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1 Introducao

A busca por microrganismos com potencial probidtico tem se intensificado devido ao
crescente interesse em suas aplicagdes biotecnoldgicas e funcionais (Fijan, 2023). Nesse
contexto, as leveduras vém despertando interesse cientifico por suas caracteristicas fisioldgicas
e potencial de aplicacdo como probidticos (Shruthi et al., 2022). Entre as leveduras de interesse
biotecnoldgico, destacam-se as produtoras de compostos bioativos, como os carotenoides,
reconhecidos por sua atividade antioxidante (Maoka, 2019). Além disso, a resisténcia as
condicdes adversas do trato gastrointestinal ¢ um dos principais critérios para a sele¢do de
microrganismos com potencial probiodtico, tornando fundamental a avaliagdo dessas
caracteristicas para a identificacdo de linhagens promissoras para aplicacdes biotecnoldgicas

(Gomaa, 2020; Tullio, 2024).

2 Objetivos
O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial probidtico de leveduras por
meio da andlise e selecdo de linhagens resistentes a condigdes de estresse semelhantes as do

trato gastrointestinal humano.

3 Metodologia

A linhagem Rhodotorula mucilaginosa CHAP-208 (Tadioto et al., 2026) foi submetida
a pré-inodculo em meio YPDA (1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% glicose e 2% agar)
com incubag¢do por 48 h a 30°C. Posteriormente, foram avaliadas 9 formula¢des de YPD em
frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio, sob 30°C e 145 rpm por 48 h. As
condigdes experimentais corresponderam as seguintes concentracdes de extrato de levedura,

peptona e glicose, respectivamente: C1: 0,1% + 0,2% + 1%; C2: 0,5% + 1% + 1%; C3: 1% +
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2% + 1%; C4: 0,1% + 0,2% + 5%; C5: 0,5% + 1% + 5%; C6: 1% + 2% + 5%; C7: 0,1% + 0,2%
+ 10%; C8: 0,5% + 1% + 10%; e C9: 1% + 2% + 10%. O crescimento foi avaliado em 0, 24 ¢
48 h por espectrofotometria a 570 nm. Ao final, as células foram separadas por centrifugacao
(9.000 rpm, 5 min) e armazenadas a -20°C. Das condigdes avaliadas, somente C2, C5, C6
e C8 seguiram para a extragao e determinagdo da concentragao de carotenoides totais (TCC),
conforme metodologia adaptada de Pham et al. (2024). As amostras foram analisadas por
espectrofotometria no comprimento de onda de 454 nm. A determinacdo de carotenoides totais
foi calculada através da equagdo 1.

A-V-10°

A - P - 100

lcm

TCC (ug/g)=

Equagao (1)

1%
lcm

No qual: A = Absorbancia da amostra; A;.,,= 2620 representa a extingdo no

comprimento de onda de 454 nm no etanol na cubeta na concentra¢do de 1%, em uma cubeta
num caminho 6ptico de lcm; P = Estimativa de peso seco da amostra (g); V = Volume da
amostra (mL); TCC = Teor de carotenoides totais (ng/g).

Adicionalmente, outras linhagens da colecdo do grupo de pesquisa (vide Tabela 1)
foram avaliadas quanto a tolerancia a diferentes condi¢cdes de pH. Para isso, inicialmente as
cepas foram pré-cultivadas em frascos Erlenmeyers de 50 mL contendo 10 mL de YPD (1%
extrato de levedura, 2% peptona e 2% glicose), a 30°C e 145 rpm por 48 h. Em seguida, foram
realizados ensaios em microplacas de 96 pogos, contendo 1 pL do cultivo e 100 uL. de YPD,
com diferentes valores de pH: 5,0; 3,0; 2,5 e 2,0. As andlises foram realizadas em triplicata,
com monitoramento do crescimento por 24 h em leitor de microplacas (Varioskan, Thermo
Scientific), a 30 °C, com agitagdo continua de 180 rpm e leitura turbidimétrica a 600 nm

(DO600). Os dados foram utilizados para medir o incremento de biomassa celular (ADO).

Tabela 1. Leveduras da colecao do LabBioLev utilizadas no presente estudo.

Fontes do isolamento

Espécies Codigos das linhagens das leveduras

Rhodotorula mucilaginosa CHAP-208
CHAP-211, CHAP-214, CHAP-215,

Aureobasidium leucospermi CHAP-220, CHAP-221 Flores de Senna
macranthera

Aureobasidium sp. CHAP-213, CHAP-222

Papiliotrema rajasthanensis CHAP-216

Papiliotrema rajasthanensis CHAP-223 Besouros Astylus
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Tremella sp. CHAP-224
CHAP-225, CHAP-226, CHAP-227,
Papiliotrema sp. CHAP-229, CHAP-230, CHAP-231,
CHAP-232, CHAP-233, CHAP-235
Papiliotrema aspenensis CHAP-234, CHAP-241 variegatus
Papiliotrema flavescens CHAP-236
Kurtzmaniella quercitrusa CHAP-237, CHAP-238, CHAP-240
Papiliotrema siamensis CHAP-239

CHAP-242, CHAP-244, CHAP-245,

Meyerozyma caribbica Abelhas Scaptotrigona
CHAP-246, CHAP-247, CHAP-248 postica ¢ Tetragonisca
Meyerozyma carpophila CHAP-243 angustula

4 Resultados e Discussiao

Os resultados obtidos possibilitaram a identificagdo de condigdes de cultivo mais
favoraveis para a produgdo de carotenoides pela linhagem R. mucilaginosa CHAP-208 (Figura
1). A otimiza¢do do cultivo demonstrou que a C8 favoreceu o maior crescimento celular,
enquanto a C6 apresentou maior producgdo de carotenoides totais, indicando que a formagao de
biomassa ndo esta diretamente relacionada a sintese de carotenoides, conforme observado em
estudos com leveduras do género Rhodotorula, nos quais a composi¢do do meio exerceu
influéncia de forma distinta sobre esses parametros (Maldonade et al., 2012). Esses dados,
portanto, demonstram potencial biotecnologico em relagdo a producao de carotenoides pela
linhagem CHAP-208.

A partir disso, essa levedura foi submetida a testes de tolerancia a ambientes acidos, no
intuito de avaliar sua resisténcia a condi¢cdes semelhantes as encontradas no trato
gastrointestinal humano, especialmente no estomago. Contudo, como pode ser visto na Figura
2, a levedura R. mucilaginosa CHAP-208 apresentou baixo desempenho comparado ao
apresentado pela linhagem controle (o probidtico comercial Saccharomyces boulardii Floratil).
Assim sendo, outras linhagens da colecdao do grupo de pesquisa foram testadas para prospectar
novas leveduras com potencial probidtico. Nessa avaliagdo, as linhagens A. leucospermi
CHAP-214, Tremella sp. CHAP-224, M. caribbica CHAP-244 ¢ M. caribbica CHAP-246
apresentaram tolerancia a condi¢des acidas, com incrementos de biomassa superiores ao
observado para a cepa controle, destacando-se como candidatas para futuros estudos em novas

condig¢des simuladas do trato gastrointestinal e aplicagdes relacionadas ao potencial probidtico.
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Figura 1. (A) Crescimento celular da linhagem CHAP-208 em 9 formulac¢des do meio YPD, sendo elas C1, 0,1%
de extrato de levedura + 0,2% de peptona + 1% de glicose; C2, 0,5% + 1% + 1%; C3, 1% + 2% + 1%; C4, 0,1%
+0,2% + 5%; C5, 0,5% + 1% + 5%; C6, 1% + 2% + 5%; C7,0,1% + 0,2% + 10%; C8, 0,5% + 1% + 10%; ¢ C9, 1%
+ 2% + 10%, respectivamente para extrato de levedura, peptona e glicose. O crescimento celular foi determinado
por espectrofotometria a 570 nm nos tempos de 0, 24 e 48 h. (B) Concentragdo total de carotenoides produzidos
pela linhagem CHAP-208 nas condigdes de cultivo selecionadas para avango dos testes a partir do comportamento
das 9 condigdes, determinada por espectrofotometria a 454 nm e expressa em pg/g.
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Figura 2. Incremento de biomassa estimado em densidade optica (ADO) das linhagens de levedura cultivadas em
meio YPD com pH 5,0 (A), 3,0 (B), 2,5 (C) e 2,0 (D). As barras representam a média = desvio-padrdo de trés
repeticdes (n = 3). As diferencas estatisticas foram avaliadas por ANOVA, seguida do teste de Dunnett, utilizando
a cepa probiotica comercial Floratil como controle. Os asteriscos indicam diferengas significativas em relagdo a
cepa controle: * (p < 0,05), ** (p <0,01), *** (p <0,001) e **** (p <0,0001).

5 Conclusao

Os resultados obtidos evidenciam o potencial biotecnolégico das leveduras avaliadas,
destacando a CHAP-208 como uma linhagem promissora pela capacidade de producdo de
carotenoides com atividade antioxidante. Apesar da baixa resisténcia em condicdes acidas
limitar sua aplicagdo como probidtico, essa caracteristica indica a necessidade de novas

investigagcdes quanto as suas possibilidades de aplicagdo. Além disso, a triagem de novas
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linhagens em microescala possibilitou a identificacio de cepas com maior tolerancia a
ambientes acidos, ampliando as perspectivas para futuras aplicagdes como microrganismos de

interesse probidtico e/ou biotecnologico.
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