. B. G et al, 2023). Além disso, estudos
recentes comprovam a relagao direta entre uma microbiota intestinal saudavel e
processos emocionais e cognitivos, modulando neurotransmissores essenciais
para o bem-estar mental (Fischer, A. R., & Araujo, H. M. C., 2024).

A Komagataella Phaffii (anteriormente Pichia Pastoris) € uma espécie de
levedura conhecida por sua caracteristica de expressar proteinas heterélogas.
Entretanto, estudos recentes (FRANCA et al, 2015 & GIL DE LOS SANTOS et al,
2018) demonstram o potencial probidtico da levedura, a qual sobreviveu testes
gastrointestinais in vitro e in vivo, caracterizando-se como um microrganismo
potencialmente benéfico ao ser humano.

A Saccharomyces boulardii € uma levedura amplamente utilizada no
mercado, a qual tem demonstrado efeitos positivos e promissores no restauro da
flora intestinal, sendo vendida comercialmente sob liofilizacdo, amplamente
utiizado na medicina como tratamento da diarréia causada pelo C. difficile
(SURAWICZ, 2003), manutencao do tratamento da doenca de Crohn (GUSLANDI
et al., 2000), entre outros. Neste estudo, a levedura S. Boulardii é utilizada como
controle para a viabilidade celular da K.Phaffi.

A alta atividade funcional de microrganismos com potencial probidtico no
aparelho gastrointestinal permite a aplicagdo dos mesmos em uma matriz
alimentar, com o objetivo de promover beneficios a saude tais como equilibrio da
microbiota intestinal, fortalecimento do sistema imunologico e prevencao de
doengas gastrointestinais, além de atender a demanda crescente por alimentos
que promovam saude e bem-estar. Entretanto, fatores como viabilidade celular,
estabilidade durante armazenamento e pH devem ser levados em consideracao
ao manipular um produto potencialmente probiético (OLIVEIRA et al, 2002).

Dessa forma, o estudo teve como principal objetivo aplicar a biomassa
umida de Komagataella Phaffii, conservada em solugdo salina, em um suco de
uva natural, com a finalidade de avaliar e comparar sua viabilidade celular com a
da Saccharomyces boulardii por meio de contagem e dilui¢gdo, ao longo de 28 dias
sob condic¢des de refrigeracao (4 °C).
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2. METODOLOGIA

A levedura Komagataella Phaffii cepa X-33 e a levedura Saccharomyces
boulardii foram fermentadas em biorreator, centrifugadas e armazenadas em
solucao salina sob refrigeracao (4°C).

Sua viabilidade celular foi avaliada 14 dias anteriormente a aplicagéo, sendo
ambas leveduras diluidas, plaqueadas e incubadas.

Foram utilizadas 255g de polpa de uva congelada da marca Polpanorte,
adicionado a 495 mL de agua estéril, totalizando 750 mL em uma propor¢ao de
500g/L.

Na aplicacdo da levedura na matriz alimentar, foram inseridos 1g de massa
umida de ambas leveduras, separadamente, a cada 10mL de suco de uva,
totalizando 10% de levedura no produto final. O experimento foi realizado em dois
grupos (Komagataella Phaffi, e o controle Saccharomyces Boulardii ), no qual
cada grupo foi efetuado triplicata.

A viabilidade celular foi avaliada em 5 tempos distintos, zero dias, sete dias,
14 dias, 21 dias e 28 dias. Para isso, foi efetuada contagem e diluicado das
amostras, no qual foi coletado 1 mL por amostra, diluido, plagueado em meio
YPD (Yeast Peptone Dextrose) e incubado a 28°C por 48h, em cada um dos
tempos. Além disso, o pH de todas as amostras foi avaliado nos devidos tempos.

Os resultados foram analisados por meio de testes ndao paramétricos, devido
a distribuicao anormal dos dados. Foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, com as
seguintes hipoteses: HO (hipotese nula): as medianas das viabilidades celulares
em todos os grupos (tempos) sado iguais; H1 (hipotese alternativa): pelo menos
um dos grupos (tempos) tem uma mediana diferente. O teste Kruskal-Wallis
classifica os dados em todos os grupos e compara as somas dos postos entre
eles. Ele gera uma estatistica H, que é comparada a distribuigdo qui-quadrado
para calcular o valor de p. No presente caso, a estatistica H foi de 0.5345, e o
valor de p foi 0.4647. Como o valor de p € maior que 0.05, ndo ha evidéncias
suficientes para rejeitar a hipétese nula, indicando que n&o houve diferenca

significativa entre as medianas das viabilidades celulares nos diferentes tempos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A viabilidade celular foi determinada por UFC/mL, logo apés sendo
efetuada a contagem e conversdo dos resultados em um resultado log,
demonstrados na seguinte tabela (Figura 1).
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Figura 1. Grafico da viabilidade celular da K.Phaffi e S.Boulardii durante 28 dias.

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que a K. phaffii inicia o
experimento com um valor superior de viabilidade em comparagéao a S. boulardii
no tempo zero (7,8 vs. 7,4 log UFC/mL). Durante o experimento, K. phaffii
manteve uma viabilidade relativamente estavel, com pequenas variagdes,
terminando com 6,2 log UFC/mL no tempo 28 dias. Ja S. boulardii apresenta uma
maior flutuagcdo nos valores, com um pico de viabilidade no tempo 14 (8,5 log
UFC/mL), seguido por uma queda acentuada até o tempo 21 (5,1 log UFC/mL) e
uma leve recuperacao até o final do experimento (6,5 log UFC/mL). Isso indica
que a levedura K. phaffii demonstra uma maior estabilidade ao longo do tempo.

O aumento de células viaveis no tempo 7 pode ser atribuido ao fenébmeno de
adaptacao inicial das leveduras ao ambiente da matriz alimentar. Saccharomyces
boulardii, por exemplo, que atingiu um pico de viabilidade nesse periodo,
apresenta uma capacidade elevada de metabolizar agucares simples presentes
no suco de uva, o que pode ter favorecido seu rapido crescimento inicial. No
entanto, esse crescimento foi seguido por um declinio devido a exaustdo dos
nutrientes (VERDUYN et al., 1990), a produgao de subprodutos metabdlicos que
dificultam a manutencdo da viabilidade celular (BISSCHOPS et al., 2015), ou
ainda ao impacto do estresse oxidativo (JAMIESON et al., 1998).

Em termos de pH, ambas leveduras apresentaram constancia na faixa de
3,50. Esse fator favoreceu a multiplicagdo das leveduras, uma vez que tanto S.
boulardii quanto K. phaffii sdo acidos tolerantes, capazes de prosperar em pHs
baixos, comuns em sucos de frutas. Essa adaptabilidade é fundamental para o
crescimento de K. phaffii em processos fermentativos (CEREGHINO et al., 2002).

4. CONCLUSOES

Conclui-se, portanto, que ao introduzirmos Komagataella Phaffi em um suco
de uva, produzimos uma matriz alimentar acida com potencial probiético contendo
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células viaveis ao longo de 28 dias de armazenamento sob refrigeracdo. Embora
tenha ocorrido variagdo nos valores de viabilidade, a levedura apresentou 6tima
capacidade de adaptacdao ao ambiente acido, reforcando seu potencial uso em
produtos alimentares com propriedades probidticas, especialmente quando
comparada ao controle Saccharomyces boulardii, a qual é confirmadamente
probidtica. Os resultados deste estudo fornecem uma base para futuras pesquisas
sobre a incorporacdo de leveduras com potencial probiético em alimentos, com
foco na otimizacdo das condicbes de armazenamento € na manutencido da
viabilidade celular, a fim de garantir beneficios a microbiota intestinal humana.
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