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1. INTRODUCAO

Em maio de 2014, o Brasil produziu 11.2 milhdes de toneladas de arroz em
casca (CONAB, 2014), sendo a regido sul responsavel por 60% da producdo. O
arroz parboilizado representa 50% das exportacdes nacionais de arroz (ABIAP) e
aproximadamente 20% do arroz total comercializado no Brasil. Para o processo de
parboilizacdo do arroz sdo necessarios 4L de agua por Kg de grdo, o que resulta em
aproximadamente 5,4 bilhdes de litros de efluente por ano, que contém nutrientes,
como nitrogénio e fosforo (RODRIGUES; KOETZ, 1996) e necessita de tratamento
antes do descarte.

A levedura Saccharomyces boulardii possui propriedades probiéticas em
humanos e animais quando administrada em quantidades adequadas, conferindo
beneficio ao hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Estudos realizados com animais de
experimentacdo e frangos ja apontaram os efeitos probidtico e prebidtico desta
levedura (COPPOLA et al. 2005; GIL DE LOS SANTOS et al. 2005). Para exercer a
funcdo de probidtico, as células precisam estar viaveis e em quantidade superior a
10’ Unidades Formadoras de Colénia por mililitro (UFC.mL™") (LEE, Y. K
SALMINEN, S.; 1995).

SCHNEID et al. (2004) demonstraram que S. boulardii pode ser cultivada no
efluente de arroz parboilizado. Para tal, € necessaria a adi¢cdo de uma fonte extra de
carbono. Anteriormente no cultivo de Pichia pastoris cepa X33, utilizou-se 15 g.L™* de
glicerol subproduto da industria de biodiesel para suplementar o efluente, resultando
em biomassa de 7,8 g.L ™" apds 48 h de cultivo (GIL DE LOS SANTOS, 2012). Outra
fonte de carbono barata que pode ser utilizada para esta finalidade € a sacarose,
produto abundante no Brasil e que poderia ser utilizada sem trazer custos
significativos para a producéo. Ensaios prévios de selecdo de meios para o cultivo
de S. boulardii foram feitos por nosso grupo, comparando o desempenho de meios
compostos por efluente suplementado com glicerol 5 g.L* e 15 g.L™ ou com
sacarose 1% e 3%. Os melhores resultados de viabilidade celular foram alcancados
com o efluente suplementado com sacarose (GABOARDI et al. 2013).

O objetivo deste experimento foi avaliar a producdo de biomassa e a
viabilidade celular de Saccharomyces boulardii cultivada em efluente resultante do
processo industrial de parboilizacéo de arroz acrescido de 1% de sacarose.
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2. METODOLOGIA

O efluente utilizado foi coletado, durante trés dias consecutivos, de uma industria
de beneficiamento de arroz de Pelotas, sendo misturado e autoclavado por cerca de
45 minutos. A sacarose foi obtida em comércio local.

Cinco col6nias de Saccharomyces boulardii foram cultivadas em meio YM em
agitador orbital a 150 rpm, a 28°C por 24 horas. O volume de cultivo foi ampliado
gradativamente até obter os 700 mL de inéculo necessarios para a fermentacgéo.
Foram realizadas quatro fermentag6es em biorreator de 7L utilizando o efluente
suplementado com 1% de sacarose como meio de cultivo, o qual apresentou
melhores resultados em uma selecdo de meios realizada anteriormente. As
fermentacées foram realizadas a 250 rpm, 28°C, 1lvvm e pH= 5,5, durante 48 h.

Durante os cultivos efetuaram-se coletas de 10 mL, em triplicata, para
determinacdo de biomassa e 1 mL para viabilidade celular, as 0, 3, 6, 8, 10, 12, 15,
24, 30 e 48 h. Para determinar a viabilidade celular e a curva de crescimento, foram
feitas diluicbes seriadas e plagueamento em YM &gar das amostras coletadas, e
contagem de unidades formadoras de colénias (UFC mL™).

Para quantificar a biomassa as amostras de 10 mL foram centrifugadas a 4000
rom por 15 minutos e os pellets lavados duas vezes, sendo posteriormente
ressuspendidos a 10 mL de agua destilada para realizar a quantificacdo de
biomassa por meio da leitura por densidade 6tica (DOgoo) em um espectrofotdmetro.
Para calcular o peso da biomassa foi construida uma curva de calibracdo a partir de
oito aliquotas do cultivo previamente centrifugadas, sendo os pellets lavados e
ressuspendidos em volumes iguais e aquecidos a 105 °C até peso constante em
cadinhos de ceramica previamente tarados. Em seguida, foi feita a correlacdo entre
0 peso obtido e as absorbancias geradas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 1. Viabilidade celular média de 4 fermentacBes de Saccharomyces boulardii
em efluente + 1% sacarose durante 48 horas, em biorreator.

Na Figura 1, observa-se que a levedura Saccharomyces boulardii alcancou a
fase estacionaria entre 15 e 24 h de cultivo, com viabilidade celular de 1,7 x 10® UFC
mL™, mostrando que ndo ha necessidade de estendé-lo até 48 horas. Este valor é
superior ao preconizado para o emprego da levedura como probiético, viabilizando
testes in vivo posteriores para determinacao do potencial probiético. Além disso, é
semelhante ao resultado obtido em outros experimentos em nosso laboratorio no
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cultivo da mesma levedura em que se utiliza YPD (Yeast Peptone Dextrose), que é
um meio de alto custo.

Na figura 2 nota-se que as 24 h de cultivo a levedura atingiu uma biomassa de
3,0 g por litro, enquanto que as 48 h o valor obtido foi de 3,8 g.L™*, um aumento de
apenas 0,8 g. Estes resultados confirmam a correlacdo entre viabilidade celular e
biomassa, mostrando que ao chegar a fase estacionaria, a multiplicacdo celular
diminui e o nimero de células viaveis € constante e, consequentemente, a biomassa
produzida € menor que no inicio do cultivo. Estes dados reforcam a proposicao de
gue nao é sustentavel o cultivo por mais de 24 h, visto que apés este horario a
viabilidade e a biomassa gerada s&o insignificantes.
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Figura 2. Biomassa média de 4 fermentacfes de Saccharomyces boulardii em
efluente + 1% sacarose durante 48 horas, em biorreator.

Neste trabalho, o cultivo de Saccharomyces boulardii em efluente de arroz
parboilizado enriquecido com sacarose 1% gerou biomassa inferior ao obtido por
GIL DE LOS SANTOS (2012) com o cultivo de Pichia pastoris no mesmo efluente,
suplementado com 15 g.L™* de glicerol subproduto do biodiesel, onde apos 48 h de
cultivo a biomassa obtida foi de 7,8 g.L™". Além disso, a viabilidade celular média as
48 h do cultivo de Pichia pastoris foi de 2,7 x 102 UFC mL™, superior a 1,8 x 10® UFC
mL™*de Saccharomyces boulardii no mesmo horario.

Embora os resultados referentes a biomassa e viabilidade de Saccharomyces
boulardii tenham sido inferiores aqueles obtidos a partir do cultivo de Pichia pastoris
em efluente suplementado com glicerol subproduto do biodiesel, o trabalho de
MULLER et al. (2007) também com Saccharomyces boulardii demonstrou resultados
semelhantes ao nosso. Neste estudo, foi obtido o valor de 3,1 g.L™ de biomassa em
12 h em biorreator air lift 1,0 vvm, enquanto que no cultivo em efluente alcangamos o
valor de 2,6 g.L™" de biomassa de S. boulardii neste mesmo horéario. Considerando o
baixo custo da preparacdo deste meio, detemos certa vantagem, ja que o meio
utilizado por MULLER et al. (2007) para cultivar a levedura foi um meio comercial, de
custo elevado, composto por glicose anidra, peptona de carne, extrato de levedura,
uréia e sulfato de magnésio.

4. CONCLUSAO

O efluente da industria de arroz parboilizado suplementado com 1% de
sacarose pode ser utilizado para a producao de Saccharomyces boulardii. O cultivo
da levedura produziu 3,8 g.L™* de biomassa em 48 horas e gerou uma viabilidade
celular média de 1,8 x 108 UFC mL™.
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