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Resumo

Probidticos s&do considerados microrganismos que quando ingeridos em
guantidades suficientes e de forma adequada pode resultar em diversos
beneficios para a satude do hospedeiro. Dentre 0s microrganismos que possuem
esse potencial, as leveduras tém ganhado destaque quanto sua aplicacéo
probibtica, e entre os géneros, a levedura Saccharomyces boulardii € a mais
conhecida e disponivel comercialmente como probiética. Desta forma visando
ampliar o conhecimento e a aplicacdo de leveduras probidticas, pesquisas vém
sendo desenvolvidas objetivando o isolamento e a identificacdo de novas cepas
pertencentes tanto ao género Saccharomyces, como n&o-Saccharomyces, a
partir de diferentes fontes, como por exemplo, de frutos, pois o bioma brasileiro
apresenta uma grande diversidade vegetal com potencial para obtencdo de
microrganismos probiéticos, visto que sao frequentemente obtidos a partir da
fermentacao espontanea de seus tecidos. Dessa forma, o presente trabalho visa
realizar uma revisao de literatura que tem como objetivo apresentar as diferentes
fontes de isolamento de levedura com potencial probiético, sua caracterizacéo e
possiveis aplicacdes biotecnolbgicas. Corroborando para literatura atual sobre o
isolamento e a diversidade de leveduras com carater probiotico e suas
aplicagOes. Dessa forma, o uso de tais microrganismos mostra-se interessante,
devido sua vasta possibilidade de aplicacédo e por sua principal caracteristica de
resisténcia a antimicrobianos, além de suas amplas fontes de isolamento.

Palavras-chave: Leveduras probiodticas, fontes de isolamento, aplicacdo
biotecnoldgica.

1. Introducéo

Probioticos sao definidos como microrganismos Vivos que
desempenham algum tipo de beneficio a saude dos hospedeiros se consumido
regularmente e em quantidades adequadas (FAO/WHO, 2002; CONTRERAS-

RODRIGUEZ et al., 2020). De forma geral, as bactérias sdo mais utilizadas e
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reconhecidas como agentes probioticos, e dentre os géneros os Lactobacillus
sp. e Bifidobacterium sp. sdo os mais reconhecidos (TERHAAG et al., 2020).

Todavia, com 0s avangos das pesquisas por microrganismo que
apresentem caracteristicas benéficas foram observados efeitos probioticos
resultantes de leveduras como a linhagem Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii que estad disponivel comercialmente (TERHAAG et al., 2020). E
também em leveduras nao pertencem ao género Saccharomyces sp., Como por
exemplo, as do género Meyerozyma caribbica (MENDONCA, 2021; AMORIM et
al., 2018).

Segundo Guimaraes (2015) as linhagens de leveduras Saccharomyces e
ndo-Saccharomyces ndo apresentam perigos para saude humana, recebendo
assim o reconhecimento de género de microrganismo seguro (GRAS)
(GUIMARAES, 2015). Tal caracteristica €é importante para selecionar
microrganismos que serdo utilizados como probiéticos, uma vez que, o objetivo
de utilizacdo é que haja beneficios a saude do hospedeiro.

A obtencdo de microrganismos probioticos de maneira geral &
realizada através do isolamento da microbiota de hospedeiros saudaveis ou de
produtos lacteos (CARDOSO, 2015). Porém, é possivel isolar microrganismos
com esta caracteristica através de outras fontes, como: Frutos, graos, bebidas
fermentadas, sucos de frutas e vegetais devido a sua composicdo nutricional
(SILVA et al., 2021; SOUSA et al., 2021; CORREA, 2019)

Microrganismo probidticos podem ainda serem obtidos a partir de
substratos oriundos de locais extremos ou ainda poucos explorados como:
habitats da regido Antéartica, solos e plantas briéfitas, uma vez que os
microrganismos que habitam esses locais, sdo em grande maioria, capazes de
sobreviver a condi¢cdes extremas devido as vias metabdlicas incomuns que se
adaptam a estas condi¢cbes e podem apresentar boas caracteristicas para a
selecéo de novos agentes probiéticos (COUTINHO et al., 2021).

Para avaliar a capacidade de um microrganismo possuir
caracteristicas probidticas é necessario realizar diversos ensaios in vitro e in
vivo, submetendo os isolados obtidos do isolamento ao estudo das condi¢des
simuladas do sistema gastrointestinal, resisténcia a variadas faixas de pHs, aos
sais biliares, a capacidade de aderéncia a superficies do intestino, e dessa forma

realizar a caracterizacéo da selecdo de novas linhagens (BONET, 2016).
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Nesta vertente, o presente estudo objetivou realizar uma revisao de
literatura qualitativa sobre o isolamento de leveduras com potencial probidtico e
apresentar as diferentes fontes que possuem potencial de isolamento de

levedura probidticas, sua caracterizacao e possiveis aplicacdes biotecnoldgicas.

2. Metodologia

Esse trabalho foi realizado através de um estudo descritivo realizado a
partir do levantamento bibliografico exploratério de publicacbes cientificas,
incluindo artigos de pesquisa e de revisao, e livros, adotando-se um intervalo de
publicacdo de 12 anos (2010 a 2022).

Para a realizagdo da busca bibliogréfica foram utilizados os bancos de
dados: Periodicos CAPES, Web of Science, Elsevier, PubMed e Scielo. Foram
utilizados os seguintes termos descritores: “leveduras probidticas” OR “leveduras
isoladas de frutos”, “leveduras isoladas de diferentes habitats AND
caracterizagdo e aplicagdo biotecnoldgica”. A busca foi realizada nos idiomas
inglés e portugués.

Para a selecdo dos artigos utilizados nesta revisdo foram aplicados os
critérios de selecédo: artigos cientificos que abordassem os potenciais do uso de
leveduras como probidtico, suas caracteristicas, fontes de isolamento e/ou
aplicacao biotecnoldgica. Foram encontrados um total de 206 artigos em todas
as bases de dados pesquisadas, destes apenas 63 estavam alinhados aos
critérios de inclusao utilizados, os demais trabalhos encontrados foram excluidos
por ndo atenderem o intervalo de publicacéo e/ou serem duplicatas, restando ao
final 39 estudos. Na figura 1 pode-se observar o fluxograma das etapas de

selecéo dos artigos.
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Figura 1. Fluxograma das etapas de selecao de artigos.

3. Leveduras probioticas Saccharomyces sp. e ndo-Saccharomyces

A procura dos consumidores por alimentos probidticos e
consequentemente o interesse da industria alimenticia por desenvolver novos
produtos faz com que mais pesquisas sejam realizadas objetivando a selecéo de
novas linhagens probidticas.

De acordo com a Compound Annual Growth Rate (CAGR) a previsao do
mercado global de alimentos probidticos para 2022 é um crescimento de cerca
de 7% (U$ 64 bilhdes), enquanto que para o mercado brasileiro essa previséao é
de um aumento de cerca de 11% (CAGR, 2021).

As leveduras tém ganhado destaque nos ultimos anos no mercado e isso
tem se dado pela sua vasta aplicacdo industrial, sendo utilizadas na industria
alimenticia, farmacéutica, veterinaria entre outras (SILVA; MALTA, 2016). E a

razado pela qual estas tém se tornado de grande interesse se da por suas



91

propriedades fermentativas, probioticas e de inibicdo de outros microrganismos
(BARONY, 2018).

De acordo com Moreira (2019) leveduras podem ser classificadas como
microrganismos pertencentes ao reino Fungi, 0s quais possuem caracteristicas
morfologicas tipicas, como por exemplo, a presenca de parede celular rigida,
forma oval ou redonda, nucleo organizado com membrana nuclear, a reproducao
pode ocorrer de forma sexuada ou assexuada, as quais ocorrem através de
células especializadas denominadas de esporos e por brotamento.

Dentre os variados géneros e espécies de leveduras ja descritas, as do
género Saccharomyces sp. possui um maior destaque pois é aplicado como
fermento na induastria cervejeira, especificamente a espécie S. cerevisiae,
conhecida popularmente como “levedura de cerveja” ou mesmo “levedura de
padeiro” por sua aplicagao na industria de panificagao (SILVA et al., 2020).

A espécie € um dos eucariotos mais pesquisados devido sua natureza
unicelular, ou seja, suas funcdes biol6gicas encontradas também estdo
presentes na maioria dos eucariotos (PARAPOULI et al., 2020). Outro destaque
se da a S. cerevisiae var. boulardii, que atualmente é a Unica levedura probidtica
disponivel comercialmente para aplicacdo em alimentos e/ou na aplicacdo da
industria farmacéutica (BALIZA et al., 2018).

De forma simplista, S. boulardii tem sido bastante estudada no decorrer
dos ultimos anos, segundo McFarland (2017), em um periodo de 39 anos foram
realizados cerca de 90 ensaios controlados com esta levedura aos quais
abrangeram 15 tipos diferentes de doencas, apontando eficacia no tratamento
de diarreia aguda pediatrica e na prevencéao de diarreia associada a antibidticos.
Essa levedura é utilizada como probiético desde a década de 50, comercializada
na forma liofilizada, auxiliando na prevencdo e tratamento de diarreia em
criancas e adultos (Yl et al., 2016).

Os principais mecanismos de ac¢do encontrados nessa espécie sao:
Efeitos troficos na mucosa intestinal, inibicdo de atividade de patdégenos
bacterianos e modificacdo das vias de sinalizacdo do hospedeiro incluidas em
doencas intestinais (inflamatdrias e ndo inflamatorias) (RIBEIRO, 2020). A figura
2 demonstra os principais mecanismos de acéo desenvolvidos pela levedura S.

boulardii no trato gastrointestinal de um hospedeiro.
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Mecanismo de agao da levedura:

As toxinas presentes aumentam a
secre¢do de agua;

As bactérias destroem a ‘tight
Junction” e invadem a mucosa;

Acédo luminal:
Efeito anti-toxinico contra
1a - Toxinas de Clostridiumdifficile Ae B;
1b-Toxina da cdlera;
1¢ - LPS de Eschericchiacoli.
Atividade antimicrobiana
2a - Preservagdo de jungdes;
2b - As bactérias aderem a S. boulardi,
diminuindo assim a invaséo.
3 - Modulag&o da microbiotaintestinal;
4 - Atividade metabdlica: S. boulardii.

Microbiota intestinal esgotada pela
acao de antibicticos;

Infeccdo  viral  destréi  os
enterdcitos maduros;

Acdotrofica:

Atividade enzimatica
5a - Poliaminas favorecem a maturagéo dos
enterdcitos;
5b — Aumento dos niveis de disacaridase
(benéficos na diarreia viral).

Como resultado da diminuicdo da
disacaridase, ocorre  diarreia
osmética.

Acdo mucosa intestinal (efeito anti-
inflamatorio):

7 - Atua nos sinais celulares e diminui a
sintese de citocinas inflamatdrias.

Figura 2. Mecanismos de ac¢do da levedura Saccharomyces boulardii no trato

gastrointestinal de um hospedeiro. 1 - Toxinas de C. difficile, toxina da célera,

lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli; 3 - Microbiota intestinal; 5 -

Enterdcitos imaturos com virus; 5b - Acumulacdo de dissacarideos no Lamen; 6

- IgA; 6 - Patdgenos na auséncia de IgA. Fonte: Adaptado de McFarland (2010).
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Dentro do limen do intestino, a S. boulardii pode degradar toxinas de
patégenos, interferir na aderéncia patogénica, modular a microbiota normal e
preservar a fisiologia intestinal normal. Além disso, também pode indiretamente
restaurar o equilibrio normal de acidos graxos de cadeia curta (SCFA), aumentar
os niveis de IgA secretora (slgA) ou mesmo atuar como um regulador
imunolégico desempenhando influéncia nos niveis de citocinas (McFarland,
2010). Tais efeitos positivos, faz com que esta levedura apresente alto potencial
para aplicacdo como probiético.

Corroborando com o avanco das pesquisas sobre aplicacdo de
leveduras em produtos probiéticos, as leveduras né&o-Saccharomyces
apresentam alto potencial na aplicagdo em diversos produtos (CASSANEGO,
2015). Uma vez que podem reduzir a presenca de micotoxinas no intestino e/ou
em alimentos, sdo capazes de produzir vitaminas e normalmente sao resistentes
a antibidticos, fazendo-se necessario a manutencdo da microbiota intestinal em
periodos de tratamento (AREVALO-VILLENA et al., 2018).

Dentre leveduras com potencial probidtico ja estudadas destacam-se as
das espécies: Pichia kudriavzevii, Pichia membranifaciens, Lachancea
thermotolerans, Hanseniaspora osmophila, Candida vini, Rhodotorula
mucilaginosa, Meyerozyma caribbica, Diutina rugosa, Meyerozyma caribbica
(FERNANDEZ-PACHECO et al., 2021; AMORIM et al., 2018; MERCHAN et al.,
2020; OCHABGCO et al., 2016). A tabela 1 resume as principais espécies de
leveduras ndo-Saccharomyces isoladas de diversos substratos.

No estudo desenvolvido por Fernandez-Pacheco et al. (2021), foi
realizada uma avaliacdo do potencial probidtico de 20 linhagens de leveduras
ndo-Saccharomyces e Saccharomyces, e foi possivel observar que as espécies
ndo pertencentes ao género Saccharomyces apresentaram resultados
satisfatorios, podendo ser aplicadas como potenciais probiético, considerando
sua capacidade de resistir as condicdes de estresse do trato gastrointestinal
(TGI), a auto agregacéao e hidrofobicidade.

Em outra pesquisa realizada em 2018 pelo mesmo grupo de pesquisa foi
observado, apds, submeter 108 isolados de leveduras ndo-Saccharomyces e a
condi¢cdes simuladas do TGI, taxa de crescimento, temperatura de 37°C e
presenca de enzimas, que apenas as linhagens H. osmophila e P. kudriavzevii
apresentaram resultados promissores (FERNANDEZ-PACHECO et al., 2018).
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Tabela 1. Leveduras ndo-Saccharomyces potencialmente probidticas.

Nome da espécie Fonte de isolamento Referéncia
Candida vini Vinicola Fernandez-Pacheco
et al. (2021)
Meyerozyma caribbica 9 C Polpa de abacaxi fermentada Amorim et al. (2018)
e9D espontaneamente
Kluyveromyces lactis Kefir Merchan et al. (2020)
Lachancea thermotolerans Vinicola Fernandez-Pacheco
et al. (2021)
Hanseniaspora osmophila Destilaria Fernandez-Pacheco
et al. (2021)
Pichia kudriavzevii Vinicola Fernandez-Pacheco
et al. (2021)
Pichia membranifaciens Vinicola Fernandez-Pacheco
et al. (2021)
Rhodotorula mucilaginosa Flores e/ou frutos endémicos Fernandez-Pacheco
32 et al. (2021)
Debaryomyces hansenii Intestino e comida de peixe CHANG et al. (2016)

Amorim et al. (2018), ao analisarem 50 leveduras isoladas da casca e
polpa de abacaxi fermentada, quanto aos testes de sobrevivéncia em pH (2,0),
enzima pepsina (3,0 g/L) e analisado a tolerancia a sais biliares (0,1 e 1% (p/v),
além de condicdes in vitro da passagem pelo TGl humano; observaram que
dessas apenas cinco sobreviveram (trés da espécie Candida lusitaniae e duas
da Meyerozyma caribbica), por fim, apés todos os testes realizados as leveduras
Meyerozyma caribbica 9 C e 9 D apresentaram melhores propriedades
probiéticas se assemelhando a linhagem de referéncia (S. cerevisiae var.
boulardii) o que aponta como linhagens interessantes para aplicacao probiotica
(AMORIM et al., 2018).

Uma das caracteristicas que faz com que haja um avan¢o nos estudos
utilizando leveduras como probidticos é que tais microrganismos sao
naturalmente resistentes a antibiéticos, visto que o mecanismo de acdo dos

antibioticos tem como objetivo principal aderir a células procariotas, afetando
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mais especificamente as células de bactérias (NOGUEIRA et al., 2016), e esta €
uma caracteristica considerada importante pois a grande vantagem da terapia
com os probibticos € a auséncia de efeitos secundarios, como a selecao de
bactérias resistentes. Assim, os efeitos destes microrganismos devem ser
basicamente os mesmos da microbiota normal do corpo humano (SHRUTHI et
al., 2022).

5. Fontes de isolamento de leveduras probidticas e caracterizacao

Leveduras em geral, por demonstrarem ubiquidade (MOZZACHIODI et
al., 2022), sao isoladas de diversos substratos e utilizadas na producgéo de paes
e vinhos h& mais de 4000 anos (LAZO- VELEZ et al., 2018). Porém, ao tratar-se
de leveduras probidticas, os primeiros relatos de isolamento se deram no inicio
do século 20, a partir da lichia, um fruto tropical na Indochina pelo microbiologista
Henri Boulard (MCFARLAND, 2010).

De forma geral as leveduras probioticas do género Saccharomyces tém
sido naturalmente isoladas de produtos de laticinios como leite, iogurte, creme
de leite, coalhada, queijos e kefir (LAZO-VELEZ et al., 2018), além de vinhos,
azeitonas fermentadas e musgos em arvores (AGARBATI et al.,, 2020;
STANISZEWSK et al, 2021). No entanto, também foi possivel encontrar esse
género isolados a partir de folhas e cascas de arvores, além de solos, frutas e
organismos vivos como insetos (ABID et al., 2022), mel e cacau fermentado
(SHRUTHI et al., 2022).

Desta forma o interesse por descobrir novas cepas probidticas tém
aumentado (STANISZEWSK et al., 2021), algumas leveduras probiéticas nao -
Saccharomyces também ja& foram isoladas de meios naturais como solo
(SHRUTHI et al., 2022), musgo e cascas de arvores (L. thermotolerans, M.
ziziphicola), folhas, vinicolas e frutos (T. delbrueckii). Assim como de alimentos
espontaneamente fermentados como caldo da cana de agucar (T. delbrueckii),
vinho (L. thermotolerans) (AGARBATI et al., 2020), queijo e kefir, além de mel
(M. guillermondii) e flores (FERNANDEZ-PACHECO et al, 2021) e intestino de
peixes.

Ademais, como prova da ubiquidade das leveduras sobretudo probioticas
estas foram isoladas de alguns substratos da Antartica como, neve, gelo glacial,

lagos congelados, solos e duas espécies de bridfitas (COUTINHO et al, 2021).
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A caracterizacdo de leveduras com potencial probiotico é uma etapa
importante na busca de novas cepas, uma vez que para obter melhores
resultados é fundamental conhecer as capacidades e limitacdes de cada isolado
de levedura encontrado. A partir de determinadas caracteristicas funcionais
pode-se afirmar que determinado isolado de levedura possui ou nao
propriedades probioticas (BASSO, 2019).

Dentre estes aspectos destacam-se a tolerAncia a ambientes acidos,
hidrofobicidade, auto agregacédo, producdo de substancia antagonista e co-
agregacdo com patogenos. Além disso, sdo utilizados alguns métodos para
identificacdo e caracterizacao de leveduras, como o0s que utilizam técnicas de
biologia molecular ou mesmo métodos classicos, como caracterizacéo
bioquimicas, morfolégicas e/ou reprodutivas (DAS; RAGAVAN 2017).

Desta forma, para que uma cepa seja reconhecida como probiotica, é
necessario que resista as condi¢des fisioldgicas do TGI, como por exemplo,
sobrevivéncia a temperatura de 37°C, uma vez que essa € a temperatura
corporal e esta necessita colonizar o corpo humano. Possuir capacidade de
crescimento em meio acido, faixa de pH entre 1 a 3, sais biliares (x 0,3%) (GIL-
RODRIGUEZ et al.,, 2015). O pH &cido é uma das condi¢cbes hostis mais
desafiadoras que podem ser encontradas por cepas probidticas durante o
transito gastrico e apos a exposicao a acidos graxos no intestino delgado. Por
outro lado, a resisténcia a presenca dos sais biliares no intestino, é necessaria
como mecanismos de defesa especificos para conter o estresse e colonizar com
sucesso esse 6rgao. Assim, a capacidade das cepas de sobreviverem aos sais
biliares e ao pH ajudam na colonizacdo e na atividade metabdlica no intestino
delgado do hospedeiro (SANCHEZ et al., 2012).

Por fim, testes pré-clinicos também se fazem necessérios para
caracterizacao de leveduras, uma vez que o comportamento das linhagens em
testes in vitro podem diferir dos testes in vivo. Segundo metodologias disponiveis
na literatura, como as descritas por Coutinho et al. (2021), estes sugerem a
utilizacdo de um modelo animal objetivando observar a capacidade de
recuperacdo dos microrganismos probidticos em fezes de camundongos
(COUTINHO et al., 2021).
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7. Aplicacao biotecnologica

Desde a época de Louis Pasteur, leveduras de diversos grupos tém sido
usadas como modelos de organismos para biotecnologia, biologia celular,
medicina, genética e gendmica (MOZZACHIODI et al.,, 2022). Quanto as
leveduras probidticas e suas aplicacdes biotecnologicas, a S. cerevisiae var
boulardii, € a mais explorada (STANISZEWSK et al., 2021), a qual mostra-se
muito mais versatil em usos benéficos para o ser humano. Podendo, portanto,
ser utilizada na producdo de derivados lacteos de bovinos e caprinos e na
producdo de nao laticinios, como a fermentacao de gréos de cacau e producédo
de kombucha, além disso, sua aplicacdo pode ser feita também na industria
quimica, farmacéutica e de racéo animal (ABID et al., 2022).

J4 as leveduras ndo-saccharomyces, embora pouco exploradas em
campo, possuem indicativos muito promissores em sua aplicacéo
biotecnolégica. Assim, cabe citar a producdo de proteinas heterdlogas, alto
potencial de producdo de enzimas, como, celulases, pectinases, lipases, e
outras xygosases. Além da identificacdo de melatonina em alguns alimentos
(FERNANDEZ-PACHECO et al., 2021).

Ademais, o uso de leveduras probidticas dos géneros Saccharomyces e
nao-Saccharomyces também estd presente em aplicacdes bioterapéuticas,
como efeitos de imunomodulacdo, producdo de anticorpos, assimilacdo de
colesterol, agentes anticancerigenos e antioxidantes; controle biol6gico;

promocao do crescimento de plantas e biorremediacdo (SHRUTHI et al., 2022).

8. Conclusobes

A utilizagdo de linhagens Saccharomyces e nédo-Saccharomyces
como microrganismos probidticos mostra-se vantajosa, uma vez que o mercado
destes produtos vem crescendo com o passar dos anos. Tais leveduras podem
ser isoladas de diversos ambientes, habitats, frutos e grdos e possuem
diversificadas possibilidades de aplicacdo desde a industria alimenticia, quimica,
farmacéutica, e de racéo, devido principalmente a caracteristica de resisténcia a
substancias antimicrobianas. Assim, 0 interesse no uso destes agentes
microbianos vivos com o proposito de beneficiar a saude do hospedeiro e

prevencao ou tratamento de doencas vém sendo ampliado.
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