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1. INTRODUCAO

A Komagataella phaffii, antigamente conhecida como Picchia Pastoris, € uma
levedura metilotréfica amplamente utilizada como plataforma de producédo para
proteinas heterélogas (CREGG, 1985, 2000; TORRES, 2000). Em 2015, FRANCA
et al comprovou a propriedade probiética da K. phaffii, a partir deste fato, os estudos
com a levedura, até o momento, Picchia Pastoris, se intensificavam — obtendo
também comprovacédo de atividade antibacteriana contra Salmonella Typhimurium
por FRANCA et al, 2015.

O meio de cultura utilizado, comumente a fermentacdo de Komagataella
phaffii e de Saccharomyces boulardii, € o0 meio Yeast Peptone Dextrose (YPD),
conhecido como YPD (SANTOS et al, 2012; FRANCA et al, 2015). No entanto, ha
estudos com meios utilizando de efluente de arroz parboilizado suplementado com
glicerol de biodiesel (GABOARDI et al, 2018; SANTOS et al, 2012, 2018).

Os microrganismos precisam de armazenamento para evitar variabilidade
fenotipica e genotipica, e para estudos retrospectivos e prospectivos, além de
aplicacao industrial nas areas relacionadas com biotecnologia (KAWAMURA et al,
1995).

Além disso, a secrecdo de micotoxinas por uma espécie de Penicillium pode
ser influenciada pelas condi¢c6es de armazenamento, o que também pode alterar a
producado e secrecdo de enzimas relacionadas ao metabolismo e a viruléncia das
leveduras (SANTOS et al., 2002).

Portanto, torna-se indispensavel o armazenamento correto do microrganismo,
e MENEZES et al atesta, em 2019, que os meios de cultura que possuem apenas
glicose minimizam o risco de alteragfes, e categoriza os meios liquidos como agua
destilada e solucdo salina esterilizada, como baratas e capazes de manter a
viabilidade além de diminuir a chance de mutacdes.

Com este estudo, temos como objetivo avaliar a sobrevivéncia da K. phaffii e
da Saccharomyces boullardii durante o periodo de armazenamento em solucao
salina durante nove meses em temperatura de refrigeracao (4 °C), conferindo se a
mesma permanece dentro dos parametros da Food and Agriculture Organizations
of the United Nations (FAO/WHO, 2001).

2. METODOLOGIA
A levedura K. phaffii, cepa X-33, pertencente ao estoque do Nucleo de

Biotecnologia do Centro de Desenvolvimento Tecnolégico (CDTec) da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), foi cultivada, de acordo com Franca et al
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(2015), com modificacbes no tempo de cultivo e na utilizacdo de sacarose durante
as fermentacgdes, em caldo Yeast Peptone Dextrose (YPD) por 48 h a 28 °C, sob
agitacdo de 200 rpm em agitador orbital. A levedura foi conservada em glicerol
(30%) e YPD (70%) sob congelamento (-20 °C).

Seguindo para a fermentacdo em cuba de 10L do biorreator (Bioflo110, New
Brunswick) contendo 4L de caldo YPD, 500 ml de sacarose e 500 ml de in6culo,
que possuia mais que 11 UFC.ml, o cultivo foi incubado a 28 °C, 500 rpm, 1 vvm
de ar por 24h, com a adicdo de antiespumante 204 (Sigma®) durante a
fermentacdo. Apds a fermentacao, o cultivo foi centrifugado a 5000 x g por 15 min
a 4°C e o pellet contendo as células foi lavado em solucéo salina 0,9% e mantido
sob refrigeracdo a 4°C. Para a contagem de células viaveis, uma aliquota foi
coletada e a concentracdo foi determinada por plaqueamento das diluicbes
decimais em salina 0,9%, em placas com agar YPD. As placas foram incubadas a
28°C por 48h e as contagens foram expressas como log unidade formadora de
col6nia por grama (log UFC.g™Y).

As fermentacdes foram realizadas trés vezes, durante trés semanas
consecutivas, para avaliar a produtividade de massa celular umida (biomassa
celular) e determinar a sobrevivéncia das células viaveis.

Para controle, foi utilizada a levedura S. boulardii, adquirida em comércio local
(Floratil®, Brasil), a qual foi cultivada e fermentada nas mesmas condi¢des de K.
phaffii. Pellets de células das leveduras foram mantidos refrigerados a 4°C e
ressuspensos em solucao salina 0,9% durante todo o experimento.

Apos isso, durante nove meses, as células livres, suspensas na solugéo salina
0,9% e armazenadas em temperatura de refrigeracdo (4 °C), estavam sendo
avaliadas de trés em trés meses.

Aligquotas foram coletadas e analisadas para avaliar a contagem de células
viaveis e a concentracéo de células foi expressa em UFC.g™".

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das fermentacdes podem ser observados na Tabela 1, onde K.
phaffii obteve produtividade de biomassa Umida significativamente superior a S.
boulardii nas duas primeiras fermentacdes, tendo produtividade igual na terceira.
Observou-se ainda que K. phaffii e S. boulardii, apresentaram, na primeira e na
terceira fermentacao, concentracdes de células viaveis sem diferenga significativa.
Todavia, na segunda fermentacdo, K. phaffii apresentou contagem de células
viaveis superior a S. boulardii, com diferenca significativa.

Tabela 1 — Produtividade da biomassa celular e contagem das células viaveis das leveduras K.
phaffii e S. boulardii apds trés fermentacdes.

Produtividade /

Leveduras Fermentagf)es
Contagem 1a >a 3a
Biomassa (g) 2672 2302 209 @
K. phafii Contagem (log 11,9+0,16 2 11,9+0,16 2 11,8+0,26 2
UFC.g_1) L — 1 7 — L 1 — 1
Biomassa (g) 230° 217° 209 @
S. boulardil Contagem (log 11,8+0,312 11,7+0,34 b 11,740,342

UFC.g™")
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Fonte: Elaborado pela coautora. Os resultados da biomassa e da contagem representam a média +
desvio padréo. Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferengas estatisticamente
significativas teste T e qui-quadrado ao nivel de 5% de significancia.

Os resultados da sobrevivéncia das leveduras livres sob armazenamento em
refrigeracado podem ser observados na Figura 1.

Figura 1- Linha do tempo da taxa de sobrevivéncia (log UFC.g™") de K. phaffii e S. boulardii livres

sob armazenamento de nove meses e temperatura de 4 = 1 °C (refrigeragéo).

K. phaffiilivre - Niumero de células viaveis (log UFC.g™ 1)

S. boulardiilivre - - Numero de células viaveis (log UFC.g™ 1)
11,8 11,5 11,2 10,5

A sobrevivéncia ja havia sido demonstrada eficaz em periodos menores, por
pelo menos dois meses por Franca et al em 2015 e em trés meses por Gaboardi et
al em 2019. O nosso estudo ndo s6 concorda com os dados apresentados pelos
pesquisadores, como também amplia este tempo de armazenamento.

A K. phaffi, e a S. boulardii sdo excelentes leveduras nos quesitos de
produtividade e tempo de armazenamento com viabilidade. A K. phaffii apresenta
sempre uma leve quantidade superior durante quase todas as fermentacdes e
mantém a taxa de sobrevivéncia equivalente a levedura controle, que ja se encontra
disponivel no mercado.

4. CONCLUSOES

A Komagataella phaffii demonstrou nameros proximos/superiores a
Sacharomyces boulardii. Isto a coloca como um 6timo probidtico, podendo ser
armazenado por diversos meses e perdendo pouquissima qualidade, além de
conseguir se equivaler as leveduras probidticas conhecidas do mercado.

A K. phaffii respondeu bem a solucgéo salina 0,9%, assim como a S. boulardii.
E interessante analisar também o fato da pouca perda de UFC, durante os seis
meses iniciais, o que € um resultado promissor para a K. phaffii.

A Komagataella phaffii demonstra-se uma levedura muito resistente e diversos
testes vém demonstrando que ela serd uma boa adi¢cdo ao mercado.
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