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RESUMO

O uso de microrganismos visando efeitos benéficos a saude tém se tornado
frequente. Um exemplo ¢ a levedura Saccharomyces boulardii, que apesar de nio fazer
parte da flora intestinal, pode ser usada como probidtico no combate a diarreia. A
S.boulardii ¢ comercializada na forma liofilizada em cépsulas. O presente trabalho teve
como objetivo fazer uma revisdo de literatura sobre os principais residuos que podem ser
utilizados para a produgdo de biomassa da Saccharomyces boulardii. Apesar da busca
intensa na literatura apenas dois trabalhos foram publicados sobre a producido da
S.boulardii, isto dificultou uma anélise comparativa com diferentes trabalhos que usassem
os residuos agroindustriais para a producao de biomassa da levedura. Apesar disso, os dois
trabalhos, o de KITAMURA (2013) que utilizou melago de cana e TRIGUEROS (2016)
que utilizou permeado de soro de leite, mostraram-se vidveis para a utilizagao de residuos
agroindustrias como substratos nos processos fermentativos para a produgdo de
S.boulardii. Assim, os residuos agroindustriais sdo fontes potenciais para serem utilizados
em processos biotecnologicos, a utilizagdo destes residuos € uma alternativa importante

para a sua reciclagem.

Palavras-chave: Saccharomyces boulardii, biomassa, residuos agroindustriais.
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1-INTRODUCAO

O mercado consumidor estad cada vez mais exigente em relagdo aos produtos
alimenticios saudaveis e nutritivos, contribuindo para o crescimento da industria de bebidas
lacteas, que esta reagindo para aumentar a sua competitividade na parte de produtos
funcionais. Em 2005, os alimentos funcionais representavam 65% do mercado mundial de
bebidas lacteas (RAUD, 2008).

Recentemente, o uso de micro-organismos com efeitos benéficos a saude tem
aumentado significativamente. Dentre os micro-organismos usados como probioticos estad
a Saccharomyces boulardii, uma levedura ndo patogénica, com caracteristicas probidticas,
pois consegue sobreviver ao pH baixo do suco gastrico, logo apds a administra¢do oral
(MULLER et al., 2006).

Saccharomyces boulardii é utilizada na medicina, como medicamento na forma
liofilizada, principalmente no tratamento de doencgas infecciosas, como Doenca de Crohn e
Colite Ulcerativa (KICH et al., 2016).

A levedura S.boulardii utiliza a glicose como fonte de carbono. Em grande escala,
como no caso de uma industria, deseja-se diminuir o custo do cultivo do micro-organismo,
procurando fontes alternativas de carbono e nitrogénio. Portanto muitos residuos
agroindustriais que podem suprir as necessidades nutricionais de alguns micro-organismos
sdo candidatos a serem utilizados na producio de biomassa microbiana (BRANDAO,
2010).

A palavra residuo, do latim “residum”, ¢ definida como toda substincia que o
produtor abandona, que manifesta a reducao do valor de uma matéria. O Brasil produz uma
grande quantidade de residuos descartados pelas agroindustrias, tornando-se agentes
poluidores do meio ambiente. Assim, ¢ importante procurar solugdes economicamente
viaveis para residuos agroindustriais, por exemplo, utilizando-os em matérias primas para
um novo processo (FERNANDES, 2006).

Diante desses estudos e da importancia da levedura S.boulardii para a satde
humana, o presente trabalho teve por objetivo fazer uma revisdo de literatura sobre os
principais residuos que podem ser utilizados para a producdo de biomassa da

Saccharomyces boulardii.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Probiodticos

Em nosso corpo habitam cerca de 100 trilhdes de bactérias, de espécies diferentes,
que vivem em harmonia com o hospedeiro. Uma diversidade de micro-organismos que
vivem na regido gastrointestinal ndo ¢ formada de maneira aleatodria, existem espécies que
sdo residentes e outras que sdo temporarias. A permanéncia das espécies depende de uma
combinagdo de fatores, como a idade, dieta, condi¢des ambientais, terapia com antibioticos
(KICH et al, 2016). A microbiota ¢ essencial para o crescimento adequado,
desenvolvimento da imunidade e nutricdo. O desenvolvimento da microbiota intestinal
ocorre logo apds o nascimento, pois o bebé deixa o ambiente intra-uterino, livre de germes
e encontra um ambiente altamente contaminado. Alguns fatores também influenciam o
processo de colonizagdo inicial, tal como a idade gestacional, o tipo de parto, a dieta

neonatal e fatores genéticos (ALARCON et al., 2016).

Uma perturbagdo da microbiota intestinal, também chamada de disbiose, pode ser
provocada pelo uso de antibidticos, estresse psicologico e fisico, alteragdes na dieta
(MORAES-FILHO e QUIGLEY, 2015). De acordo com KICH et al (2016) a disbiose pode
levar ao desenvolvimento de diversas patologias, como: obesidade, inflamagdes cronicas e

desnutricao.

O termo probidtico, é definido como um suplemento alimenticio, que contém
micro-organismos vivos, que beneficia seu hospedeiro, melhorando o equilibrio
microbiano intestinal (OHSHIMA et al., 2016). A maioria dos probioticos utilizados sao
bactérias pertencentes ao grupo Lactobacillus e Bifidobacterium, as quais digerem
anaerobicamente agucares produzindo acidos lacticos. Existem também leveduras

probidticas, como a Saccharomyces boulardii (MORAES-FILHO e QUIGLEY, 2015).

Para que um micro-organismo seja considerado um probidtico, ele deve apresentar
caracteristicas como; nao ser patogénico ou toxico, ndo possuir genes de resisténcia a
antibiodticos, resistir as condigdes do ambiente gastrointestinal, ndo possuir propriedades
mutagénicas e cancerigenas, deve ser vidvel durante o processamento e estavel durante o

armazenamento (RONDON et al., 2015).



Os probidticos atuam para proteger a mucosa intestinal contra toxinas produzidas
por micro-organismos indesejaveis, permitindo a regeneracdo da mucosa lesada. Na
ingestdo o micro-organismo com caracteristicas probidticas entra em contato com o pH
neutro da cavidade oral, no estdbmago ele encontra condi¢des acidas e chega ao intestino,

onde ha acdo dos sais biliares (BARBOSA et al., 2011).

Para que os probioticos tenham efeitos positivos na satide do hospedeiro, deve-se
fazer uma ingestdo didria de 109 unidades formadoras de colonia (UFC)
(HEMAISWARYA et al., 2013). Segundo a recomendacdo da ANVISA em 2001, um
alimento funcional deve apresentar uma concentragdo minima de 106 UFC/g dentro do
prazo de validade do produto. A recomendagdo da ANVISA em 2007, com base na por¢io
diaria de micro-organismos que devem ser ingeridos, ¢ estipulada um minimo de 108 a 109

UFC/g por dia.

De acordo com Rondon (2015), uma area importante associada ao uso de

probidticos ¢ a de produtos lacteos, principalmente os iogurtes. Atualmente, tem-se o

Yakult  como o primeiro produto mundial da saide intestinal, seguido do logurte

Activia®, que teve um faturamento de 1,3 bilhdes de euros em 2006 (RAUD, 2008).

2.2 Saccharomyces boulardii

As leveduras sdo micro-organismos eucariotos, crescem e se reproduzem, sendo
eficientes na realizacdo de alteragdes fisico-quimicas no meio em que se encontram
(SILVA, 2008).

De uma maneira geral, as leveduras necessitam de dgua, oxigénio, minerais, fontes
de carbono e nitrogénio para o seu desenvolvimento. O metabolismo aerobio ou anaerdbico
¢ determinado pela disponibilidade de oxigénio no meio de cultivo. A maioria delas
consegue assimilar agticares simples como: glicose, frutose ¢ manose (BASTOS, 2011).

A Saccharomyces boulardii é uma levedura ndo patogénica, muito usada no tratamento de
doengas gastrointestinais. Ela foi isolada de uma fruta chamada lichia em 1920, na
Indochina por um microbiologista francés Henri Boulardii, que foi avisado de um surto de
colera na regido. Ele observou que a populacdo local preparava um cha da casca da fruta
para minimizar a diarreia. Depois de muito estudo, descobriu que a casca da fruta estava
recoberta com a levedura S. boulardii e que esta tinha grande eficacia contra tal doenga

(SANTOS et al., 2009).



S. boulardii é utilizada no tratamento ou prevencdo de doencas gastrointestinais,
produzindo substincias que inibem algumas toxinas bacterianas (NAGASHIMA et al.,
2013). COSTA SILVA e MARTINS (2015) observou que em adultos que tinham uma
reincidéncia de diarreia causada por Clostridium difficile, houve uma redugdo de 34,6% no
risco de ocorréncia de novo episddio. De acordo com BUTS (2005), uma unica dose da

levedura demonstrou a sua capacidade de se adaptar as condigdes fisico-quimicas do
intestino e apds o terceiro dia foram observadaslo8 células vidveis no intestino. Cerca de
dois a cinco dias apds a suspensdo do tratamento com a levedura, a S. boulardii
desapareceu das fezes.

A S.boulardii ¢ uma levedura da ordem Saccharomycetalia, tfamilia
Saccharomycetacea e género Saccharomyces (ASSUNCAO, 2014). De acordo com
ATICIA (2017), diversos estudos realizados utilizando as técnicas moleculares,
verificaram que a S.boulardii é geneticamente proxima a Saccharomyces cerevisiae.
Porém, possui caracteristicas fisioldgicas diferentes (BUTS, 2005).

As células da S.boulardii sdo esféricas, ovais e elipticas, como pode ser observado
na Figura 1 (BASTOS, 2011). Porém, as formas e tamanho, podem variar de acordo com

as condi¢des ambientais, o estado fisiologico e a idade da levedura (SILVA, 2008).

Figura 1: Microscopia eletronica em suspensao aquosa da Saccharomyces
boulardii (KITAMURA, 2013).



Quando comparados aos probidticos bacterianos, as células da levedura sdo dez
vezes maiores, apresentam uma resisténcia natural a antibidticos, possuem crescimento
otimo a 37°C, conseguem sobreviver no transito gastrointestinal, e tem a capacidade de
inibigdo de agentes patogénicos (MORE, 2015).

O uso de probiodticos na dieta humana estd sendo amplamente difundido tanto na
forma como suplemento alimentar, em leites, iogurtes, coalhadas, quanto em
medicamentos (BARBOSA et al., 2011). Atualmente, a S.boulardii ¢ comercializada na
forma liofilizada como agente bioterapéutico utilizado no tratamento de varias doencas
intestinais (BAFUTTO et al., 2013).

A partir de 1960, deu inicio a comercializacdo da S.boulardii liofilizada. O uso
comercial de S. boulardii como medicamento no combate as diarreias foi difundido em
toda Europa e hoje estd disponivel no mercado com diferentes nomes comerciais: Ultra-
Levure®, Florastor®, Precosa®, Levucell®, Perenterol®, Perenteryl®, Codex®, Floratil®
(SANT’ANA, 2009).

2.3 Mecanismos de acao

Na flora intestinal, em condi¢des normais, existem diferentes micro-organismos
que exercem influéncia sobre uma série de reagdes bioquimicas do hospedeiro. Elas
funcionam como uma barreira contra a invasdo de micro-organismos ndo residentes
(LOPES, 2010; SAAD, 2006).

Porém, quando ocorre um desequilibrio dessa microbiota, devido ao estresse ou
mudangas na dieta, inicia-se uma proliferagdo de micro-organismos patogénicos que
passam a competir por nutrientes com os micro-organismos residentes da flora intestinal
(KITAMURA, 2013). O mecanismo de acdo da S.boulardii é o de protecdo, pois ele
impede a multiplicagdo de micro-organismos patogénicos através de competicdo por
nutrientes ou sitios de adesdo. Entretanto a S. boulardii consegue se aderir as células do
intestino, mas nao se multiplicam e por isso seu uso deve ser constante para manter sua
concentracdo em quantidades suficientes (LOPES, 2010). A parede celular da S.boulardii é
rica em manose, assim, os patogenos se aderem a levedura por meio de adesinas,
receptores presentes na parede celular bacteriana. As bactérias aderidas sdo eliminadas
pelas fezes (MIGOWSKI e PUGLIESE, 2009).
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A S.boulardii impede a ag@o bacteriana, produzindo compostos antimicrobianos,
como as bacteriocinas, que impedem a multiplicagdo e producdo de toxinas por bactérias
patogénicas (KITAMURA, 2013).

A S.boulardii produz uma serino-protease de 54 kDa que bloqueia as toxinas A ¢ B
de Clostridium difficicle e seus receptores na mucosa intestinal (SANTOS et al., 2009).

Outro mecanismo de ag¢do da S.houlardii ¢ a imunoestimulacdo. Estudos realizados
em camundongos mostraram que a levedura aumenta os niveis de Imunoglobulina do tipo
A. Esse efeito, conhecido como modulador, pode estar relacionado a capacidade da
levedura interagir com as células epiteliais estimulando as células B produtoras de IgA e a
migracdo de células T do intestino (COPOLA e TURNES, 2004). Em camundongos
desafiados com a toxina A de C. difficile, a levedura provocou um aumento de 4 vezes nos
niveis de IgA dirigidos contra a toxina A, o que mostra que a levedura possui um efeito
modulador da resposta imune. (SANTOS et al., 2009).

A levedura S. boulardii causa aumento de niveis de anticorpos e aumento das
atividades dos macrofagos (KITAMURA, 2013). Segundo MULLER et al., (2006) a
ingestao da levedura ¢ capaz de reduzir danos resultantes da a¢do de toxinas bacterianas de

Vibrio Cholerae, de Escherichia coli e de Clostridium difficile.

2.4 Condicoes de cultivo

O crescimento celular microbiano apresenta diferentes fases caracteristicas, de

acordo com a Figura 2.

Log do nimero de célulos

Tempo em horas

Figura 2- Fases de crescimento dos micro-organismos. A representa a fase lag,
B representa a fase log, C representa a fase estaciondria e D representa a fase de morte
celular (Retori, 2000).
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A Fase lag ¢ a fase de adaptacdo dos micro-organismos ao meio de cultivo, por isso
um aumento significativo da populagdo de células nio € observado. J4 a fase log ¢ a fase de
crescimento, caracterizada por células operando a taxas proximas ao maximo permitido
pela sua cinética enzimatica. Nessa fase sdo produzidos produtos da fermentacdo
associados ao metabolismo primario. Quando o produto da fermentacdo ¢ a biomassa ou
metabolitos associados ao metabolismo primario € importante a ampliacdo desta fase, para
que aumente a produtividade. Na fase estacionaria, ocorre o esgotamento de nutrientes, o
numero de células que nascem sdo iguais ao nimero de células que morrem. A fase de
morte celular pode ocorrer por dois motivos, o esgotamento de nutrientes ou pelo acumulo

de substancias inibitérias (HOEHLER e JORGENSEN, 2013).

As leveduras utilizam como nutrientes fontes de carbono, nitrogénio, fosforo e
fatores de crescimento. Os micro-organismos cultivados em meios sintéticos utilizam
como fontes de carbono os dissacarideos glicose, sacarose, frutose ou polissacarideos
como amido e celulose. Como fonte de nitrogénio, sdo usados sais, aminodcidos e ureia,
extrato de levedura e peptona. Além de outros elementos como sodio, potassio e magnésio
que sdo adicionados em menores, porém necessarias, concentragdes. Além dos nutrientes
citados, ¢ preciso fornecer condigdes ambientais favordveis ao cultivo, tais como pH,
pressao osmotica, umidade e temperatura (BORZANTI, 2007).

A literatura descreve o meio liquido Yeast extract peptone dextrose (YPD) para o
cultivo de Saccharomyces boulardii. Este meio ¢ composto por glicose, extrato de
levedura, peptona de carne, KHyPOy4, sulfato de amonio, sulfato de magnésio e ureia

(tabela 1).

Entretanto, outros meios também sdo utilizados para o cultivo de Saccharomyces,
como o YEPG, composto por 2% de glicose, 1% de peptona e 0,5% de extrato de levedura.
O meio YM também ¢ utilizado, ele ¢ composto por 0,3% de extrato de levedura, 0,3% de

extrato de malte, 0,5% de peptona e 1% de glicose (MALTONE, 2008).

O custo do cultivo de micro-organismos pode preocupar alguns empresarios.
Estima-se que 30 a 40% do custo envolvido na produgdo estejam relacionados ao meio de
cultura utilizado para o crescimento do micro-organismo. Muitas industrias estdo adotando
métodos simples como a utilizagdo de um meio de cultura especifico e otimizado, para
aumentar o rendimento do produto final desejado (CARVALHO et al., 2008). Portanto, a
preparacdo de meios de cultivos de baixo custo ¢ um fator importante em processos

fermentativos industriais (NETO et al., 2005). 12



Tabela 1- Composi¢ao do meio padrio para cultivo de S.boulardii.

Substancia Concentragao (g/L)

Glicose 10
Extrato de levedura 2
Peptona de carne 2
KH2PO4 0,6

Sulfato de amonio 0,12

Sulfato de magnésio 0.24

Ureia 0,36

H»0O gsp 1000 mL

Fonte: MULLER, 2006.

Existem varios estudos sobre os meios industriais de fermentagdo para obtengdo de
produtos biotecnoldgicos. Muitos residuos agroindustriais t€ém sido empregados para
obtengao de produtos biotecnoldgicos, devido a grande disponibilidade e por representarem

fontes alternativas de baixo valor comercial (CAZZETA, 2005).

2.5 Residuos agroindustriais

O agronegocio € o setor da economia que vem contribuindo com o crescimento do pais,
e ¢ um dos responsaveis pelo superavit na balanca comercial brasileira (CRAVO et al., 2014).
Muitos produtos alimentares sao preparados em unidades industriais usando produtos agricolas
como matérias-primas. Durante este processo ¢ gerada uma quantidade considerdvel de
residuos liquidos e soélidos, que quando ndo descartados adequadamente causam impactos
ambientais (CALDAS, 2010). Portanto, ¢ necessario a busca por solu¢des que minimizam
esses problemas, recuperando nutrientes de residuos solidos / liquidos industriais.

Esses residuos podem ser utilizados como fontes alternativas de substratos para os
micro-organismos por causa da alta biodegradabilidade e por serem ricos em carbono e
outros nutrientes essenciais para o crescimento (GASSARA et al., 2010).

Uma solug@o para minimizar o impacto da geragdo de residuos no ambiente seria
utilizar os residuos agroindustriais em processos de fermentagdo, devido ao baixo custo e &
disponibilidade local, principalmente quando se visa a produgdo em larga escala. Os
agroresiduos mais comuns sdo o soro de leite, aguas residuarias amildceas, materiais
celuldsicos, além de residuos como o melago da cana-de-agiicar (COGHETTOA et al.,
2016).
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2.5.1 Soro de leite

O soro de leite, também conhecido como soro de queijo, ¢ um residuo
agroindustrial proveniente da industria de laticinios, resultante da precipitacdo e remogao
de caseina de leite nos processos de fabricacdo de queijo. Em média, sdo produzidos 9 kg
de soro de queijo, para produzir 1 kg de queijo (REMON et al., 2016).

A produgdao mundial do soro ¢ superior a 160 milhdes de toneladas por ano. O soro
apresenta uma demanda bioquimica de oxigénio (DBO) de 30-50 g/ L e uma demanda
quimica de oxigénio (DQO) de 60-80 g/L, sendo a lactose responsavel pela alta DBO e
DQO (GUIMARAES et al., 2010). No Brasil, segundo a Embrapa (2015), 34 bilhdes de
leite sdo produzidos, com um crescimento de 5% ao ano. A maior parte desse volume ¢
utilizada para produg@o de mais de 600 mil toneladas de diversos tipos de queijo por ano, o
que significa uma producao anual de mais de 4 bilhdes de litros de soro.

Quando o soro de leite ¢ descartado no meio ambiente, diretamente em aguas
receptoras (rios, lagos, oceanos, etc), sem qualquer pré-tratamento gera alta contaminagao
orgdnica nas aguas e odor desagradavel. O descarte no solo também pode comprometer a
estrutura fisico-quimica do solo, resultando em problema ambiental (PRAZERES et al.,
2012).

O permeado do soro de queijo € um liquido amarelado, caracterizado pelo alto teor
de lactose (70-90%), presenca de minerais (6-20%), proteinas (0,5-3%) e baixos teores de
gordura (< 2%), além de concentragdes de macro e micro elementos, e algumas vitaminas
do complexo B (TRIGUEROS, 2016).

O soro de leite ¢ uma fonte de carbono alternativa para a fermentagdo, por
exemplo, a fermentag¢do de lactose do soro em etanol, utilizando leveduras (PRAZERES et
al., 2012). TRIGUEROUS (2016) utilizou o soro de leite hidrolisado como substrato para
produgdo de Saccharomyces boulardii. Assim, o soro de leite € utilizado como componente

do meio de cultura para o cultivo da levedura utilizada como probidticos.
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2.5.2 Melaco de cana

De acordo com dados do CONAB, na safra 2016/17, estima-se uma producao de
657,2 milhdes de toneladas de cana-de-agucar, no Brasil. Houve um aumento na produgao
de actcar na ordem de 15,5%, com produgdo estimada em 38,69 milhdes de toneladas,
sendo a regido Sudeste, a responsavel, nesta safra, por 72,9% do agucar produzido em todo
0 pais.

O melago ¢ um subproduto da industria agucareira, obtido como consequéncia da
evaporagdo repetida do caldo de cana. Este subproduto ¢ um fluido viscoso escuro
composto de acucares fermentaveis. O principal carboidrato presente ¢ a sacarose (45%
m/v), seguida da glicose e frutose (5% m/v), por coloides suspensos, aminoacidos,

vitaminas, ions metalicos e sais (50% m/v) (SHARMA et al., 2016).

Aproximadamente, 0,3 toneladas de melaco sdo produzidas para cada 1 tonelada de
acucar (LI et al, 2015 ). O melago ¢ uma matéria-prima econdmica, utilizada para a
producdo de etanol. Ele também ¢ utilizado como aditivo para a alimentagdo animal, além
de ser um meio de crescimento para a producdo de leveduras, como a S.boulardii
(SHARMA et al., 2016). KITAMURA (2013) realizou um estudo, desenvolvendo um
processo para produ¢do de biomassa probidticas S. boulardii, utilizando o residuo
agroindustrial melago de cana, através de fermentagdo submersa. Feltrin e colaboradores
(2000) também utilizaram o melaco de cana como substrato para a producdo de
Lactobacillus plantarum ¢ como resultados, o meio contendo melago de cana como fonte
de carbono teve uma produtividade de 0,0768 g/L.h e o meio contendo a glicose como
fonte de carbono, teve produtividade de 0,0865 g/l.h. Os resultados foram semelhantes,
sugerindo a utilizagdo do melago de cana-de-agucar, enriquecido para suprir as
necessidades nutricionais de Lactobacillus plantarum, visando a produ¢do de biomassa e
de células viaveis em processos fermentativos alimentares.

Infelizmente, grande parte do melago ¢ descartada diretamente nas dguas, levando a
altas concentragdes de substancias organicas, excedendo a capacidade de autodepuracao do
rio, deixando-o sem oxigénio e consequentemente, causando a morte de peixes e outros

organismos aquaticos (LI et al., 2015).
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2.5.3 Materiais lignoceluldsicos

Os materiais lignoceluldsicos sdo promissores como recurso natural e renovavel.
Recentemente, os materiais lignoceluldsicos ganharam interesse de pesquisa,pois podem
ser utilizados para a produ¢do de biocombustiveis e usados na fermentagdo microbiana
para produgdo de enzimas (ANWAR et al., 2014).

A lignocelulose ¢ composta em 35-50% de celulose, 25-30% de hemicelulose e 15-
30% de liginina. Estes trés tipos de polimeros estdo fortemente ligados uns aos outros e
representam mais de 90% do peso seco das células vegetais, a quantidade de cada polimero
varia de acordo com a espécie e estagao de colheita (MENEZES, 2009).

Os materiais lignoceluldsicos incluem residuos agricolas, como palha da cana-de-
acucar, o bagaco da cana, palha de trigo e outros. No Brasil, a principal biomassa residual ¢
o bagaco de cana-de-agticar (NUNES et al., 2014).

Segundo NUNES e colaboradores (2014), muitos estudos estdo sendo realizados
para melhorar a digestibilidade quimica e enzimatica da biomassa lignocelulosica, para a
eficiente conversao da celulose e hemicelulose em etanol. Pois, o grande problema ¢ a
baixa acessibilidade da celulose (por causa da associacdo com a lignina), dificultando a
conversao em agucares fermentdveis. Portanto, se faz necessario a hidrélise, rompendo o
polimero linear glicose-glicose, que ¢ rigido e dificil de ser quebrado, para tornar a glicose
mais acessivel (MOOD et al., 2013).

MENEZES e colaboradores (2009) avaliaram a producdo de enzimas celuloliticas
(carboximetilcelulase e avicelase), hemiceluliticas (xilanase) e ligninoliticas ( lacase e
manganés peroxidase) pelos fungos do género Pleurotus (P. sp BCCB068, P. Tailandia e P.
sajor-caju) através de fermentacdo submersa utilizando bagaco de cana como uma fonte de
carbono. Os resultados demonstraram que os fungos produziram enzimas lignoceluloliticas
(lacase e manganés peroxidase). Desta forma, o trabalho de MENEZES e colaboradores
(2009) mostrou que o residuo de bagaco de cana é um possivel substrato para produgdo de
enzimas ligninoliticas, uma alternativa para a obtencdo de enzimas mais viaveis

economicamente.
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2.5.4 Amido de Mandioca/ Batata

A mandioca (Manihot esculenta) ¢ uma espécie nativa do Brasil e estd distribuida
em todo territorio nacional. A produgdo de mandioca por regides estimada para 2016 foi:
Nordeste (31,6%), Norte (30,4%), Sul (22,3%), Sudeste (10,5%) e Centro-Oeste (5,2%)
(CONAB, 2016). A mandioca ¢ um alimento rico em amido e pobre em proteina bruta. A
casca de mandioca ¢ constituida de casca, entrecasca e ponta da raiz, quando desidratada
pode atingir cerca de 88% de matéria seca. A casca desidratada apresenta 58,1% de amido,
3,4% de proteina bruta e 28,6% de fibra (CALDAS, 2010).

A batata inglesa (Solanum tuberosum L.), além do consumo humano ¢ utilizada na
industria para a producdo de amido (panificagdo) e alcool. No entanto, apesar de possuir
destaque no setor alimenticio, do total de batata produzida, aproximadamente 35% (casca e
resto de polpa) sdo descartados no processo de industrializagdo. Para o mercado agricola, o
cultivo da batata esta entre as 10 principais culturas, sendo mais presente nas regides Sul e
Sudeste. Os estados de Minas Gerais, Parand e Sao Paulo sdo responsaveis por mais de
90% da produgdo do pais (GARCIA, 2013). Os tubérculos de batatas sdo compostos por
aproximadamente 76% de dgua, 2% de proteinas e 20% de carboidrato. Aproximadamente
80% do peso dos carboidratos da batata ¢ amido, com uma propor¢do de 75%—79% de
amilopectina e 21%-25% de amilose (FERNANDES, 2006).

O amido ¢ polissacarideo natural considerado a principal fonte de carboidratos nos
vegetais. As sementes e raizes de tubérculos como a mandioca e a batata sdo as principais
fontes de amido, ele também ¢ encontrado no milho, trigo e arroz (SPIER, 2010). O amido
¢ um homopolimero ramificado, formado por unidades de glicose ligadas entre si de forma
linear e ramificada. E um homopolissacarideo formado por a-glicose e encontra-se em
duas formas: amilose e amilopectina (ZHANG et al., 2017).

A amilose praticamente ndo apresenta ramificagdes, as unidades de glicose sdo
conectadas por ligacdes glicosidicas do tipo o (1,4) e a porcentagem de ramificagoes
a(1,6) € menor do que 1%. Ja a amilopectina é uma das maiores biomoléculas conhecidas,
altamente ramificadas, possui cadeias de residuos de glucose ligados entre si por ligagdes
glicosidicas do tipo a (1,4) com aproximadamente 5% de ramificagdes a (1,6) (AMARAL
et al, 2007). Na Figura 3 estdo ilustradas as estruturas quimicas da amilose e

amilopectina.
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Figura 3- Estrutura quimica da amilose (a) e da amilopectina (b). (CORRADINI
et al., 2005).
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O processamento da mandioca/batata para produgdo em larga escala de amido
resulta em residuos sélidos e liquidos e o descarte inadequado destes residuos nos corpos
hidricos, sem nenhum tratamento, provoca danos ambientais. Os residuos compreendem a
agua da limpeza das raizes, a casca, a dgua de extragdo da fécula e as fibras (WOSIACKI
et al., 2002). Portanto, esses residuos contém quantidades de amido considerdveis e sdo
adequados como substrato para o crescimento microbiano (OKEKE e
FRANKENBERGER, 2005).

DALCANTON et al, (2010) utilizaram amido hidrolisado de arroz com
suplementagdo de 6leo de soja para a produgdo de Poli (3-hidroxibutirato) por Cupriavidus
necator. O poli (3-hidroxibutirato) (P (3HB)) é um biopolimero, completamente
biodegradavel, que tem propriedades semelhantes aos polimeros a base de combustivel. As
maiores porcentagens de P(3HB) foram obtidas para os cultivos a 35 °C, sendo
produtividade de P(3HB) (0,20 g/L.h) com a suplementacdo em o6leo de soja. Para a
temperatura de 30°C, com a suplementagdo do o6leo e os resultados foram uma
produtividade de 0,13 g/L.h. Assim, o cultivo realizado a temperatura de crescimento de 35
°C apresentou vantagens no crescimento e producao de P(3HB) por Cupriavidus necator
quando comparado ao realizado a temperatura de 30 °C. Os resultados da utilizagdo de
amido hidrolisado de arroz mostraram viaveis para a produ¢do de P(3HB) e suplementagao
com o6leo de soja, mesmo em pequenas quantidade, levou a um aumento na produgdo de

P(3HB).
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2.6 Producdo de biomassa de S. boulardii utilizando diferentes residuos

agroindustriais

Alguns trabalhos descritos na literatura utilizaram residuos agroindustriais para a
producdo de S. boulardii.

KITAMURA (2013) analisou a influéncia da concentragdo de melago de cana no
rendimento da produgdo de biomassa S.boulardii de duas cepas (SbM, presente no
medicamento Floratil e Sb4308) para assim, seleciona-las e serem utilizadas nos estudos de
bioacimulo de Selénio. A otimizagdo do meio de cultivo utilizando o melago de cana foi
realizada utilizando trés planejamentos experimentais: Plackett & Burman, Fatorial
fracionado 2°? e Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 2°. A autora
estudou a influéncia dos componentes do meio de cultivo utilizando o planejamento
experimental do tipo Plackett e Burman com 16 ensaios mais 3 pontos centrais, totalizando
19 ensaios, utilizando apenas a cepa Sb4308. O préoximo delineamento foi o Fatorial
Incompleto 22, utilizando 8 tratamentos diferentes e 3 pontos centrais, totalizando 11
ensaios para cada, utilizou-se as duas cepas. E por fim, o Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) 2° totalizando 17 ensaios. Nele foram utilizados pontos fatoriais (+1 e
-1), pontos axiais (+1,68 e -1,68) e pontos centrais (0). Em todos os planejamentos, foram

analisadas trés variaveis, a glicose, o melago de cana e o extrato de levedura.

Os resultados obtidos na primeira etapa do trabalho, determinaram as concentragdes
otimas de trés componentes para a cepa SbM, utilizando o planejamento DCCR, glicose
(40 g/L), melago de cana (50 g/L) e extrato de levedura (12 g/L); ja para a cepa Sb4308, a
regido do otimo nao foi identificada, encontrando-se somente a concentragdo Otima de
extrato de levedura: 12 g/L. Assim, a otimiza¢do do meio de cultivo utilizando a cepa
Sb4308 nao foi finalizada, precisando de mais experimentos com concentragdes maiores de
fonte de carbono.

Assim, continuou-se a usar o planejamento do tipo DCCR para todos os
experimentos para a cepa Sb4308, e foram testadas concentragdes desde 55 g/L até 400 g/L
de melaco de cana e os resultados de biomassa (g/L). Nessa etapa, a fonte de carbono
glicose foi retirada e observou se uma maior concentracdo da fonte de carbono melago de
cana-de-agucar (residuo agroindustrial), ja supriria a auséncia de glicose. Os resultados

estdo na Tabela 2.
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Tabela 2: Resultados obtidos através do aumento da concentracdo de melago para

produgdo de S. boulardii, utilizando o planejamento DCCR.

ENSAIO MELAGCO DE CANA (g/L) BIOMASSA (g/L)
01 55 587 + 0,14
02 70 6,75+ 0,12
03 100 820+ 0,00
04 125 9,40+ 0,01
05 150 10,14 £ 0,02
06 200 11,65 + 0,71
07 250 13,30 + 0,68
08 300 11,75 + 0,52
09 350 13,93+ 0,75
10 400 12,70 + 0.46
11 450 11,54 £ 0,27

NOTA: TODOS OS ENSAIOS TAMBEM CONTINHAM EXTRATO DE LEVEDURA 12giL

Fonte: (KITAMURA, 2013).

Analisando a influéncia do aumento da concentracdo de melago, os resultados
mostraram que a melhor concentragdo de melago de cana-de-acticar para produgdo de
biomassa foi 250 g/L, a partir desta concentragdo ndo houve aumento de biomassa
significativo. Assim, seria necessario um estudo de rendimento dessas condi¢des para
selecionar o melhor meio de cultivo. O calculo do rendimento leva em conta as

concentragoes iniciais e finais da fonte de carbono e da biomassa, conforme a Equagdo 1.

Biomassa final — Biomassa inicial

Rendimento(%) = x 100 (Eq.1)

Acucares totais finais — Aglcares totais iniciais

Uma andlise de rendimento do processo de produgdo de biomassa de S. boulardii Sb4308 e
determinagdo de acucares totais pelo planejamento DCCR, foi realizada com melago de
cana-de-agticar em trés concentragdes distintas, 100, 150 e 200 g/L, e extrato de levedura

12 g/L. Os resultados obtidos estdo na Tabela 3.
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Tabela 3: Resultado da Analise de rendimento da cepa Sb4308, obtidos nos planejamentos

experimentais do tipo DCCR.

ENSAIO  BIOMASSA (gll) ACUCAR TOTAL (gil) RENDIMENTO (%)

01Ti D.9g 44 57

18,80
01Tf 8.41 507
02Ti 1.14 63,41

17,48
02Tf 11,03 6.80
03Ti 1.29 78,71

15,28

03Tf 12,03 8.38

LEGENDA: Ensaio 01 = Melago 100g/L; Ensaio 02 = Melaco 150g/L; Ensaio 03 = Melaco 200g/L; Ti =
Tempo inicial E Tf= Tempo final.

Fonte: (KITAMURA, 2013)

Com os resultados dos rendimentos de produgdo, verificou-se que o ensaio 1 teve
um rendimento maior, porém uma quantidade de Biomassa baixa, o Ensaio 2 e 3 tiveram
valores proximos de Biomassa, porém o ensaio 2 teve um maior rendimento (17,48%),
conforme Tabela 3. Assim, concluiu que o ensaio 02, contendo melago de cana-de-agucar
150 g/L e extrato de levedura 12 g/L, teve a melhor producao de biomassa (g/L). Assim, a
autora otimizou o meio de cultura para a cepa Sb4308, composto por melaco de cana-de-

acucar (150 g/L) e extrato de levedura (12 g/L).

O experimento continuou para saber qual cepa (SbM e Sb4308) teria maior
producdo de biomassa. E os resultados mostraram que a cepa Sb4308 teve uma producao
de biomassa de 11,03 g/L que a cepa SbM (9,66 g/L).

TRIGUEROS (2016) realizou experimentos para producdo de biomassa da
S.boulardii, utilizando permeado de soro de leite. Para isso, foram realizados trés ensaios
para comparar a producdo da S.boulardii em um sistema anaerdbico a 30°C, 100 rpm
durante 30 h de fermentacdo. No primeiro ensaio utilizou-se 150 g/L do permeado de soro
de leite contendo 90% de lactose denominado de meio I. O segundo ensaio utilizou o meio
de cultivo II, composto por permeado de soro de leite suplementado com sais: 3

g/L(NH4),SO0y, 1,2 g/L MgS04.7H,0 e 3 g/L. KH,PO,. O terceiro ensaio utilizou o meio
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padrdo (meiolll), contendo 63 g/L de glicose; 2 g/L. de peptona de carne; 2 g/L de extrato
de levedura; 0,36 g/L de ureia; 0,12 g/ (NH4)2SOy4; 2,4 g/L MgS0O4.7H,0 ¢ 0,6 g/L

KH,POy. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 4.
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Figura 4: Resultado obtido da biomassa da S.boulardii em permeado de soro de
leite puro (meio 1), permeado suplementado com sais(meio 2) e meio padrdo (3). (TRIGUEROUS,
2016)

Os resultados encontrados pelos autores (Figura 04) mostraram evidéncias do
potencial da utilizagdo de permeado de soro de leite como uma fonte de carbono para
producdo de biomassa. O crescimento da levedura no soro de leite puro ou suplementado
mostrou ser semelhante ao meio padrdo (meio III). Este resultado aponta que a
aproximacao do crescimento de levedura no permeado do soro de leite com o meio padrao
que continha glicose, apresenta potencial para a otimiza¢do do meio de cultivo para a
producdo de S.boulardii usando como substrato o permeado do soro de leite hidrolisado.
Os resultados mostraram que o maior efeito sobre o crescimento celular foi atribuidas ao
permeado do soro de leite.

Os resultados apresentados mostram que KITAMURA (2013) atingiu uma
producdo de biomassa de 11,03 g/L para a cepa S. boulardii 4308 em comparacdo com a
cepa S. boulardii do medicamento Floratil da Merck (9,66 g/L). Como a produgdo de
biomassa da Sb4308 foi maior, ela foi selecionada pela autora para a produgao de biomassa
enriquecida com Selénio. Assim, o objetivo do trabalho que era a otimizagdo da producao
de biomassa de levedura, utilizando um subproduto agroindustrial melaco de cana foi
atingido. TRIGUEROUS (2016) observou que a produ¢do de biomassa no meio que
utilizava o permeado do soro de leite foi maior que o meio padrdo que continha apenas

glicose, atingindo um valor de biomassa de 2,15 g/L. 22



Assim, todos os dois trabalhos mostraram-se viaveis para a utilizacdo de residuos
agroindustrias como substratos nos processos fermentativos para a produgdo de
S.boulardii.

A maioria dos trabalhos publicados na literatura sobre a Saccharomyces boulardii é
referente a sua atuacdo como probidticos. Da busca encontramos apenas 2 trabalhos
publicados sobre a producdo da S.boulardii , isto dificultou uma andlise comparativa com
diferentes trabalhos que usassem os residuos agroindustriais para a produgdo de biomassa
da levedura.

Alguns trabalhos como de MULLER (2006) analisaram a cinética de crescimento
de S. boulardii em biorreator Air-lift, com aeracdo de 1,0 e 1,5 vvm (volume de ar por
volume de meio, por minuto), comparada com o crescimento em frascos agitados em
shaker. Utilizaram meio de cultivo contendo glicose, peptona de carne, extrato de levedura,
KH,POy, ureia, sulfato de aménia e sulfato de magnésio, e incubagdo a 30JC sob agitagdo
de 200 min™ (shaker) por 12 horas. Os valores de massa celular (g/L) foram proximas para
as trés condi¢des, sendo: 3,15; 3,97 e 3,91, para os reatores Air-lift 1,0 vvm, Air-lift 1,5
vvm e Shaker, respectivamente.

O trabalho de HU et al (2016) centrou na otimizagdo das condi¢des nutricionais
para a produgdo de S.boulardii em fermentacdo de estado so6lido, utilizando métodos
classicos e estatisticos. Em experimentos de um tunico fator, a producdo de S. boulardii foi
significativamente aumentada pela adi¢do de glicoamilase, ¢ as fontes de carbono e
nitrogénio. A glicoamilase ¢ uma enzima que cliva ligagdes de amido até a obtengdo de
mondmeros de glicose, deixando a glicose mais acessivel no meio. Os valores encontrados
da contagem de células foram 4,50x10° UFC/g, o que esta proximo ao valor proposto pelo

modelo, que é 4,41x10° UFC/g.
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3 CONCLUSAO

Os trabalhos apresentados apresentaram uma produ¢ao de biomassa de S.boulardii
significativa utilizando meios alternativos comparados com o meio padrdo. Desta forma a
utilizagdo de residuos agroindustrais como, melago de cana e permeado de soro de leite, ¢
promissora, podendo ser utilizados como substrato para a produgdo dessa levedura e de

outros micro-organismos.

Os residuos agroindustriais sdo fontes potenciais para serem utilizados em
processos biotecnoldgicos, a utilizagdo destes residuos ¢ uma alternativa importante para a
sua reciclagem, contribuindo para resolver os problemas ambientais decorrentes do seu

acumulo na natureza.
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