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1 INTRODUÇÃO 
 

O termo probiótico é aplicado para micro-organismos viáveis que, 
utilizados como suplemento alimentar, provocam efeitos benéficos na saúde do 
hospedeiro, melhorando o equilíbrio da microbiota intestinal (Kaur et al, 2001). 
Muitos micro-organismos já demonstraram apresentar propriedades probióticas em 
animais, dentre os quais, Bacillus cereus var. Toyoi e Saccharomyces boulardii (Zani 
et al.,1998; Gil de los Santos et al., 2005; Conceição et al., 2000; Coppola et al., 
2005). Em estudos recentes, Gil de los Santos e colaboradores (2012) mostraram 
que a levedura Pichia pastoris cepa KM auxilia no ganho de peso de frangos de 
corte podendo, então, ser considerada um probiótico. 

O efluente de arroz parboilizado suplementado com glicerol subproduto 
de biodiesel pode ser utilizado como meio alternativo para o cultivo da levedura P. 
pastoris cepa X33, sendo os melhores resultados obtidos com 15 g.L-1 de glicerol 
(Santos et al, 2012). O cultivo de P. pastoris X33 nesse meio promove redução nos 
níveis de DQO, N-NTK e fósforo, amenizando o impacto associado ao descarte 
destes resíduos no ambiente (Fernandes et al., 2011; Gaboardi et al., 2011a; Santos 
et al., 2012;). Além disso, o cultivo em fermentador, utilizando esse meio, pode gerar 
biomassa de 12 g.L-1 com viabilidade celular média de 2,7 x 108 UFC.mL-1 (Gaboardi 
et al., 2011b), ultrapassando o valor de 106 UFC.mL-1 fornecidos a frangos de corte, 
no experimento de Gil de los Santos e colaboradores (2012). 

Este trabalho teve como objetivo analisar o cultivo da levedura P. pastoris 
cepa KM em efluente dos tanques de maceração de arroz parboilizado 
suplementado ou não de 15 g.L-1 de glicerol subproduto da indústria de biodiesel, 
visando a produção de probiótico para uso animal em meios alternativos de baixo 
custo. 
 
2 METODOLOGIA (MATERIAL E MÉTODOS) 
 

Pré-inóculo e inóculo de P. pastoris KM foram preparados em meio YM. O 
pré-inóculo partiu de cinco colônias de P. pastoris em 10 mL de meio. A partir disso 
foram produzidos 50 mL de inóculo usando-se 5 mL de pré inóculo. As condições de 
cultivo em agitador orbital foram 150 rpm a  28°C, por 12 h. 

O crescimento da P. pastoris cepa KM foi avaliado em: a) efluente dos 
tanques de parboilização de arroz parboilizado (KM EFL), b) efluente dos tanques de 
parboilização de arroz adicionando-se 15 g.L-1 de glicerol de biodiesel (KM EF+ GLI) 
e YM (Yeast Medium, Difco,USA) (KM YM). Para isso, adicionou-se 13 mL do 
inóculo a 117 mL de cada meio, colocados em três balões aletados de 500 mL. 



 
 

O cultivo foi efetuado em triplicata num agitador orbital a 150 rpm,  28°C 
por 48 h. Coletas de amostras foram realizadas nos tempos 0 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h, 
32 h e 48 h. A curva de crescimento foi construída com base na viabilidade celular, 
determinada por diluições seriadas, estimando-se as unidades formadoras de 
colônia (UFC.mL-1) em meio sólido YM. A produção de biomassa foi estimada por 
densidade óptica em espectrofotômetro a 600 nm (DO600) usando-se a expressão de 
biomassa (g/L) =(( 0.0027*DO600nm)-0.0002)*1000. 

 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Os três cultivos iniciaram a fase estacionária em torno de 24 h, 
alcançando uma viabilidade celular semelhante de aproximadamente 2,0 x 108 
UFC.mL-1 (Fig. 1). A viabilidade celular obtida é superior a 106 UFC.mL-1, usado por 
Gil de los Santos et al. (2012) no experimento em que verificou-se a ação probiótica 
da P. pastoris KM. Esses resultados corroboram os obtidos em estudos anteriores 
com P. pastoris cepa X33, cultivada em efluente suplementado com 15 g.L-1 de 
glicerol de biodiesel, a qual atingiu viabilidade aproximada de 2,7 x 108, em 20 h de 
cultivo (Fernandes et al., 2011), porém sugerem que a adição de glicerol de 
biodiesel não trouxe um acréscimo na viabilidade celular e que esta levedura possui 
capacidade de assimilar os nutrientes existentes no efluente dos tanques de 
parboilização obtendo viabilidade semelhante à obtida no meio padrão YM, fato este 
não comunicado até o presente momento. 

  
 

Figura 1 – Viabilidade celular média de três cultivos de P. pastoris cepa KM em: meio padrão YM (KM 
YM); efluente de arroz parboilizado (KM EFL) e efluente suplementado com 15 g.L 

-1
 de glicerol de 

biodiesel (KM EFL + Gli). 
 

A produção de biomassa celular (Fig. 2) em efluente suplementado com 
15 g.L-1 de glicerol de biodiesel alcançou em 32 h em torno de 1,6 g.L-1 de produção 
de biomassa, aumentando 7,5 vezes o seu valor inicial. O cultivo em meio YM 
atingiu esse valor mais rapidamente (12h), provavelmente pela maior disponibilidade 
e o tipo de nutrientes. Estes valores são semelhantes às 2,0 g.L-1 relatados no 
cultivo de P. pastoris cepa X33 (Santos et al., 2012) e inferiores aos 12 g.L-1  obtidos 
no cultivo em fermentador no mesmo tipo de efluente também suplementado com 15 
g.L-1 de glicerol de biodiesel (Gaboardi et al., 2011). A biomassa atingida pelo cultivo 



 
 

em efluente com glicerol de biodiesel foi, em 24 h, duas vezes maior que a obtida 
em efluente puro. 

 

 
Figura 2 – Biomassa celular média de três cultivos de P. pastoris cepa KM em: meio padrão YM (KM 
YM); efluente de arroz parboilizado (KM EFL) e efluente suplementado com 15 g.L 

-1
 de glicerol de 

biodiesel (KM EFL + Gli). 
 
 

4 CONCLUSÃO 
 

A levedura P. pastoris cepa KM pode ser cultivada em efluente dos 
tanques de parboilização de arroz obtendo uma viabilidade celular de 2 x 108 
UFC.mL-1 em 24 h de cultivo e aproximadamente 1,2 g.L-1 de biomassa quando 
suplementado com 15 g.L-1 de glicerol de biodiesel. 
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