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1 INTRODUCAO

Uma das mais promissoras areas de desenvolvimento de alimentos
funcionais tem sido o uso de probidticos e prebidticos devido a sua fungao
relacionada diretamente com a saude do hospedeiro e devido as restricbes
impostas pelos mercados consumidores ao uso de antibidticos e outros
quimioterapicos, tanto para uso terapéutico, para a prevencédo das doengas ou
para incrementar a eficiéncia alimentar (ERICKSON & HUBBARD, 2000).

O termo probiodtico deriva do grego e significa “a favor da vida”, sendo o
anténimo de antibidtico, que significa “contra a vida”. Ainda que ao longo dos anos
o termo teve diferentes acepgdes, atualmente ¢é utilizado para designar
preparagdes ou produtos que contém micro-organismos viaveis definidos e em
quantidade adequada, que alteram a microbiota propria das mucosas por
implantacdo ou colonizagdo de um sistema do hospedeiro, produzindo efeitos
benéficos em sua saude (SCHREZENMEIR & DE VRESE, 2001).

Pichia pastoris é uma levedura da familia Saccharomycetaceae, género
Pichia. Apresenta como caracteristica poder utilizar como fonte de carbono o
metanol, devido & presenca dos genes Alcool Oxidase | e Il (AOX1 e AOX2), o
que permite 0 seu uso no processo de expressao de proteinas heterologas. Esta
levedura se destaca na produtividade quanto a quantidade de células por litro (até
150g/litro de matéria seca) (STORCH, 2008; FONSECA, 2006), que representa
um fator importante quando se trata em produg&o em grande escala. Dentro deste
contexto sua utilizacdo como probidtico esta sendo estudada pelo Centro de
Biotecnologia do Centro de Desenvolvimento Tecnologico (CDTec/UFPel). O
nosso laboratério possui varias pesquisas em andamento onde pretende-se
avaliar a Pichia pastoris como probiético em ensaios onde serdo necessarios
elevadas quantidades da levedura e, consequentemente, com altos custos de
producdo com os meios atualmente utilizados. P. pastoris apresenta capacidade
de utilizacao de diferentes fontes nutritivas para o seu cultivo, até mesmo aquelas
constituidas por efluentes industriais. Schneid et al. (2004) demonstraram que o
efluente aquoso gerado no processo de parboilizagdo do arroz continha niveis de
nutrientes adequados para o cultivo de leveduras como Saccharomyces boulardii,
e que multiplicaram-se mais rapidamente que o grupo controle, demonstrando seu
potencial como meio alternativo de cultura para leveduras e até mesmo para
Pichia pastoris.
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Um dos meios de cultura comumente utilizados no nosso laboratoério
para o cultivo de P. pastoris € Yeast Peptone Dextrose (YPD). Este meio contém
extrato de levedura, peptona e dextrose, caracterizando-se por ser um meio rico e
com um custo de aproximadamente R$ 9,17 por litro de meio. Neste trabalho,
busca-se estudar a possibilidade do reaproveitamento do meio YPD
acompanhando o seu rendimento em massa por seis reutilizagdes, servindo como
fonte de crescimento para a levedura P. pastoris.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

2.1 Micro-organismos )
Utilizou-se colbnias de P. pastoris cepa X-33 isoladas em Agar Yeast
Peptone Dextrose (YPD).

2.2. Preparacéo do In6culo

As colbnias de P. pastoris foram cultivadas num agitador orbital em 10
mL de caldo Yeast Peptone Dextrose (YPD) usando um baldo aletado e
incubadas overnight a 28°C e 150 rpm. Cinco mililitros desta solugdo foram
transferidos para 45 mL de caldo YPD produzindo-se o pré-inoculo. Do pré-
in6culo, 20 mL foram adicionados a 180 mL de caldo YPD e incubado nas
mesmas condigdes por 12 horas. Este cultivo (total 200 mL) foi aliquotado em
tubos contendo 20 mL e armazenado em camara fria, para usar-se como inéculo
nos testes de reutilizagdo de meio.

2.3. Cultivo

O cultivo foi realizado em duplicata usando-se erlenmeyer de 1000 mL
num agitador orbital a 28°C e 150 rpm por 12 horas. Cada erlenmeyer continha
inicialmente 180 mL de caldo YPD devidamente esterilizado sendo acrescentados
20 mL de inéculo. Apés o primeiro cultivo de 12 horas centrifugou-se as células a
5.000 g, a 20°C durante 10 minutos. O sobrenadante foi adicionado a um novo
erlenmeyer, 20 mL do inéculo previamente preparado e armazenado em camara
fria foi acrescido e cultivado nas mesmas condi¢des do primeiro cultivo. Este
procedimento foi repetido por seis vezes.

2.4. Determinagéo da biomassa celular

As células obtidas nos pellets foram lavadas duas vezes sendo
ressuspensas em agua destilada e centrifugadas novamente a 5.000 g, a 20°C
durante 10 minutos. Apds a segunda lavagem os pellets foram ressuspensos em
45 mL e a DO da suspensao foi medida em ftriplicata efetuando-se diluicbes de
forma a obter-se um valor entre 0,2 e 0,8. A biomassa foi calculada usando-se a
equacao padrdo Massa seca (g) = 0,0002.D0 — 1*10°°.

2.5. Analise estatistica
Os resultados de biomassa foram analisados utilizando o software
Statistics 7 sendo utilizado o teste de Turkey em nivel de significancia 5%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os rendimentos em peso de massa seca (g.L™") dos sete cultivos de P.
pastoris testados indicam que nao houve diferenga significativa entre o primeiro e
0 segundo cultivo, o mesmo ocorrendo entre o segundo e quarto cultivo. No
quinto e sexto cultivos, os dados apresentados séo referentes a um unico baléo,
nao podendo ser usados nos testes estatisticos, porém apresentaram dados
muito semelhantes aos obtidos nos terceiro e quarto cultivos. Ressalta-se que
neste caso os valores de producao estdo relacionados a utilizagdo de agitador
orbital (Tabela 1.)

Tabela 1: Rendimento em peso de massa seca de Pichia pastoris (g.L™" )
Amostras Média em peso de massa seca (g/L)
7,52
6,712°
5,91°
6,15°
6,29*
5,9*

Obs.: Os dados com letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca
significativa pelo teste de Tukey (a = 0,05).

* Nestes experimentos apresentam-se os valores de massa de somente um
erlenmeyer

OO WN-

Os dados obtidos demonstram que o meio ndo se esgota como fonte
de nutrientes para o desenvolvimento da levedura P. pastoris mesmo apos seis
reutilizacdes. Observando estes resultados podemos extrapolar uma economia
para diferentes projetos de pesquisa ou até para nivel industrial, ndo apenas para
a produgcao de probidtico, mas também em trabalhos em que a levedura é
utilizada como sistema de expresséo de proteinas heterdlogas, que também sao
desenvolvidas no CDTec/UFPel.

Um litro de caldo YPD produz 20 g da levedura liofilizada. Em um
experimento com 250 aves, as quais receberiam um total de 1000 kg de ragéo
contendo 10" UFC da levedura liofilizada por grama durante 40 dias, sem o
reaproveitamento seria necessario 500 L de meio, enquanto que reaproveitando 4
vezes 0 mesmo caldo, usariamos 125 L de meio. Como o custo do caldo por litro
é de R$ 9,17, entdo a reutilizagdo do meio por quatro vezes permitiria ao
laboratério uma economia de R$ 3.438,75, somente neste experimento.

4 CONCLUSOES

Os resultados comprovam que ha possibilidade de reutilizacdo do meio
de cultura YPD em cultivos com a levedura Pichia pastoris, representando uma
economia consideravel para o laboratério.
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