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1. INTRODUCAO

A levedura S. cerevisiae tornou-se a mais utilizada mundialmente na producéao
de cerveja por possuir caracteristicas essenciais ao processo, como a producao
de altos niveis de etanol com eficiéncia, metabolismo de agUcares por meio de
vias fermentativas bem estabelecidas e a capacidade de resistir a inUmeros
estresses ambientais (como alteragdes em temperatura, pH, etanol) (CAPECE et
al., 2018). Leveduras sao ubiquas no ambiente, sendo frequentemente isoladas
de fontes ricas em acgucar, como bagas de frutas e exsudatos de plantas, contudo
0 solo e alguns insetos também apresentam leveduras associadas (RAO et al.,
2008; TIKKA et al., 2013).

Leveduras ndo convencionais, também chamadas de ndo-Saccharomyces,
representam uma alternativa interessante no desenvolvimento de novos produtos,
visto que o mercado cervejeiro entende que a producao utilizando apenas o
género Saccharomyces limita as caracteristicas sensoriais e acaba por reduzir a
complexidade do produto final (STEENSELS; VERSTREPEN, 2014). Esses
microrganismos fermentadores muitas vezes sao utilizados apenas através de
fermentacdes abertas (ou expostas ao ambiente), o que pode se demonstrar
como um processo imprevisivel e que pode gerar grandes perdas econdmicas as
cervejarias, pois mudancas no tipo e niumero de microrganismos presentes na
fermentacao espontanea podem ter efeito negativo na eficiéncia da fermentacéao e
na qualidade do produto (LENTZ et al.,, 2014; STEENSELS; VERSTREPEN,
2014).

Algumas leveduras, entre elas S. cerevisiae, possuem a habilidade de produzir
compostos antimicrobianos, capazes de inibir o crescimento de bactérias
patogénicas e outros fungos (YOUNIS et al., 2017). Essa e outras caracteristicas
conferem a algumas leveduras a denominacdo de “probidticas”, as quais por
definicAo sdo microrganismos vivos que quando administrados em quantidades
adequadas conferem beneficios a satde do hospedeiro (FAO, WHO, 2006). E de
grande importancia conhecer as culturas starter nesses bioprocessos, pois além
de favorecer a reprodutibilidade, podem ser descobertas outras propriedades,
como o potencial probidtico desses microrganismos. Dessa forma o objetivo deste
trabalho foi isolar e identificar leveduras selvagens a partir de frutas e flores, e
verificar seu potencial inibicdo do crescimento de um patdégeno de grande
importancia na area alimentar, a bactéria Listeria monocytogenes.
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A empresa de producdo de fermentos para cerveja “Yeastech”, situada em
Pelotas/RS, possui mais de 10 cepas de S. cerevisiae e S. pastorianus em seu
banco de leveduras, a qual tem interesse no isolamento de cepas selvagens para
aplicacdo em seu portfolio de produtos, participando assim como empresa
parceira na execucao deste projeto.

2. METODOLOGIA

Foram coletadas amostras de frutas como pitanga, amora, morango,
laranja, butia, pitaya e plantas como videira e orquidea. As amostras foram
coletadas a partir da extracdo de partes das frutas ou plantas e através de
raspagem da superficie com swabs. As amostras foram inoculadas em extrato de
malte liquido com densidade 1.044 g/mL e pH 6, entdo incubadas a 28 °C por 48
h. Apés, foi realizado o repique das amostras em meio Wort Agar 2% adicionado
do antibiético ampicilina (1 mg/mL), sendo incubado novamente a 28 °C por 48 h.
Com o isolamento de diferentes colbnias, essas foram inoculadas em meio YM
liquido (Yeast extract and Malt extract) para extracdo do DNA e criopreservacao
em glicerol 20%. Apds quantificacdo, foi realizada a técnica de PCR utilizando
iniciadores para a regido ITS (Internal Transcribed Spacer) que compreende o
gene nuclear 5.8S rRNA. O produto da amplificacdo foi submetido a eletroforese
em gel de agarose 1% e ao sequenciamento, o qual teve seu resultado utilizado
na ferramenta online Blastn.

Para testar a capacidade das leveduras isoladas em inibir o crescimento de
alguns microrganismos, a avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada
segundo o protocolo de Acuiia-Fontecilla et al. (2017), com adaptacbes. Para
comparacdo do potencial de inibicdo, foram utilizadas 3 leveduras do potencial
probidtico ja descrito, Pichia pastoris X-33, Saccharomyces boulardii e a levedura
cervejeira Saccharomyces cerevisiae YTOOL. Inicialmente, todas as leveduras
foram cultivadas em 10 mL de meio YPD durante 48 h, a 28 °C e sob agitacéo
(150 rpm), quando chegaram a concentracdo aproximada de 1 x 10® cél/mL. A
concentragdo celular foi determinada através da contagem em cémara de
Neubauer.

Em torno de 20 mL do meio YGSA (0,5% extrato de levedura, 1% triptona, 1%
NaCl, 2% glicose, 1,5% agar, 0,003% de azul de metileno, pH 5.0 ajustado com
solucdo 0.9 M de tampéo fosfato-citrato) em seu estado liquido (37 a 42 °C) foi
misturado com 1 mL de cultura do patégeno Listeria monocytogenes ATTC 7644,
sendo aguardado um periodo de 10 minutos para solidificacdo. Assim, uma gota
de 10 pL de cada suspenséao de levedura foi aplicada no meio da placa de cultura,
com o objetivo de verificar a formacao de halo de inibicdo ao redor da gota. As
placas foram mantidas durante 48 h a 28 °C, sendo diariamente acompanhada a
formacéo do halo de inibicdo. O diametro do halo de inibicdo ao redor da gota foi
utilizado como medida para a atividade inibitoria, sendo o valor analisado em
milimetros (halo + gota).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo para isolamento de leveduras a partir de seu ambiente natural
demonstrou-se eficiente. Utilizando meios de cultivo comuns em laboratérios de
microbiologia e antibidticos capazes de inibir o crescimento bacteriano
indesejado, foi possivel obter uma colecdo de leveduras com diferencas
morfolégicas em suas colbnias e/ou células visualizadas em microscoépio. O
isolamento das leveduras foi beneficiado também por meio de diversas
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passagens por esgotamento em meio de cultura solido. Todas as fontes de
isolamento apresentaram leveduras, contudo alguns fungos filamentosos também
puderam ser observados (dados ndo apresentados), havendo a necessidade do
cuidado para que esses ndo mantivessem a contaminacdo das culturas isoladas.

A extracdo de DNA a partir do protocolo com micropérolas de vidro foi uma
forma eficaz de se obter DNA puro e com grande concentracdo (> lug/uL),
favorecendo as etapas seguintes de PCR. Os primers ITS1 e ITS4 foram
utilizados para amplificar a regido repetitiva de rDNA, que inclui o gene 5.8S rRNA
e duas regides nao-codificantes designadas como espacadores internos
transcritos (ITS1 e ITS2), ja descritos por White et al. (1990). Os produtos da
amplificagdo por PCR foram utilizados na ferramenta Blast N, a qual possibilitou
através da pesquisa com sequéncias similares em bancos de dados a
identificacdo de mais de 30 isolados de leveduras selvagens, contando com mais
de 8 espécies diferentes.

O protocolo empregado para avaliagdo da atividade antimicrobiana foi eficaz,
sendo observada a formacao da “gota” de leveduras, bem como o preenchimento
da placa com o cultivo de cada patdgeno. A formacao do halo de inibicdo foi
considerada como a capacidade de cada cepa de levedura em inibir o
crescimento microbiano, sendo que quanto maior o diametro, maior a atividade
antimicrobiana. A figura 1 apresenta o resultado do teste frente a inibicdo de L.
monocytogenes ATCC 7644, em que se observa que todas as leveduras
analisadas foram responsaveis pela formacdo de halos em torno de 16 mm, no
entanto ha o destaque para P. kluyveri, a qual demonstrou a formacdo do maior
halo entre as cepas, de aproximadamente 30 mm de diametro.
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Figura 1. Inibicdo do crescimento de L. monocytogenes ATCC7644 por
leveduras.

4. CONCLUSOES

Os resultados revelam que as 3 leveduras selvagens isoladas P. kluyveri
(LAROO1), H. uvarum (PIT001) e C. intermedia (ORQO001) demonstram potencial
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na inibicdo do crescimento de Listeria monocytogenes similar ao observado para
S. boulardii, P. pastoris.e S. cerevisiae. Como perspectivas futuras desse
trabalho, mais testes quanto a atividade antimicrobiana e fermentacéo de cervejas
devem ser realizados para confirmacdo das leveduras como culturas starter
probioticas.
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