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RESUMO 

SANTOS, Mariely Cristine dos. Seleção e caracterização molecular de leveduras 
não-convencionais quanto ao consumo de alfa-terpineol.  2020. 84 f. 
Dissertação (Mestrado em Biotecnologia - Universidade Tecnológica Federal do 
Paraná, Ponta Grossa, 2020.  

Muitos micro-organismos são estudados em virtude da melhoria nas características 
organolépticas e tecnológicas que são capazes de conferir a uma grande variedade 
de alimentos e bebidas. As leveduras não-convencionais destacam-se por sua 
habilidade de utilização de diferentes rotas metabólicas, o que favorece a produção 
de biomoléculas que podem ser interessantes do ponto de vista biotecnológico. Desta 
maneira, a atual pesquisa teve como objetivo avaliar a capacidade de consumo de um 
composto terpênico, o α-terpineol, por leveduras não-convencionais depositadas no 
centro de coleções CMRP. Para isso, 23 leveduras não-convencionais e produtoras 
de aroma frutais foram selecionadas dentre as leveduras depositadas em uma das 
coleções integrantes do centro de coleções CMRP. Realizou-se a identificação 
molecular de cada uma delas. As linhagens, então, foram testadas quanto à sua 
tolerância ao α-terpineol, sendo cultivadas em caldo YM, em pH 5,0, por 48 h com 
adição de concentrações de 2,5 μL/mL, 5,0 μL/mL, 7,5 μL/mL e 10,0 μL/mL da mistura 
de α-terpineol e álcool etílico. As leveduras que apresentaram tolerância a alguma 
dessas concentrações foram cultivadas novamente, mas em meio mineral DP líquido, 
para avaliação de seu consumo de α-terpineol. O tempo de cultivo total foi de 48 h, e 
amostras foram coletadas a cada 12 horas de cultivo, inclusive no tempo inicial. 
Extraíram-se as amostras coletadas com diclorometano e os extratos foram 
analisados por cromatografia em camada delgada, utilizando tolueno:acetato de etila 
(93:7) como fase móvel e p-anisaldeído ácido sulfúrico como revelador. As 
características das manchas foram observadas e os valores de Rf foram calculados. 
Com a identificação molecular, revelou-se que 12 leveduras pertenciam a espécie 
Clavispora lusitaniae, 8 eram Rhodotorula mucilaginosa e 3 eram Lodderomyces 
elongisporus. Segundo a árvore filogenética, duas dessas linhagens (C. lusitaniae e 
L. elongisporus) apresentam maior proximidade genética entre si em relação à 
levedura R. mucilaginosa. Do total de 23 leveduras, 6 delas se mostraram tolerantes 
à concentração de 2,5 μL/mL de α-terpineol, sendo uma destas tolerante também à 
concentração de 10,0 μL/mL mas somente durante 12 horas. As linhagens tolerantes 
foram identificadas como C. lusitaniae (n=1), L. elongisporus (n=2) e R. mucilaginosa 
(n=3).  A levedura que aguentou a maior concentração, R. mucilaginosa, no entanto, 
resistiu apenas 12 h em todas as concentrações. Suspeita-se que seu mecanismo de 
defesa tenha sucumbido ao composto, que tenha havido degradação enzimática ou a 
produção de compostos tóxicos pela mesma linhagem ao consumir o α-terpineol. 
Durante a primeira análise de CCD, as amostras CMIB 46 (R. mucilaginosa) e CMIB 
33 (L. elongisporus) apresentaram resultados potencialmente promissores, portanto, 
repetiu-se o processo de cultivo, coleta e análise para estas amostras. Com a segunda 
análise por CCD, obtiveram-se resultados inconclusivos para o consumo de α-
terpineol pelas duas linhagens, principalmente pela baixa concentração das amostras, 
sugerindo-se futuramente o uso de técnicas auxiliares, como cromatografia gasosa 



  

 

acoplada a espectrômetro de massas para detecção destes compostos com maior 
sensibilidade. 

Palavras-chave: α-terpineol. Cromatografia em Camada Delgada. Identificação 
molecular. Leveduras não-convencionais. Leveduras produtoras de bioaromas.  

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

ABSTRACT 

SANTOS, Mariely Cristine dos. Selection and molecular characterization of non-
conventional yeasts for alpha-terpineol consumption. 2020. 84 p. Thesis 
(Master’s Degree in Biotechnology - Federal Technology University – Paraná, Ponta 
Grossa, 2020. 

Many microbial species are acknowledged by their ability to provide distinct 
organoleptic properties to countless foods and drinks, especially alcoholic beverages. 
Non-conventional yeasts stand out in using different metabolic pathways to produce 
biomolecules that may be interesting from the biotechnological point of view. The 
present research aimed to analyze the potential consumption of a monoterpenic 
compound, α-terpineol, by non-conventional yeasts CMRP collection center. For this 
purpose, 23 fruity aroma-producing, non-conventional yeasts were selected from one 
of the collections belonging to the CMRP collection center. Thereafter, these strains 
were molecularly identified. Subsequently, the strains were tested for their tolerance to 
α-terpineol, by cultivating them in YM broth, at pH 5.0, for 48 h. Concentrations of 2.5 
μL/mL, 5.0 μL/mL, 7.5 μL/mL and 10.0 μL/mL of a mixture of α-terpineol and ethyl 
alcohol were added in the broth. The yeasts that survived any of these concentrations 
were cultured again, but this time in mineral DP liquid culture medium. This technique 
aimed to assess their consumption of α-terpineol. The overall cultivation time was 48 
h, however samples were collected every 12 hours of cultivation, including the initial 
time of 0 hour. The samples collected were extracted with dichloromethane and the 
extracts were analyzed by thin layer chromatography, using toluene: ethyl acetate (93: 
7) as a mobile phase and p-anisaldehyde sulfuric acid as stain for further visualization 
of the spots. The size, color and intensity of the spots were observed and the Rf values 
were calculated. The yeasts species were identified as Clavispora lusitaniae, being it 
12 strains, Rhodotorula mucilaginosa with 8 strains and the last 3 strains were 
identified as Lodderomyces elongisporus. Furthermore, according to the phylogenetic 
tree, two of these strains (C. lusitaniae and L. elongisporus) have greater genetic 
proximity to each other than to the yeast R. mucilaginosa. From the 23 yeasts, 6 of 
them were shown to be tolerant to the concentration of 2.5 μL/mL of α-terpineol, one 
of which also showed tolerance to the concentration of 10.0 μL/mL for 12 hours. The 
tolerant strains were identified as C. lusitaniae (n = 1), L. elongisporus (n = 2) and R. 
mucilaginosa (n = 3). The yeast that endured the highest concentration, R. 
mucilaginosa, however, resisted only 12 hours in all concentrations. It is more likely 
that the defense mechanism of the yeast was not able to prevent further damage to its 
membrane as the time in contact with α-terpineol increased, it could also be that there 
was an enzymatic degradation to some level, or even that the death of the strain might 
be due to the production of toxic compounds by that same strain. The TLC results 
showed that the extracts from CMIB 46 (R. mucilaginosa) and CMIB 33 (L. 
elongisporus) could be interpreted as potentially promising results of the production of 
new compounds by the yeasts. Therefore, both yeasts were cultivated again, thus the 
analysis could be performed one more time.  At last, the results for the consumption of 
α-terpineol by these two strains were rather inconclusive, mainly due to the low 
concentration of the samples. For future analysis, it is proposed the use of auxiliary 



  

 

techniques, such as gas chromatography coupled to mass spectrometer for greater 
sensitivity in the detection of these compounds. 

Keywords: α-terpineol. Aroma-producing Yeasts. Molecular identification. Non-
conventional yeasts. Thin Layer Chromatography. 
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1 INTRODUÇÃO 

A biotecnologia, de maneira geral, pode ser definida como o estudo de seres 

vivos microscópicos ou macroscópicos visando a sua manipulação e inserção em 

diferentes processos, a fim de obter produtos com algum valor agregado (BRASIL, 

2019).  Os produtos obtidos são, portanto, conhecidos como produtos biotecnológicos.  

Desde a antiguidade, processos de caráter biotecnológico são amplamente 

utilizados principalmente na produção de alimentos e bebidas (GUSMÃO; SILVA; 

MEDEIROS, 2017). Desta forma, muito se tem estudado sobre os micro-organismos 

responsáveis pela melhora das características organolépticas e tecnológicas de 

alimentos e bebidas, inclusive relacionadas ao aroma desses produtos, visto que 

essas propriedades influenciam grandemente na aceitação do produto pelos 

consumidores (RODARTE, 2008). Nesse contexto, busca-se conhecer o processo de 

transformação e produção de diferentes biomoléculas por esses micro-organismos a 

fim de inseri-los em processos industriais.  

Leveduras não-convencionais são caracterizadas por conseguirem utilizar 

diferentes rotas metabólicas, que proporcionam a produção de biomoléculas de 

interesse e, assim, ressaltam seu potencial biotecnológico. Deste modo, os compostos 

produzidos por síntese microbiana são tidos como produtos naturais, vindo atender à 

crescente demanda do mercado por esta categoria de produtos.  

Por esta razão, cresceu significativamente, nas últimas décadas, a quantidade 

de pesquisas que tem como principal objeto de estudo as leveduras não-

convencionais.  Estas leveduras já são aplicadas em numerosos processos, como na 

fabricação de alimentos e aditivos alimentares, drogas e na síntese de outros 

compostos bioquímicos.  

A elucidação do consumo de substrato por micro-organismos para a formação 

de biomoléculas com valor agregado, portanto, é essencial para a aplicação das 

leveduras em processos industriais. Para tal, no presente estudo, optou-se por testar 

as leveduras quanto a sua tolerância a um composto monoterpênico, justamente pela 

vasta aplicação destes compostos em processos industriais.  

O composto selecionado foi o α-terpineol, um dos principais componentes 

encontrados no óleo essencial de diversas plantas. Diante disso, determinou-se o 

objetivo geral dessa dissertação como abordado a seguir. 
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1.1 OBJETIVO GERAL 

Bioprospectar a capacidade de tolerância e consumo do composto 

monoterpênico α-terpineol em leveduras não-convencionais depositadas no centro de 

coleções CMRP da Rede Taxonline. 

 

1.1.1 Objetivos Específicos 

• Identificar por meio de taxonomia molecular as leveduras não-

convencionais selecionadas do centro de coleções CMRP da Rede Taxonline, que 

estão em depósito físico na Coleção CMIB da UTFPR/PG; 

• Elucidar potenciais aplicações biotecnológicas industriais destas 

linhagens com base em sua identificação molecular; 

• Analisar a capacidade das 23 leveduras não-convencionais de se 

desenvolverem na presença α-terpineol; 

• Selecionar as leveduras capazes de utilizar o α-terpineol como única 

fonte de carbono e energia; 
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2  REFERENCIAL TEÓRICO 

Atualmente, a obtenção industrial de produtos químicos de alto valor agregado 

não tem sido dependente apenas da síntese química desses compostos, mas também 

tem se estendido para a sua produção por meio de processos biocatalíticos. 

 Em vista disso, muito se tem explorado a produção de sabores e fragrâncias 

das mais variadas classes estruturais por meio de bioprocessos, incentivando a busca 

por soluções dentro da pesquisa acadêmica e industrial (SUSHILKUMAR et al., 2008).  

Tendo em vista alguns produtos obtidos nestes processos, os próximos 

tópicos abordarão especialmente a importância dos produtos aromáticos bem como 

sua origem biológica microbiana. 

 

2.1 PRODUTOS BIOTECNOLOGICOS COM ÊNFASE EM AROMAS 

Diversas indústrias utilizam diferentes sabores e fragrâncias para elaboração 

de produtos referentes à alimentação humana e animal, cosméticos, fármacos e 

químicos em geral. Grande parte dos aromatizantes e flavorizantes disponíveis são 

obtidos por meio de síntese ou extração química (SUSHILKUMAR et al., 2008). 

Durante muitas décadas, a pesquisa envolvendo aromas era responsabilidade 

apenas das indústrias produtoras de aromas. O conceito de aroma abrangia não 

somente a percepção sensorial, mas também o uso de aromas concentrados, que 

poderiam ser resultados das sínteses químicas ou da extração destes compostos a 

partir de plantas (ROTHE, 1988). 

Todavia, com a alta demanda do mercado por produtos naturais, aumentou-

se as pesquisas na área, evidenciando os aromas produzidos por micro-organismos 

como uma alternativa à produção convencional de aromas por meio da agricultura 

(BERGER, 2009). 

Os aromas oriundos dos metabólitos microbianos, também conhecidos como 

bioaromas, são produzidos por meio da fermentação de nutrientes, como açúcares e 

aminoácidos, pelos micro-organismos, dando origem a compostos voláteis com 

características aromáticas específicas (LONGO; SANROMÁN, 2006). 

Há séculos, os processos fermentativos naturais são reconhecidos por sua 

influência em características aromáticas típicas de diferentes alimentos e bebidas. 
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Entre os micro-organismos de interesse alimentício, que podem ser denominados 

como “micro-organismos produtores de aroma”, primeiramente relatados em um artigo 

em 1923, se encontram os que produzem aromas semelhantes aos de frutas como 

abacaxi, maçã, pêra e os que conferem o aroma característico a produtos como leite, 

vinho, manteiga e queijo. Bolores e leveduras são a classe de micro-organismos com 

maior capacidade de produção de aromas (OMELIANSKI, 1923). Recentemente, 

muito se tem estudado sobre estes micro-organismos produtores de bioaromas. 

Estima-se que micro-organismos capazes de conferir novas propriedades 

sensoriais ou de melhorar estas características de alimentos e bebidas vêm sendo 

utilizados por mais de 8000 anos, ainda que sem o conhecimento dos processos 

microbianos envolvidos (KNORR; SINSKEY, 1985). Diferentes tipos de fermentação 

e micro-organismos para produtos fermentados são possíveis, de acordo com as 

características desejadas para o produto final e a matéria-prima.  

Os tipos de fermentação são: a fermentação alcoólica, que tem como principal 

produto o álcool e pode ser feita por diversos micro-organismos; a fermentação 

acética, realizada pelas bactérias acéticas, originando principalmente o ácido acético; 

a fermentação cítrica, que produz o ácido cítrico; a fermentação lática, responsável 

pela formação do ácido lático por diferentes bactérias láticas; e, por fim, a fermentação 

butírica, ocorrente após a fermentação lática e que pode gerar especialmente odores 

desagradáveis, ocasionados pela formação de compostos como o ácido butírico 

acético, fórmico, CO2, álcoois, entre outros (ALMEIDA et al., 2011; MARTINS; VEIGA-

SANTOS; CASTILHO, 2014). 

Assim como os compostos citados anteriormente, os compostos de aroma 

mais comuns podem pertencer a distintos grupos de classificações químicas como: 

hidrocarbonetos, álcoois, aldeídos, cetonas, ácidos, ésteres ou lactonas. 

Normalmente, os compostos aromáticos mais usuais são reconhecidos por sua alta 

volatilidade, característica decorrente do seu baixo peso molecular (BICAS et al., 

2010).  

A produção industrial destes aromas não se dá somente pela fermentação, 

mas também pode ser realizada por meio de outros processos, como, por exemplo, a 

biotransformação. A biotransformação consiste na transformação de uma molécula 

substrato por reações catalisadas com enzimas específicas (isoladas ou em micro-

organismos ou ainda em células de plantas), em outra molécula com a estrutura 

parecida com a original, ou seja, mantendo sua cadeia carbônica (BOMMARIUS; 
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RIEBEL-BOMMARIUS 2007; FERRARA; SIANI; BON, 2017). O grupo de compostos 

aromáticos mais abundante da natureza e amplamente utilizado em estudos dos 

processos de biotransformação é a classe dos terpenos (JANSSENS et al., 1992).  

Grande relevância também é atribuída à obtenção biotecnológica de 

compostos de aroma responsáveis pelos aromas frutais. Normalmente, a produção 

em laboratório desses aromas sucede ao crescimento conjunto de diversos micro-

organismos em meios de cultura específicos. Dentre os aromas frutais, os ésteres são 

a classe mais importante (FILHO, 2018). 

 

2.1.1  Compostos Aromáticos Obtidos Biotecnologicamente 

Ésteres são compostos derivados de álcoois e ácidos correspondentes que 

possuem um número par de átomos de carbono. Os ésteres mais empregados são 

acetatos e seu componente alcoólico mais habitual é o etanol (WILEY-VCH, 2017).  

Os ésteres alifáticos são os principais colaboradores do perfil aromático da 

maioria das frutas bem como de algumas flores e até mesmo bebidas fermentadas 

(ILC; WERCK-REICHHART; NAVROT, 2016). Dependendo da sua estrutura, os 

ésteres podem caracterizar odores específicos ou não, como é o caso dos ésteres de 

estrutura simples que são os responsáveis pelos aromas frutais típicos. Dessa forma, 

conforme a cadeia carbônica dos ésteres aumenta, seu aroma frutado vai adquirindo 

um odor mais similar a odores metálicos, gordurosos ou ainda, semelhantes ao sabão 

(FILHO, 2018; GUICHARD et al., 2016).   

Nos alimentos, os ésteres mais frequentes são os etílicos e acetatos, onde, 

por exemplo, o acetato de isoamila é um dos compostos dominantes na formação do 

aroma de banana (WENDAKOON et al., 2006). Geralmente, o éster é bastante 

empregado em produtos em que se deseja um sabor frutado, assim como também é 

amplamente utilizado em laticínios (LONGO; SANROMÁN, 2006). 

Salvo a obtenção de ésteres por síntese química ou catálise com lipase de 

ésteres de álcoois e ácidos orgânicos, conforme mencionado anteriormente, a 

produção microbiana deste composto vem sendo bastante estudada em virtude da 

produção de ésteres voláteis simples por diferentes rotas bioquímicas microbianas 

(PARK; SHAFFER; BENNETT, 2009).  
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Dentre os estudos feitos com a capacidade de produção de algum composto 

de éster por micro-organismos quando estes foram alimentados de diferentes fontes 

de carbono, têm-se alguns artigos relatando principalmente leveduras com esta 

habilidade. Pode-se, portanto citar, o gênero Geotrichum sp. (PASTORE et al., 1994), 

Neurospora sp. (YAMAUCHI et al. 1989), a espécie Kluyveromyces fragilis (KALLEL-

MHIRI et al., 1993), Pichia anomala (TABACHNICK; JOSLYN, 1953), além de 

diferentes espécies de Saccharomyces sp., incluindo S. cerevisiae (QUILTER et al., 

2003; MØLLER et al., 2002; YOSHIOKA;HASHIMOTO, 1981). 

Também utilizados como substratos para a síntese de ésteres, os ácidos 

desempenham um papel expressivo no aroma característico dos alimentos, 

normalmente engrandecendo e proporcionando melhorias ao perfil aromático destes 

produtos. Ainda na questão de aromas frutais, os ácidos alifáticos com C3 ao C8 são 

grandes representantes, pois são responsáveis por elevar a qualidade das notas 

frutadas (TACHIHARA et al., 2006; GUICHARD et al., 2016).  

Além do aroma frutado, alguns ácidos conferem aroma semelhante ao de 

queijo. Da mesma forma que com os ésteres, a intensidade e nitidez dos aromas são 

influenciadas pela estrutura dos ácidos: à medida que a cadeia ácida aumenta, o 

aroma diminui. Ademais, comumente os ácidos insaturados demonstram aromas mais 

intensos em relação aos ácidos saturados (GUICHARD et al., 2016; FISHER; SCOTT, 

2019).  

Tal qual os ácidos, outros compostos de aroma capazes de serem obtidos 

biotecnologicamente são os álcoois aromáticos que são reconhecidos por atribuir 

aromas agradáveis a produtos (BERGER, 2009), desde bebidas como cerveja, vinhos 

e café até queijos e pães (ETSCHMANN et al., 2002). Um importante e frequente 

álcool aromático produzido por metabolismo microbiano é o 2-feniletanol, composto 

que é capaz de prover aromas de caráter floral (HUA; XU, 2011). 

Por fim, destacam-se também como produtos biotecnológicos de aromas as 

lactonas. Lactonas reproduzem aromas frutais, adocicado, de coco e até de nozes 

(JANSSENS et al., 1992). Apesar da possibilidade de obtenção deste composto por 

síntese química, a produção via fermentação se mostrou bastante vantajosa em 

diversos estudos utilizando linhagens fúngicas. Um exemplo é a levedura 

Sporobolomyces odorus, capaz de produzir alta quantidade do composto e levar a 

impressão de odor semelhante ao de pêssego (WELSH; MURRAY; WILLIAMS, 1989). 
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Destarte, confirma-se a relevância do uso de bioprocessos para a obtenção 

de diversos produtos, visto que estes podem apresentar muitas vantagens em relação 

à síntese artificial. Por exemplo, os bioprocessos normalmente demandam 

quantidades inferiores de temperatura, pressão e pH, além de serem capazes de 

utilizar como matéria prima recursos renováveis e produzir quantidades superiores de 

produto utilizando menor consumo energético (KIRBY; DOWNING; GOHARY, 2010). 

Outras vantagens em bioprocessos, ainda, são que os produtos de interesse 

podem derivar diretamente de glicose, CO2 ou metano como matérias-primas e, uma 

vez que as enzimas mais adequadas para a transformação do composto sejam 

identificadas, é possível transferir a enzima entre diferentes espécies microbiológicas, 

podendo conectar vias metabólicas com o uso da engenharia genética. Em relação 

aos produtos formados por esta abordagem, os intermediários que forem reativos ou 

tóxicos podem ser retidos em compartimentos subcelulares, o que reduz a quantidade 

de resíduos perigosos. Por fim, o produto final pode ser extraído sem o uso de 

purificações mais complexas, realizando-se a sua extração por vias de secreção 

naturais (WALLACE, 2017). 

O uso dos bioprocessos também permite que os produtos obtidos 

biotecnologicamente sejam qualificados como um produto natural, rótulo que tem sido 

a exigência de muitos consumidores. Da mesma maneira, a biotecnologia voltada para 

estes processos pode permitir um conjunto maior de possibilidades de compostos que 

podem ser obtidos somente com o uso desta abordagem (DEMYTTENAERE; VAN 

BELLEGHEM; KIMPE, 2001). 

 

2.1.2  Investigação da Produção Biotecnológica de Aromas da Coleção Microbiológica 
integrante do CMRP instalada na UTFPR/PG  

A exploração e estudo de novos micro-organismos tornou-se uma atividade 

frequente, seja para inseri-los em processos, utilizar os produtos do seu metabolismo, 

como enzimas produzidas especialmente por cada linhagem, ou ainda trabalhar com 

partes do seu gene com a engenharia genética. Com este intuito, em 2017, foi 

implantada a Coleção Microbiológica de Interesse Biotecnológico (CMIB) na 

Universidade Tecnológica Federal do Paraná, Campus Ponta Grossa, integrante do 

centro de coleções da Coleção Microbiológica da Rede Paranaense (CMRP) da Rede 

Taxonline. 
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A Rede Taxonline (www.taxonline.bio.br) compreende todas as coleções 

biológicas do estado do Paraná, tendo como subprojeto a CMRP que, por sua vez, 

representa as coleções microbiológicas do estado.  A Universidade Federal do Paraná 

(UFPR) é a gestora dos programas CMRP e Rede Taxonline e uniu-se com a 

Universidade Estadual de Maringá (UEM) e a Universidade Tecnológica Federal do 

Paraná (UTFPR) para a consolidação do CMRP como o centro de coleções 

microbiológicas do Paraná (ALMEIDA, 2018). Com essas três instituições sendo 

associadas aos projetos, a UTFPR/PG acomoda a instalação física para conservação 

das linhagens na CMIB. 

A Coleção Microbiológica de Interesse Biotecnológico (CMIB), como o nome 

sugere, abriga, neste momento, 220 micro-organismos que possuem algum potencial 

biotecnológico. Estas linhagens microbianas são resultantes de diferentes trabalhos 

de pesquisas de professores pesquisadores da UTFPR/PG (ALMEIDA, 2018). Assim 

sendo, são originários das mais diversas aplicações gerando uma oportunidade para 

aprofundar a investigação sobre novos potenciais biotecnológicos pertinentes a cada 

linhagem. 

Dentro da CMIB, existem 54 leveduras não-convencionais, e grande parte 

delas começaram a ser estudadas de acordo com sua capacidade de fermentação e 

produção de aromas frutais e florais. Trata-se de fermentos naturais extraídos de 

alimentos, como uva, iogurte, batata e cana (ALMEIDA, 2018), além de linhagens 

isoladas de maçã, que já foram utilizadas na produção de sidras e analisadas quanto 

à sua contribuição ao perfil aromático desta bebida (PIETROWSKI, 2011). No grupo 

das últimas, estão as linhagens utilizadas no presente trabalho.  

Desta forma, os micro-organismos em depósito dentro da coleção ficam 

disponíveis para estudos acerca de novos potenciais biotecnológicos ou ainda 

industriais destes organismos. Portanto, no CMRP e, consequentemente, na CMIB, 

cada micro-organismo depositado conta com uma ficha técnica contendo as principais 

informações sobre uma linhagem. Por meio da ficha técnica, é possível ver os casos 

em que ainda não tenha sido realizada a caracterização destes micro-organismos, por 

exemplo, quanto a outras atividades de cunho biotecnológico, incluindo a produção 

de aromas.  

Ao redor do mundo, reforçando os princípios da CMIB quanto ao estudo de 

micro-organismos de interesse biotecnológico, os micro-organismos que são mais 

comumente utilizados, justamente por suas especificidades de comportamento 

http://www.taxonline.bio.br/
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perante diferentes substratos, são as leveduras. Estas tem recebido amplo destaque, 

pois apresentam elevada capacidade de produção de moléculas de grande valor 

agregado, e consequentemente, geram um alto retorno econômico (JOHNSON, 

2013). Isto posto, o tópico a seguir abordará mais sobre as leveduras e o seu viés 

biotecnológico. 

 

2.2 LEVEDURAS 

Considerando a diversidade de características morfológicas e fisiológicas das 

leveduras, é natural que elas sejam capazes de se desenvolver em uma ampla 

variedade de habitats. As leveduras são geralmente encontradas na natureza, 

principalmente em folhas e flores de plantas, solo e água salgada, mas também 

habitam a pele e o trato intestinal de animais de sangue quente, onde conseguem 

existir simbioticamente ou na forma de parasitas (MONTES DE OCA et al., 2016).  

Dessa forma, sabe-se que grande parte das leveduras utiliza açúcares como 

principal fonte de carbono e energia, porém, algumas linhagens são capazes de 

utilizar outras fontes de carbono. Ademais, a maioria das linhagens leveduriformes 

consegue metabolizar fontes de nitrogênio para a realização da biossíntese de 

aminoácidos e, consequentemente, produção de proteínas (FELDMANN, 2012).  

Todas estas características facilitaram a adoção deste organismo como um 

micro-organismo modelo para estudos metabólicos, celulares e moleculares, sendo a 

principal representante deste grupo a linhagem Saccharomyces cerevisiae. 

Reconhecida como um dos mais antigos organismos a ser domesticado, 

Saccharomyces cerevisiae vem sendo utilizada pela humanidade na elaboração de 

alimentos e bebidas há milhares de anos. Isto se deve à sua excelente capacidade de 

fermentação, que a permite ser facilmente inserida numa variedade de processos que 

envolvam o consumo de açúcar para a formação de compostos como etanol e dióxido 

de carbono (BAI; ANDERSON; MOO-YOUNG, 2008).  

Logo, em virtude das suas possíveis capacidades industriais ainda não 

investigadas e às individualidades desta linhagem em relação às outras espécies de 

leveduras identificadas, S. cerevisiae se tornou um importante objeto de pesquisa 

mundialmente. Na década de 1930, esta linhagem foi apresentada por Hershel Roman 
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(ROMAN, 1981) como organismo experimental e muitos pesquisadores passaram a 

reconhecê-la como um sistema ideal para estudo dos mecanismos celulares.  

Por volta de 1950, os pesquisadores constataram a oportunidade de 

isolamento de compostos úteis e componentes celulares de levedura a fim de 

esclarecer suas funções. Por fim, a S. cerevisiae foi o primeiro organismo eucariótico 

a ter seu genoma completamente sequenciado (GOFFEAU et al. 1996). 

Nos anos posteriores, outras espécies de levedura, além da S. cerevisiae, 

começaram a ser percebidas por apresentarem funções interessantes 

biotecnologicamente e, então, passaram a ser investigadas, ficando conhecidas como 

leveduras não-convencionais. 

 

2.2.1 Leveduras Não-Convencionais 

Recebem o nome de leveduras não-convencionais o grupo de leveduras que 

não pertence ao grupo das Saccharomyces sp. ou Schizosaccharomyces pombe, 

portanto também sendo conhecidas como leveduras não-Saccharomyces. Essas 

linhagens foram assim denominadas por pesquisadores que perceberam a 

capacidade destas linhagens de serem utilizadas em processos não convencionais 

(SREEKRISHNA; KROPP, 1996; KRĘGIEL; PAWLIKOWSKA; ANTOLAK, 2017), com 

condições mais extremas ou com consumo de diferentes substratos. 

Em comparação com S. cerevisiae, as leveduras não-convencionais 

apresentam potenciais benefícios, principalmente referindo-se às exigências das rotas 

metabólicas, às características do produto formado e à fisiologia do crescimento das 

linhagens (REBELLO et al., 2018). 

As leveduras não-convencionais, deste modo, possibilitam o consumo de 

diferentes substratos ocasionando a formação de novos produtos, de forma que esta 

conversão ocorra por meio de rotas metabólicas alternativas às rotas 

convencionalmente usadas por leveduras como S. cerevisiae, que serão vistas no 

tópico seguinte.  

Cerca de 1500 espécies de leveduras foram previamente identificadas e 

reconhecidas (BOEKHOUT, 2005), portanto, é natural que se encontrem leveduras 

com habilidades diferenciadas no meio desta variedade de linhagens estudadas. 

Logo, tem-se estudos que demonstram que algumas linhagens de leveduras não-
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convencionais são reconhecidas por apresentarem alta tolerância a algumas 

condições que podem surgir durante processos biotecnológicos. Por exemplo, a 

tolerância ao sal e estresse oxidativo da Yarrowia lipolytica, tolerância ao calor da 

Ogataea polymorpha, a termotolerância extrema das linhagens Pichia pastoris, Pichia 

stipitis, Kluyveromyces marxianus, e a adaptabilidade em condições extremas da 

Kluyveromyces lactis (WOLF, 2012). 

Em relação aos substratos consumidos, pode-se ressaltar o consumo de 

hidrocarbonetos, ácidos graxos, outros lipídios e compostos relacionados pelas 

linhagens de Y. lipolytica e Candida maltosa. Outras espécies que também se 

destacam nesse quesito são a Schwanniomyces occidentalis, que consegue 

metabolizar completamente o polissacarídeo amido, a Kluyveromyces lactis capaz de 

consumir a lactose como única fonte de carbono e energia, a Arxula adeninivorans 

que realiza a assimilação de adenina bem como de outras purinas e, por fim, as 

espécies do gênero Pichia (P. pastoris, P. methanolica e P. angusta), metabolizantes 

de metanol.  Tais espécies de Pichia ainda são amplamente utilizadas na produção 

de proteínas heterólogas (SPENCER; RAGOUT DE SPENCER; LALUCE, 2002). 

Não obstante, entre as leveduras não-convencionais, existem estudos sobre 

a aplicação de Trichosporon spp. como sensor microbiano, reafirmando os variados 

destinos dados a este grupo de micro-organismos (REISER et al. 1994). 

Todas essas características especiais das leveduras não-convencionais, 

principalmente em relação à produção de metabólitos de alto valor, são possibilitadas 

graças à utilização de diferentes rotas metabólicas por estas linhagens. 

 

2.2.2  Rotas Metabólicas em Leveduras Não-Convencionais 

 De maneira geral, os metabólitos microbianos são os produtos químicos 

produzidos pelos micro-organismos vivos, originados a partir de seu metabolismo e 

classificados em metabólitos primários ou secundários. Os metabólitos primários, de 

maneira geral, compreendem o grupo de produtos comuns a todas as espécies de 

organismos, divididos nos grupos de proteínas, lipídios, carboidratos e ácidos 

nucleicos (SCHAAF; WALTER; HESS, 1995; SANTOS, 2001). 

Em contrapartida, os metabólitos secundários são compostos não-comuns a 

todas as espécies, podendo funcionar como parâmetro de caracterização de uma 
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espécie ou gênero (taxonomia química) (FRISVAD; ANDERSEN; THRANE, 2008). 

Esses metabólitos não participam de processos de geração de energia e possuem 

uma grande variedade em sua estrutura normalmente sendo produzidos em virtude 

de estímulos especiais (CAMPBELL, 1985). Consequentemente, muitas vezes sua 

função não é totalmente compreendida.  

Os metabólitos secundários são divididos em grupos onde pode-se citar 

principalmente os terpenoides, alcaloides, xiquimatos, policetídeos, entre outros 

(DEY; HARBONE, 1997; SELL, 2003; DEWICK, 2009).  

Até o momento, tem-se conhecimento de aproximadamente 300.000 

metabólitos secundários que já foram descritos e identificados, e pressupõe-se que 

sua principal função seja auxiliar na adaptação e sobrevivência de um organismo, em 

virtude da sua capacidade de atrair ou repelir outros organismos capazes de 

influenciar nesse fator (McMURRY, 2014).   

Essa variada amplitude de substâncias pode ser sintetizada por meio de 

quatro vias metabólicas principais: via do ácido chiquímico, via do ácido malônico, via 

do ácido mevalônico e via do metileritritol fosfato, cujos precursores são originários do 

metabolismo primário, como demonstra a figura 1 a seguir. 

 

Figura 1 - Esquema representando as quatro vias metabólicas principais de síntese de 
metabólitos secundários 

 

Fonte: Adaptado de Taiz; Zeiger (2009) 

Conforme apresentado no esquema, pode-se perceber que os precursores de 

todas essas vias metabólicas têm origem no metabolismo primário de organismos. 
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Deste modo, os precursores fundamentais para os metabólitos secundários são o 

ácido chiquímico, o ácido mevalônico, a acetilcoenzima A e o metileritritol fosfato 

(DEWICK, 2009).  

 Tem-se, então, que a via do ácido chiquímico se forma pela reação da 

eritrose-4-fosfato com o fosfoenolpiruvato, sendo o ácido chiquímico uma das rotas 

de grande relevância devido a ser responsável pela síntese da maioria dos 

constituintes possuidores de núcleos benzênicos (GEISSMAN; CROUT, 1969). Além 

disso, ressalta-se também o ácido mevalônico, resultante de três moléculas de ácido 

acético condensadas, que tem seu início com a redução da β-hidróxi- β-metilglutaril 

coenzima A. Portanto, cada uma dessas rotas é responsável pela síntese de produtos 

de importante valor agregado, como demonstrado no esquema abaixo. 

 
Figura 2 - Esquema representando os metabólitos secundários resultantes das quatro vias 

metabólicas principais 

 

Fonte: Adaptado de Taiz; Zeiger (2009) 

Conforme observado, além da via do metileritritol fosfato, a via do mevalonato 

é uma das formas de obtenção dos terpenoides. Sendo iniciada a partir da Coenzima 

A, tem-se a produção do ácido mevalônico seguida de sua conversão em isopreno. 
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2.3  TERPENOS 

Terpenoides podem ser definidos como “materiais com estruturas moleculares 

contendo estruturas de carbono constituídas por isopreno (2-metilbuta-1,3-dieno)” 

(SELL, 2003).  As unidades de isopreno são formadas por cinco carbonos 

(CH2C(CH3)CHCH2) (ALDRED; BUCK; VALL, 2009).  

Os terpenos são, em sua maior parte, classificados como hidrocarbonetos, 

representados de maneira geral pela fórmula (C5H8)n, onde o n significa o número de 

unidades de isopreno presentes na estrutura. O número correspondente de unidades 

de isopreno determina a subdivisão dos terpenos nas seguintes classes: 

hemiterpenoides, monoterpenoides, sesquiterpenoides, diterpenoides, 

sesterterpenoides, triterpenoides, tetraterpenoides, poli-isoprenoides, esteroides e 

carotenoides. Esteroides e carotenoides são pertencentes aos triterpenóides e 

tetraterpenóides respectivamente. (ALDRED; BUCK; VALL, 2009; SELL, 2003). 

Compostos terpênicos têm uma farta aplicação nas indústrias alimentícia, 

farmacêutica e de cosméticos. Podem ser aplicados como agente analgésico 

(OLIVEIRA et al., 2014), agente inseticida (JUNIOR, 2003), produtos para cicatrização 

de acne (BOMBARDELLI; CAIROLI, 2009), composição de perfumes (PYBUS; SELL, 

2007), aromas de bebidas fermentadas (HOLT et al., 2018), aromas de frutas em 

alimentos (CAPUTI; APREA, 2011), agente antioxidante e agente antimicrobiano 

(TOSCAN, 2010), na composição de medicamentos (PADUCH et al. 2007), entre 

outras aplicações. 

Dada a ampla possibilidade de aplicação desse composto, diversas indústrias, 

como a indústria alimentícia, por exemplo, têm grande interesse na biotransformação 

do terpeno, visto que este possui uma grande aplicabilidade como aroma em 

alimentos e bebidas. Os terpenos mais aromáticos são o linalol, o nerol, o geraniol e 

o citronelol. Entre a classe de micro-organismos que mais produz terpenos estão os 

fungos, principalmente pertencentes as espécies dos ascomicetos e basidiomicetos 

(LONGO; SANROMÁN, 2006).  

A classe de terpenos mais representativa é a classe dos monoterpenos, que 

compõem 90% dos óleos essenciais, englobando diversas estruturas diferentes. Os 

monoterpenos são formados por duas unidades de isopreno, contendo 10 carbonos e 

podem ser lineares (acíclicos) ou conter anéis. Embora sua origem principal seja a 

partir do metabolismo secundário de plantas, alguns representantes desta classe se 
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originam do metabolismo animal e microbiano (TCHIMENE et al., 2013).  Um 

importante tipo de monoterpeno são os terpineois, brevemente abordados a seguir.  

 

2.3.1 Alfa-Terpineol 

Presentes abundantemente em organismos vegetais, os terpineois consistem 

em alcoóis terciários monoterpenos monocíclicos divididos em cinco isômeros mais 

frequentes: alfa, beta, gama, delta e terpinen-4-ol. Com odor considerado agradável, 

aproximado ao aroma da Syringa vulgaris (lilás), o α-terpineol é um dos terpineóis 

mais habituais encontrados na natureza, recebendo grande destaque na área 

industrial. Outro isômero tão amplamente encontrado é o terpinen-4-ol (KHALEEL, 

TABANCA; BUCHBAUER, 2018). 

O α-terpineol é um álcool monoterpênico monocíclico que está amplamente 

distribuído na natureza. Suas principais fontes são as flores (narciso e frésia), as ervas 

e especiarias (salvia, manjerona, orégano e alecrim), o óleo da folha de Melaleuca 

alternifolia e o óleo originado da casca de limões. O α-terpineol muitas vezes é 

associado, por causa de seu odor, com “desinfetante de pinheiro”, em razão desta 

substância compor, efetivamente, o desinfetante de pinheiro (SELL, 2003).  

Industrialmente, assim como os compostos terpênicos de maneira geral, o α-

terpineol tem sido testado em variadas aplicações, como na produção de perfumes e 

cosméticos (KHALEEL, TABANCA. BUCHBAUER, 2018), na indústria de alimentos, 

e até na preparação de copolímeros (YADAV; RIVASTAVA, 2007). Suas propriedades 

na área da medicina vem sendo estudadas quanto ao seu efeito analgésico 

(SOLEIMANI, 2019), capacidade anti-inflamatória (OLIVEIRA et al., 2012), provável 

atividade anticâncer (HASSAN et al., 2010), além de também ter sido estudado como 

composto gastroprotetor (SOUZA et al., 2011), anti-hipertensivo e antioxidante 

(SABINO et al., 2013).  

Em virtude desta ampla gama de aplicações, o α-terpineol pode ser obtido por 

via sintética, por extração natural ou por via biotecnológica. Algumas das formas de 

obtenção de α-terpineol são: por meio da hidratação do α-pineno em presença de 

catalisador ácido (UTAMI et al., 2010), a partir do (+)-limoneno (BAPTISTELLA et al., 

2009), por produção em uma “fábrica” projetada de células de Saccharomyces 

cerevisiae (ZHANG et al., 2019), entre outras.  
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Em suma, visto se tratar de um composto de grande relevância e presença na 

natureza, surgiu-se o interesse de avaliação do possível consumo deste composto por 

micro-organismos, além da análise de formação de novos compostos que poderiam 

apresentar certo valor agregado.  
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3 METODOLOGIA 

A metodologia foi desenvolvida em sua totalidade dentro dos laboratórios de 

Bioengenharia, Bioquímica, Microbiologia e da Coleção CMIB da Universidade 

Tecnológica Federal do Paraná, Campus Ponta Grossa, com os recursos já existentes 

na instituição. 

 

3.1 LEVEDURAS NÃO-CONVENCIONAIS 

Foram selecionadas 23 leveduras não-convencionais das leveduras 

produtoras de bioaromas frutais isoladas por Pietrowski (2011), atualmente 

armazenadas na Coleção Microbiológica de Interesse Biotecnológico (CMIB), 

integrante da Coleção Microbiológica da Rede Paranaense (CMRP) da Rede 

Taxonline (www.taxonline.bio.br). As nomenclaturas oficiais de depósito destas 

linhagens estão descritas na tabela a seguir. Essas leveduras foram isoladas a partir 

do mosto de maçãs saudáveis dos cultivares Gala e Fuji (PIETROWSKI, 2011), e 

conservadas na CMIB desde 2017, no Campus Ponta Grossa da UTFPR.  

 
 
Tabela 1 – Código de depósito das linhagens selecionadas da CMRP e nomenclatura interna da 

CMIB 
(continua) 

Número linhagem Nomenclatura oficial CMRP Outras nomenclaturas 

1 CMRP3160 CMIB 001 

2 CMRP3163 CMIB 004 

3 CMRP3165 CMIB 006 

4 CMRP3167 CMIB 008 

5 CMRP3169 CMIB 010 

6 CMRP3170 CMIB 011 

7 CMRP3171 CMIB 012 

8 CMRP3172 CMIB 013 

9 CMRP3175 CMIB 016 

10 CMRP3177 CMIB 018 

11 CMRP3180 CMIB 021 

12 CMRP3181 CMIB 022 

13 CMRP3184 CMIB 025 

14 CMRP3189 CMIB 030 

15 CMRP3192 CMIB 033 

http://www.taxonline.bio.br/
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Tabela 1 – Código de depósito das linhagens selecionadas da CMRP e nomenclatura interna da 
CMIB 

(conclusão) 

Número linhagem Nomenclatura oficial CMRP Outras nomenclaturas 

16 CMRP3195 CMIB 036 

17 CMRP3197 CMIB 038 

18 CMRP3198 CMIB 039 

19 CMRP3199 CMIB 040 

20 CMRP3202 CMIB 043 

21 CMRP3203 CMIB 044 

22 CMRP3204 CMIB 045 

23 CMRP3205 CMIB 46 

Fonte: Autoria Própria (2020) 

 

Para armazenamento na coleção, as linhagens são mantidas congeladas 

a -20 °C em tubos com glicerol, passando por um repique em meio de cultura Ágar 

Sabouraud a cada 6 meses. Da mesma maneira, para uso no presente trabalho, os 

micro-organismos selecionados foram reativados em Ágar Sabouraud e incubados a 

30 °C por 3 a 7 dias, até crescimento das colônias. 

 

3.2 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DAS LEVEDURAS 

Para sua identificação, as leveduras foram repicadas em estriamento contínuo 

em Ágar Sabouraud com adição de 100 µL do antibiótico gentamicina para cada 30 

mL de ágar adicionado às placas, de forma a inibir crescimento bacteriano. As placas 

foram incubadas a 30 °C por 3 dias. Após o período de incubação, com o crescimento 

das colônias, cerca de 1 cm2 do micélio da colônia foi transferido para microtubos do 

tipo eppendorf de volume 1,5 mL contendo 300 µL do detergente Brometo de 

Cetiltrimetilamônio 2% (CTAB) e uma mistura de sílica e celite (proporção 2:1) 

(VICENTE et al., 2008). 

Para a extração de DNA das leveduras, foi seguido o protocolo estabelecido 

por Vicente et al. (2008), utilizando o detergente CTAB e o reagente clorofórmio: álcool 

isoamílico.  O material biológico que havia sido colocado no tubo do tipo eppendorf 

com CTAB e sílica-celite foi triturado por aproximadamente 5 minutos com auxílio de 

pistilos de plástico esterilizados. Então, foi adicionado mais 200 µL de CTAB aos tubos 

que foram posteriomente incubados a 65 °C por 10 minutos.  
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Após a incubação, adicionou-se 500 µL de CIA (clorofórmio:álcool isoamílico 

24:1), e o conteúdo do tubo foi homogeneizado por inversão. Os tubos foram 

centrifugados a 14.000 rpm por 7 minutos onde foram obtidas duas fases: aquosa e 

orgânica. A fase aquosa foi transferida para tubos esterilizados, acrescentando-se 800 

µL de etanol 96% para a precipitação do DNA em freezer a -20 °C pelo período de 12 

horas. A fase orgânica foi descartada.  

Depois da precipitação do DNA, a amostra foi submetida a uma nova 

centrifugação a 14.000 rpm por 7 minutos e todo o sobrenadante foi descartado. Por 

fim, o pellet de DNA foi lavado com 1000 µL de álcool 70% gelado e, então, 

ressuspendido em água ultrapura.  A qualidade e integridade do DNA isolado foi 

verificada em gel de agarose a 0,8%, com condições de corrida de 70 volts por 30 

minutos e corado com brometo de etídio para posterior visualização em 

Transiluminador. 

A amplificação do DNA foi realizada em termociclador AXYGEN ® Maxygene 

II modelo THERM-1000 com condições e reagentes conforme estabelecidos em 

protocolos padrões adotados no laboratório de Bioengenharia da Universidade 

Tecnológica Federal do Paraná – Campus Ponta Grossa e descritos adiante. 

A região amplificada foi a região interespaçadora do gene que codifica o DNA 

ribossomal (ITS), onde os primers utilizados para a amplificação foram o ITS1 e ITS4 

(WHITE et al., 1990).  As concentrações dos reagentes para o mix e as condições de 

amplificação foram adaptadas de Nascimento (2013) e são relatadas a seguir. Para o 

mix da reação, foram utilizados por amostra: 2 µL de DNA molde, 14 µL de H2O 

ultrapura, 2,5 µL de dNTP’s, 2,5 µL de tampão Buffer 10X, 1,3 µL de MgCl2, 1,3 µL de 

cada primer e, por fim, 0,3 µL de Taq DNA Polimerase Platinum.  

As condições de amplificação utilizadas no termociclador foram: 95 °C por 5 

minutos para a desnaturação inicial, 94 °C por 45 segundos para a desnaturação, 52 

°C por 45 segundos para o anelamento, 72 °C por 2 minutos para a extensão e 72 °C 

por 7 minutos para a extensão final. A reação foi completada em 35 ciclos. 

Os produtos de PCR foram então purificados com o polímero Polietilenoglicol 

8000 (PEG), conforme o seguinte protocolo de Mikheyev (2009): adicionou-se o 

reagente PEG ao microtubo da PCR em quantidade proporcional ao volume do 

produto da PCR (25 µL), misturando a solução algumas vezes com a micropipeta e 

transferindo-a para novo tubo. Em seguida, os tubos foram incubados a 37 °C por 30 
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minutos, centrifugados a 13.000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante foi descartado 

com auxílio de micropipeta.  

Então, foram adicionados 125 μL de etanol 80% gelado, submetendo o tubo 

a centrifugação a 13.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante novamente foi 

descartado e foram acrescentados 125 μL de etanol 96% gelado pelas paredes do 

tubo, retirando-o logo em seguida. Após evaporar o restante do etanol 96% com a 

ajuda do banho-seco, o DNA purificado foi ressuspendido em 15 μL de água ultrapura, 

deixando-o a 37 ºC por 30 minutos em banho-seco. 

O sequenciamento das amostras foi realizado na empresa Myleus 

Biotechnology (www.myleus.com) e as sequências foram tratadas no software BioEdit 

e comparadas no banco de dados internacional de nucleotídeos do National Center 

for Biotechnology Information (NCBI – http://www.ncbi.nlm.nih.gov), por meio da 

ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

A partir dos dados obtidos pelo sequenciamento, construíram-se árvores 

filogenéticas relacionando as espécies encontradas e confirmando os resultados das 

amostras que obtiveram menos do que 100% de semelhança com a sequência em 

depósito no banco de dados. Para as árvores, utilizaram-se como grupo externo de 

comparação as espécies Schizosaccharomyces pombe e Naohidea sebacea (CBS 

8477). 

 

3.3 DESENVOLVIMENTO DAS LEVEDURAS EM MEIO COM PRESENÇA DE ALFA-
TERPINEOL  

As melhores condições para o crescimento das leveduras estudadas foram 

determinadas experimentalmente previamente ao início dos testes com monoterpeno. 

Essas condições englobaram principalmente o pH ótimo de crescimento e a tolerância 

ao álcool desempenhada por essas leveduras. Os valores de pH testados foram pH 

5,0, pH 7,5 e pH 8,0, cujo crescimento celular foi verificado por meio da contagem de 

células leveduriformes por Câmara de Neubauer. Para a avaliação da tolerância ao 

álcool, o desenvolvimento microbiano foi analisado por espectrofotômetro UV-Vis. 

A metodologia para verificar o desenvolvimento em contato com o α-terpineol, 

então, foi adaptada de Oliveira-Felipe (2015), conforme descrito a seguir.  As colônias 

de leveduras crescidas anteriormente em Ágar Sabouraud foram repicadas em tubos 

com caldo Yeast Malt (YM) o qual teve seu pH corrigido para 5,0 e foi composto de 

http://www.myleus.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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(m/v): 0,5 % de peptona, 1,0 % de glicose, 0,3 % de extrato de malte e 0,3 % de extrato 

de levedura. Os tubos foram incubados a 30 ºC por 24 h.  

Após a incubação, as culturas foram diluídas equivalentemente ao nível 0,5 

da escala de McFarland e foram verificadas por contagem em Câmara de Neubauer, 

ainda em caldo YM pH 5,0. O espectrofotômetro não foi utilizado em virtude da 

quantidade de amostras trabalhadas. Em seguida, foi adicionado a microtubos do tipo 

eppendorf 1 mL de cada cultura diluída com headspace de 0,5 mL, onde, em triplicata, 

acrescentaram-se quantidades da mistura α-terpineol e álcool correspondentes a 2,5 

μL/mL, 5,0 μL/mL, 7,5 μL/mL e a 10,0 μL/mL de concentração.  

O monoterpeno utilizado foi o α-terpineol (C10H18O) da Sigma Aldrich ®, com 

sua estrutura molecular representada adiante, de grau técnico, CAS number 98-55-5 

e 90% de pureza. Antes de ser acrescentado ao meio, o α-terpineol foi misturado com 

quantidade igual de álcool, que foi filtrado em filtro milipore 0,22 μM, para melhor 

diluição do composto terpênico no meio de cultura líquido. 

 

Figura 3 – Estrutura química molecular do α-terpineol 

 

 

Além das triplicatas de diferentes concentrações, mantiveram-se controles 

positivos com glicose e controles positivos com álcool, para confirmar que o fator 

limitante do crescimento não fosse o álcool.  Manteve-se também um controle 

negativo com o meio esterilizado. Os tubos foram incubados em termo bloco VHD ® 

com agitação (modelo B1-AQ/AG-100) a 30 ºC sob agitação de 700 rpm por 48 h 

(condições também previamente otimizadas). 

Depois das 48 h, as culturas em eppendorf foram homogeneizadas e 100 μL 

foram transferidos para placas de Petri com meio sólido YM (1,7 % de ágar 

bacteriológico). As placas foram incubadas em estufa 30 ºC, por tempo suficiente para 

o crescimento de colônias (em média 3 dias). 

Todavia, durante a incubação com o α-terpineol, amostras que apresentaram 

acúmulo visível de massa biológica ao fundo do tubo de eppendorf, mas não 
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apresentaram crescimento em placas de Petri quando plaqueadas após 48 h, foram 

cultivadas novamente e plaqueadas assim que completaram 24 h de incubação em 

meio líquido.  

Ainda, para amostras que apresentaram um grande acúmulo de massa 

biológica durante as primeiras horas de cultivo nos tubos de eppendorf, foram 

realizados plaqueamentos após 6 h, 12 h, 18 h e 24 h de contato com o α-terpineol. 

 

3.4 AVALIAÇÃO DA UTILIZAÇÃO DE ALFA-TERPINEOL COMO ÚNICA FONTE DE 
CARBONO E ENERGIA PELAS LEVEDURAS 

Para avaliação do consumo do α-terpineol, ainda seguindo o protocolo de 

Oliveira-Felipe (2015), as leveduras foram inoculadas em meio mineral DP líquido (1 

g.L-1 de NH4Cl, 0,5 g.L-1 de K2HPO4, 20 mg.L-1 de MgSO4.7H2O) com a adição de 2,5 

μL/mL de α-terpineol, concentração na qual as linhagens se mostraram tolerantes. O 

cultivo foi feito em microtubos de eppendorf de 1,5 mL com headspace de 0,5 mL. 

Posteriormente as leveduras foram incubadas em termo bloco VHD ® com agitação 

(modelo B1-AQ/AG-100) a 30 ºC sob agitação de 700 rpm por 48 h, onde realizaram-

se coletas de 12h em 12h. Também foram utilizados controles positivos, ou seja, o 

cultivo da levedura sem o α-terpineol, e controle negativo, preparado somente com o 

meio de cultura esterilizado. As coletas foram congeladas até a extração. 

A extração foi feita para todas as amostras, inclusive os controles, da seguinte 

forma: os microtubos de eppendorf com 1 mL de amostra coletada cada foram 

centrifugados a 13.000 rpm por 5 minutos. Em seguida, transferiu-se 500 μL do 

sobrenadante para um novo microtubo, onde acrescentou-se mais 500 μL de etanol 

absoluto. Os tubos, então, foram novamente centrifugados a 13.000 rpm por 3 

minutos. Por fim, adicionou-se 200 μL de diclorometano, reagente utilizado por 

Llorens-Molina et al. (2017), e as amostras foram para mais uma centrifugação a 

13.000 rpm por 3 minutos. Após a centrifugação, houve a separação de fases, em que 

a fase aquosa/etanólica foi descartada e a fase do diclorometano foi coletada para um 

vial âmbar e congelada até a análise por cromatografia em camada delgada.  

A cromatografia em camada delgada foi utilizada com o intuito de observar se 

houve consumo do α-terpineol e a formação de possíveis novos produtos baseando-

se nos pontos observados visualmente após a análise cromatográfica.  
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Para a realização da cromatografia em camada delgada então, utilizaram-se 

placas de sílica gel com fluorescência em UV MACHEREY-NAGEL ® (Alemanha). 

Portanto, primeiramente, marcou-se as placas com a identificação das amostras e a 

placa foi levada a estufa 100ºC por 1h, a fim de fazer a ativação desta.  

Enquanto a placa estava na estufa, preparou-se a fase móvel tolueno:acetato 

de etila (93:7) e adicionou-se a fase na cuba para saturação (WAGNER; BLADT, 

2009).  Depois do tempo de ativação, a placa foi retirada e 10 μL de cada amostra 

foram aplicados em cada ponto marcado. Na sequência, as placas foram inseridas na 

cuba e a fase móvel correu por 17 cm a partir do ponto de aplicação da amostra. Por 

fim, a placa foi retirada da estufa para secar e foi lida em câmara escura com luz UV. 

Os dados foram registrados.  

Após a visualização em UV, preparou-se o revelador p-anisaldeído ácido 

sulfúrico com 0,5 mL de p-anisaldeído, 50 mL de ácido acético e 1 mL de ácido 

sulfúrico (MERCK CHEMICAL WORKS, 1971). O revelador, então, foi pulverizado 

sobre a placa com um pulverizador Top Spray capacidade 250ml (Marco Boni), e, em 

seguida, a placa foi inserida na estufa a 105ºC até visualização máxima dos pontos. 

As cores e intensidade das manchas foram observadas e a distância percorrida por 

cada mancha foi medida a fim de calcular o Rf de cada amostra. 

O processo de cultivo e análise cromatográfica foi repetido para duas das 

linhagens, CMIB 33 e CMIB 46. As mesmas condições anteriores foram utilizadas, 

exceto a distância percorrida pelo solvente, que na segunda corrida foi 1 cm menor 

do que a análise em CDD anterior, portanto, totalizando 16 cm, devido a interferências 

laboratoriais no dia da análise. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Sendo isoladas a partir de maçãs, as leveduras não-convencionais utilizadas 

no presente estudo foram selecionadas precisamente pela sua capacidade de 

produção de aromas. O aprofundamento nas implicações deste perfil de leveduras foi 

o fator que possibilitou a escolha de um monoterpeno para investigar um novo 

potencial biotecnológico para estas linhagens. 

 

4.1 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DAS LEVEDURAS SELECIONADAS 

De forma a contribuir com sua manutenção na coleção CMIB, visto que a 

coleção havia sido recém-instalada ao início deste trabalho, foi realizada a 

identificação molecular de todas as 23 leveduras não-convencionais selecionadas 

antes de se prosseguir com a verificação das tolerantes ao composto monoterpênico. 

Constatou-se que, no total, 12 leveduras foram identificadas como Clavispora 

lusitaniae, 8 como Rhodotorula mucilaginosa e 3 como Lodderomyces elongisporus. 

Atualmente, com o sequenciamento de genomas, manutenção de bancos de 

dados e novas classificações taxonômicas, muitas vezes é necessário combinar a 

identificação molecular com os aspectos morfológicos das colônias microbianas. Os 

três tipos de colônias apresentados pelas leveduras selecionadas para o presente 

trabalho estão demonstrados na figura 3, a seguir. 

 

Figura 4 – Características macromorfológicas de leveduras dos gêneros R. mucilaginosa, L. 
elongisporus e C. lusitaniae, a partir do crescimento em Ágar Yeast Malt 

A: R. mucilaginosa; B: L. elongisporus; C: C. lusitaniae. Fonte: Autoria própria (2020) 
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O aspecto das colônias apresentado por cada uma das linhagens corresponde 

com o esperado por cada espécie segundo a literatura. Observou-se que as colônias 

das oito linhagens de R. mucilaginosa identificadas apresentaram coloração 

alaranjada e crescimento em velocidade média quando cultivadas em ágar YM (Figura 

3, A). A maior parte das espécies de Rhodotorula formam colônias de coloração rosa 

a coral, podendo também variar de laranja para vermelho caso sejam cultivadas em 

ágar Sabouraud com a presença de pigmentos carotenoides. O aspecto da colônia é 

descrito como macia, lisa, úmida e algumas vezes mucoide (LARONE, 2002).  

Por sua vez, as colônias de Lodderomyces elongisporus (Figura 3, B), 

também cultivadas em ágar YM, se mostraram em cor branca com crescimento lento. 

As colônias de L. elongisporus tem completa semelhança com as colônias de C. 

parapsilosis, portanto sendo descritas como brancas, cremosas, brilhantes e lisas ou 

enrugadas, principalmente quando cultivadas em meio Sabouraud (LAFFEY, 2005).  

Por fim, colônias de Clavispora lusitaniae em meio YM são de cor branca, 

brilhantes ou eventualmente amorfas e rugosas (LACHANCE, 2011), tal qual as 

colônias repicadas neste trabalho, reforçando a identificação molecular. 

De forma a também contribuir com a identificação molecular e verificar a 

relação filogenética entre as linhagens estudadas, construíram-se árvores 

filogenéticas principalmente para as linhagens que apresentaram 99% de precisão na 

comparação com as sequências em depósito no banco de dados do NCBI. As duas 

árvores são representadas a seguir (Figura 4 e 5) e demonstram que dentre as 3 

principais espécies encontradas, duas delas (Clavispora lusitaniae e Lodderomyces 

elongisporus) apresentam maior proximidade genética entre si em relação a 

Rhodotorula mucilaginosa. 
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Figura 5 – Representação da árvore filogenética construída com máxima verossimilhança, com 
500 réplicas de bootstrap, o melhor modelo evolutivo foi Tamura-Nei com sítios invariantes e 
deleção parcial. A espécie Naohidea sebacea (CBS 8477) foi usada como um grupo externo. 

 

Fonte: Autoria própria (2020) 

 
Figura 6 – Representação da árvore filogenética construída com máxima verossimilhança, com 
500 repetições de bootstraps, o melhor modelo evolutivo foi Tamura-Nei com variância gama e 

deleção parcial. A espécie Schizosaccharomyces pombe foi usada como um grupo externo. 

Fonte: Autoria própria (2020) 
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Para o sequenciamento de Clavispora lusitaniae, espécie encontrada em mais 

da metade das amostras sequenciadas, normalmente recomenda-se a amplificação 

da região ITS (MYCOLOGY, 2016), assim como foi executado na atual pesquisa.  

A espécie Clavispora lusitaniae se trata uma levedura não-convencional, 

haplóide, oportunista, pertencente ao grupo dos ascomicetos (HOLZSCHU et al., 

1979). Essa espécie foi estabelecida por Rodrigues de Miranda (1979), se tratando de 

um teleomorfo da levedura Candida lusitaniae. Todavia, a Clavispora lusitaniae possui 

ascósporos clavados, característica normalmente desconhecida em espécies de 

leveduras, portanto tendo recebido a classificação sob o gênero Clavispora sp. 

Patógeno oportunista em humanos, o micro-organismo Clavispora lusitaniae 

é responsável por colonizar e infectar humanos, podendo causar candidíase 

disseminada, incluindo septicemia e pielonefrite (KIDD et al., 2016). 

No entanto, as linhagens de Clavispora lusitaniae são amplamente 

encontradas no meio ambiente, podendo ser isoladas de águas, solos e plantas, além 

de ser isoladas a partir de outros substratos tal qual o trato gastrointestinal de diversos 

animais, como pássaros e mamíferos, inclusive seres humanos (DURRENS, 2017).  

O sequenciamento de seu genoma a partir da linhagem C. lusitaniae CBS 

6936, isolada do suco de casca de frutas cítricas (DURRENS, 2017), facilitou a 

investigação de características intrínsecas à espécie, capazes de serem aplicadas 

para fins tecnológicos.  

Próximas filogeneticamente a C. lusitaniae, também foram identificadas neste 

trabalho linhagens de Lodderomyces elongisporus. Este micro-organismo foi 

associado com infecções sanguíneas pela primeira vez em 2007, e, devido a sua 

grande semelhança morfológica, acreditava-se que se tratava na verdade de Candida 

parapsilosis (LOCKHART et al., 2007). Desde então, foram constatados mais casos 

em que L. elongisporus foi relatada como causadora de fungemia, sendo o primeiro 

diagnóstico com métodos não moleculares identificava outra espécie de levedura.  

Logo, dada a grande similaridade morfológica entre as L. elongisporus e outras 

espécies, a identificação molecular se torna o caminho mais concreto para a correta 

identificação deste organismo. 

Contudo, existe uma ampla variedade de habitats onde esse micro-organismo 

pode ser encontrado. Em uma pesquisa com o isolamento de leveduras a partir de 

sucos de frutas concentrados, linhagens de L. elongisporus, C. lusitaniae e R. 

mucilagionosa, correspondentes as três espécies identificadas nesta pesquisa, foram 
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isoladas de suco concentrado de maçãs, sendo um forte indício da sua capacidade 

de produção de aromas frutais, como o esperado para este trabalho (DEAK; 

BEUCHAT, 1993). 

Finalmente, a segunda espécie com mais linhagens representantes dentre as 

23 leveduras não-convencionais investigadas no presente trabalho foi identificada 

como Rhodotorula mucilaginosa. Rhodotorula sp. são leveduras pigmentadas, 

pertencentes a família Sporidiobolaceae (FELL et al., 2000).  Das 37 espécies 

pertencentes ao gênero, 3 já foram relacionadas com infecções em humanos, sendo 

elas Rhodotorula mucilaginosa, R. minuta e R. glutinis (BISWAS et al., 2001).  

R. mucilaginosa, quando isolada em casos clínicos, normalmente é 

sequenciada por meio da amplificação das regiões ITS, correspondente a utilizada na 

atual pesquisa, ou das regiões D1/D2 do DNA (ARENDRUP, 2014). Mesmo também 

estando relacionada com casos de infecções em humanos, essa espécie tem 

propriedades biotecnológicas consideradas valiosas e por isso é bastante estudada, 

inclusive geneticamente.  

 

4.2 POTENCIAIS APLICAÇÕES BIOTECNOLÓGICAS INDUSTRIAIS DAS 
LINHAGENS IDENTIFICADAS 

Pesquisas em torno dos potenciais tecnológicos de C. lusitaniae aumentaram 

significativamente principalmente na última década. Pode-se citar diversos estudos, 

desde genes de C. lusitaniae expressados em outros organismos, tolerância à 

antifúngicos, como no presente trabalho, utilização dos seus bioprodutos em 

aplicações variadas e, principalmente estudos em relação à sua capacidade 

fermentativa de maneira geral.   

Em uma pesquisa com o gene putativo da ene-redutase (ERs) da C. 

lusitaniae, expressado heterologicamente em E. coli, constatou-se que a proteína 

codificada, após purificação, apresenta propriedades biocatalíticas, principalmente 

envolvendo a redução de uma diversidade de alcenos ativados (NI et al., 2014). 

Outros autores, ainda, relataram a capacidade da enzima α-amilase, extraída 

de uma linhagem de C. lusitaniae, de manter grande parte da atividade quando 

exposta a componentes de detergente e detergentes de roupa comerciais (RANJAN; 

LONE; SAHAY, 2016). Semelhantemente, em mais um trabalho com enzimas 

produzidas por C. lusitaniae, verificou-se a produção de α-L-ramnosidase, indicando 
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uma possível oportunidade de aplicação da linhagem no aprimoramento de qualidade 

de bebidas ou na desacidificação de sucos cítricos (SINGH; SAHOTA; SINGH, 2015).   

Além disso, pesquisas demonstraram diferenças evolutivas entre C. lusitaniae 

e espécies de levedura relacionadas, como Candida albicans, gerando informações 

importantes quanto a investigação do mecanismo de reconfiguração da cromatina 

subtelomérica (FROYD et al., 2013). 

Todavia, assim como as linhagens identificadas na atual pesquisa, que foram 

isoladas a partir de uma matriz alimentícia, demais pesquisadores também apontaram 

seu isolamento a partir de alimentos e bebidas e destacaram sua importante 

contribuição ao perfil aromático de tais produtos.  

Pode-se citar como exemplos: o isolamento de C. lusitaniae a partir de manga 

(Mangifera indica) e de jambo-vermelho (Syzygium malaccense) (RAMÍREZ-

CASTRILLÓN et. al., 2019); a caracterização de C. lusitaniae, entre outras leveduras, 

isoladas do ambiente de produção de cachaça artesanal e do grão gasto, subproduto 

da indústria cervejeira, visando principalmente a futura aplicação dos micro-

organismos identificados em bioprocessos (BREXÓ; ANDRIETTA; SANTANA, 2018); 

a identificação de C. lusitaniae no mosto de uva Monastrell, agindo na fermentação 

espontânea do processo de vinificação (OLIVA et al., 2020); o isolamento a partir de 

plantas cítricas para uso no biocontrole de doenças fúngicas pós-colheita em limões 

(PEREZ et al., 2016); sua identificação em starters autóctones de queijos (BINETTI et 

al., 2013), em Agave salmiana (ESCALANTE-MINAKATA et al., 2008) e no alimento 

fermentado de milho, akamu (OBINNA-ECHEM; KURI; BEAL, 2013). 

Adicionalmente, C. lusitaniae também tem sido estudada como adsorvente de 

aflatoxina B1, como na pesquisa realizada por Magnoli e seus colaboradores (2016), 

em que esta foi isolada a partir de alimentos para frangos de corte e suas fezes. A 

linhagem demonstrou bons resultados de afinidade com a toxina, sugerindo que possa 

reduzir a biodisponibilidade de aflatoxina B1 ao nível do intestino e se mostrando uma 

interessante alternativa para o controle de aflatoxicose crônica na produção aviária. 

Quanto ao potencial biotecnológico de linhagens de L. elongisporus, pode-se 

citar sua presença e contribuição ao aroma final de bebidas, estas que já receberam 

destaque durante o processo fermentativo de vinho, compondo a microbiota 

fermentativa do início da fermentação (RUIZ et al., 2019). Os autores ainda 

ressaltaram seu grande potencial enológico, principalmente devido a capacidade que 

o micro-organismo apresentou de se desenvolver nas condições de vinificação, como 
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em concentrações elevadas de etanol, além do impacto causado no produto final, este 

que obteve altas concentrações de 3-metil1-butanol e 2-feniletanol, e grande 

quantidade de proteínas.  

Outros casos de isolamento desta espécie de levedura em fermentações de 

bebidas podem ser citados, como: seu isolamento dentre a microbiota presente na 

fermentação artesanal de milho para a produção de uma bebida tradicional dos povos 

indígenas do Brasil, denominada Chicha. R. mucilaginosa também estava presente 

neste ambiente (RESENDE et al., 2018); sua presença no processo fermentativo de 

leite fermentado matsoni, produto alimentar tradicional na Geórgia e na Armênia 

(BOKULICH et al., 2015); sua identificação, junto com a identificação de linhagens de 

C. lusitaniae, no preparo de licor com sabor forte na região de Yibin na China (YOU et 

al., 2016). Este licor é feito com cinco tipos de grãos cozidos no vapor, contendo sorgo, 

arroz glutinoso, arroz, trigo e milho. Os autores ainda evidenciaram importantes 

atividades enzimáticas extracelulares em linhagens de L. elongisporus, que 

apresentaram atividade de pectinase e LipA, além de degradarem celulose e amido e 

produzirem uma quantidade aproximada da produção real de etanol.  

Nesse sentido, muito se tem estudado nas últimas décadas sobre as 

proteínas, principalmente enzimas produzidas por L. elongisporus, bem como sua 

expressão genética, propriedades, extração e purificação.  

Entre as atividades enzimáticas frequentemente analisadas, tem-se 

avaliações do potencial lipolítico e a produção de lipases. Sobre este tema pode-se 

citar: o isolamento de linhagens de L. elongisporus e C. lusitaniae a partir de resíduos 

industriais de óleo de palma e alimentos fermentados tradicionais na Tailândia e a 

constatação dessas linhagens como possíveis alternativas de uso industrial para este 

fim, mesmo que não tenham sido as linhagens com maior atividade lipolítica deste 

ensaio (KUNCHAROEN et al., 2020); também em outro trabalho de isolamento de 

leveduras de ambientes marinhos produtoras de lipase, dentre as espécies isoladas 

identificaram-se linhagens de L. elongisporus e R. mucilaginosa, onde as linhagens 

de L. elongisporus apresentaram boa performance na hidrólise de azeite de oliva, óleo 

de amendoim e óleo de soja (WANG et al., 2007). 

Ainda em relação às enzimas e proteínas, em geral, de L. elongisporus, muitos 

autores abordam a identificação e até a extração principalmente de aldo-ceto-

redutases (NING; SU; WEI, 2014; WANG et al., 2014) e citocromo P-450 (RIEGE et 

al., 1981; MAUERSBERGER; SCHUNCK; MÜLLER, 1984). 
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Como observado, em grande parte desses estudos, as linhagens microbianas 

são isoladas a partir do meio ambiente. Então, é realizada a sua identificação 

taxonômica e investigado o seu potencial biotecnológico, assim como é o intuito da 

Coleção CMIB em relação às linhagens em depósito, incluindo L. elongisporus e as 

outras duas espécies de leveduras descritas aqui. O ambiente onde um micro-

organismo é encontrado pode sugerir variadas atividades biotecnológicas 

relacionadas a ele.  

Logo, ao isolar L. elongisporus de uma área ambiental contaminada ou 

prejudicada pela poluição, é possível que esta linhagem possa ajudar na 

biorremediação da área, como é o caso da linhagem isolada por Ma e seus 

colaboradores (2015) na plataforma petrolífera offshore no Mar da China Meridional. 

A linhagem de L. elongisporus isolada pelos autores apresentou taxa de degradação 

de petróleo de 51,2%, sendo maior do que grande parte das leveduras comumente 

isoladas do mar.  

Estudos como este demonstram a capacidade da linhagem em utilizar outros 

substratos como fonte de carbono e energia, além da convencional glicose, sugerindo 

a utilização de diferentes vias metabólicas para o consumo das substâncias. Tal 

característica foi o ponto central do atual trabalho, incentivando o crescimento das 

linhagens em substratos semelhantes ao do seu habitat natural para verificar a 

possibilidade de consumo e degradação do substrato a novos compostos.  

Outras rotas de degradação e assimilação de compostos pela linhagem já 

foram testadas na literatura, como a degradação de n-alcanos de cadeia longa via 

oxidação monoterminal do alcano (BLASIG et al., 1984) e a utilização de fontes 

alternativas de enxofre, incluindo sulfóxidos, sulfonas, sulfonatos, sulfamatos e 

ésteres de sulfato (LINDER, 2012). 

Semelhantemente, há relatos de investigação de outras propriedades desta 

levedura como a capacidade de produção de ácidos tal como o ácido indol-3-acético, 

investigado a partir do isolamento de leveduras, incluindo L. elongisporus e R. 

mucilaginosa, do filoplano de cana-de-açúcar na Tailândia (LIMTONG et al., 2014); e 

produção de ácido clorogênico, formado pela via do ácido chiquímico em quase todas 

as plantas, por L. elongisporus isoladas de batata doce (Ipomoea batatas) e Lonicera 

hypoglauca (WANG et al., 2018). 

Linhagens de R. mucilaginosa também já foram descritas a respeito de sua 

capacidade de enriquecer o aroma de alimentos e bebidas. Diversos relatos já foram 
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feitos por outros pesquisadores, como: sua aplicação na produção de aromas em 

queijos (MONTET; RAY, 2016); seu papel no perfil aromático de tapé de arroz 

glutinoso, uma iguaria popular da Indonésia, que também conta com C. lusitaniae e 

outras leveduras na composição sua comunidade microbiana (SOKA; IRENE, 2013); 

a presença desta linhagem em resíduos do leite de iaque, produto lácteo popular de 

Tibete na China (YANG et al., 2014); e, principalmente relatos de aprimoramento de 

aroma em vinhos, como pode ser visto a seguir. 

A R. mucilaginosa foi anteriormente relatada como responsável na melhoria 

de características agradáveis do aroma de vinho branco seco “Ecolly”, acrescentando 

traços aromáticos florais e trufados à bebida, durante inoculação mista com 

Saccharomyces cerevisiae (WANG et al., 2017). Contudo, não é somente a cultura 

pura ou mista de R. mucilaginosa com outras linhagens que é investigada quanto ao 

seu potencial de melhoramento aromático em vinhos, mas também as enzimas 

produzidas por esse organismo.  

Glicosidases extraídas de uma linhagem de R. mucilaginosa oriunda de uma 

região vinícola da China demonstraram alta tolerância às condições de vinificação e 

especificidade hidrolítica por glicosídeos 'frutados e florais' representados pelos de 

compostos benzênicos e C13-norisoprenoides (HU et al., 2016).  Também, durante o 

processo de vinificação de uva Pinot noir, constatou-se que os conteúdos voláteis do 

vinho foram afetados pelo tratamento com extratos extracelulares de R. mucilaginosa 

e Pichia fermentans, durante 6 meses, o que melhorou a intensidade do aroma floral 

da bebida (KONG et al., 2019). 

Além das aplicações sensoriais na indústria alimentícia, a R. mucilaginosa 

vem sendo explorada como uma ferramenta de biocontrole da vida de prateleira de 

alguns frutos e vegetais. Semelhantemente às linhagens utilizadas no presente 

ensaio, alguns autores descrevem o seu isolamento a partir de maçãs e sucos de 

maçãs e, então, é realizada a verificação de dado potencial biotecnológico de cada 

linhagem.  

A começar por problemas relacionados à qualidade das maçãs pós-colheita, 

como o aparecimento de mofos, estudos da última década mostram essa linhagem 

isolada de maçãs saudáveis e aplicada no controle do mofo-azul causado por 

Penicillium expansum (GHOLAMNEJAD; ETEBARIAN; SAHEBANI, 2010) e do mofo 

cinza (LI et al., 2011). Neste último trabalho, observou-se a diminuição da incidência 
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de podridão e do diâmetro da lesão causada por mofo cinzento e mofo azul após 

tratamento com R. mucilaginosa. 

Outro problema na indústria da maçã, de grande relevância na segurança 

alimentar, é a micotoxina patulina, produzida por espécies de Penicillium. R. 

mucilaginosa, comum na maçã, como observado anteriormente, é reconhecida como 

importante contribuinte na defesa da maçã contra essa micotoxina. Ánalises 

mostraram que a levedura participou na indução da resposta de defesa da maçã 

aumentando a atividade de enzimas de defesa, como quitinase e β-1,3-glucanase. 

Além disso, verificou-se que a linhagem degradou parte da patulina, indicando o uso 

de outras vias metabólicas que estejam relacionadas a degradação deste composto. 

Adicionalmente, R. mucilaginosa apresentou mais uma vantagem: a capacidade de 

competir com o patógeno P. expansum por espaço e nutrientes, assim, prevenindo 

doenças na maçã causadas por este organismo (QIAN et al., 2020). 

A aplicação de R. mucilaginosa para o biocontrole da qualidade de frutos e 

vegetais também já foi testada por meio da pulverização de células secas ativas de 

uma linhagem que foi originalmente isolada de Murta (goiaba chilena), contra o fungo 

Botrytis cinerea, responsável pelo mofo cinzento (GONZÁLEZ-ESPARZA et al., 2019) 

e em combinação com ácido salicílico contra podridão de mofo verde causada por 

Penicillium digitatum em laranjas (AHIMA et al., 2019). 

Pode-se perceber que grande parte do interesse científico pela eficiência 

biotecnológica da R. mucilaginosa baseia-se na capacidade de degradação de 

variados compostos por este micro-organismo, bem como sua alta tolerância a 

ambientes limitados em nutrientes ou com substâncias que podem afetar a integridade 

microbiana. 

Com linhagens de R. mucilaginosa isoladas de solo contaminado com 

hidrocarbonetos, alguns autores verificaram seu potencial de degradação de óleo 

diesel, via cultivo com óleo diesel como única fonte de carbono e a produção de 

enzimas responsáveis pelo processo de biodegradação deste composto 

(CHANDRAN; DAS, 2011). 

Outros ambientes ou condições diferenciais em que esta linhagem foi 

encontrada, que reforçam sua tolerância e abrangência de substratos foram: em 

meios contendo trietanolamina ou dietanolamina como única fonte de nitrogênio 

(FATTAKHOVA; OFITSEROV; GARUSOV, 1991); isoladas a partir do lixiviado de uma 
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pilha de minerais de urânio (SILÓNIZ et al., 2002); formando biofilmes em metais 

pesados como Cd2+, Zn2+, Ni2+ (GRUJIĆ et al., 2018), entre outros. 

Por se tratar de uma levedura amplamente estudada no campo da 

biotecnologia, muitas aplicações foram ponderadas nos últimos anos, como por 

exemplo a recuperação de cobre, particularmente a partir de minérios alcalinos ou 

levemente neutros micro-organismo(RAJPERT; SKłODOWSKA; MATLAKOWSKA, 

2013); a utilização do hidrolisado lignocelulósico por Rhodotorula mucilaginosa Y-MG1 

para produção de lipídios microbianos (AYADI et al., 2019); e até mesmo a produção 

de frutooligossacarídeos por invertases de R. mucilaginosa (BARBOSA et al., 2018). 

Ainda, muitos autores abordam testes com linhagens de R. mucilaginosa mutadas ou 

genes da espécie expressados em organismos modelos como E. coli ou S. cerevisiae.  

Em suma, é valioso para o centro de coleções CMRP possuir micro-

organismos relevantes biotecnologicamente como estas três espécies, que já são 

amplamente estudadas mundialmente. Conforme observado, uma das principais 

características em comum entre as leveduras não-convencionais aqui identificadas é 

a presença destas em mosto de vinhos e as investigações quanto à sua influência no 

melhoramento do aroma final do produto.  

Sabe-se que um dos principais constituintes aromáticos de uvas e, 

consequentemente, de vinhos, pertencem à classe dos compostos terpênicos. Logo, 

foi cabível que se houvesse a verificação das linhagens em depósito no centro do 

coleções CMRP quanto à sua relação com os terpenos, desde tolerância a até mesmo 

consumo deste composto.  

Dado que os terpenos, de uma maneira geral, são empregados em diversos 

processos devido ao seu aroma e ao seu potencial bioativo, ressalta-se a descrição 

de sua relevância como um forte antimicrobiano em diversos estudos. Não há relatos 

na literatura de trabalhos envolvendo estas três espécies de leveduras não-

convencionais sendo testadas quanto à tolerância ou consumo de α-terpineol. 

Desta forma, conforme será apresentado no tópico a seguir, teve-se a missão 

de selecionar linhagens que fossem tolerantes a este composto, a fim de tornar esta 

investigação realizável. 
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4.3 DESENVOLVIMENTO DAS LEVEDURAS EM MEIO COM PRESENÇA DE ALFA-
TERPINEOL 

De acordo com os testes de pH realizados, dentre os valores de pH 5,0, pH 

7,5 e pH 8,0 constatou-se que o pH ótimo de crescimento para os micro-organismos 

estudados foi o pH 5,0. Esta conclusão se deu em razão da observação do maior 

volume de desenvolvimento de células microbianas contadas por Câmara de 

Neubauer nestas condições. Logo, o pH 5,0 foi utilizado como padrão no caldo de 

cultivo para todas as 23 linhagens. Todas as leveduras foram cultivadas com a adição 

de 4 concentrações diferentes de α-terpineol. Para isso, o composto monoterpênico 

foi misturado a uma concentração de álcool etílico equivalente à sua própria, para que 

se tornasse mais miscível no meio líquido de cultivo.  

Das 23 linhagens, 6 leveduras foram capazes de se desenvolver em meio com 

adição de 2,5 μL/mL de α-terpineol e 1 destas linhagens conseguiu se desenvolver 

também na concentração de 10,0 μL/mL do composto, como mostrado na tabela a 

seguir. 

 

Tabela 2 - Concentração máxima de α-terpineol tolerada pelas leveduras  

Código* Espécie α-Terpineol (μL/mL) 

CMIB 010 Clavispora lusitaniae 2,5  

CMIB 022 Lodderomyces elongisporus 2,5 

CMIB 033 Lodderomyces elongisporus 2,5 

CMIB 039 Rhodotorula mucilaginosa 2,5 

CMIB 045 Rhodotorula mucilaginosa 2,5 

CMIB 046 Rhodotorula mucilaginosa 2,5-10,0** 

*Código interno da Coleção Microbiológica de Interesse Biotecnológico; **Desenvolvimento de 
colônias somente pelo período de 12 horas. Fonte: Autoria Própria (2020). 

 

Todavia, entre as linhagens selecionadas, 17 delas não foram capazes de se 

desenvolver na presença da concentração mínima de 2,5 μL/mL de α-terpineol. A 

morte dessas leveduras pode ter ocorrido devido ao fato de elas terem sido afetadas 

pelo α-terpineol, visto que este é reconhecido em diversos estudos pelas suas 

propriedades antimicrobianas.  

Park et al. (2009) estudaram o efeito deste composto quando aplicado a 

fungos filamentosos e constataram que as hifas do fungo Trichophyton 

mentagrophytes foram morfologicamente afetadas. Ao ser tratado com uma 
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concentração de α-terpineol de 0,5 mg/mL, T. mentagrophytesi teve sua membrana 

mitocondrial interna parcialmente destruída, enquanto a membrana mitocondrial 

externa aparentava estar sofrendo desintegração, mostrando sua morfologia 

distorcida. Em uma concentração maior, de 1 mg/mL de α-terpineol, observou-se que 

as hifas do fungo filamentoso expostas ao composto estavam vacuoladas e 

demonstravam estar sofrendo lise celular. Esses resultados evidenciam o impacto que 

este composto monoterpênico é capaz de causar na morfologia fúngica, mesmo que, 

neste estudo, o tratamento com α-terpineol não tenha inibido completamente o 

crescimento microbiológico.   

No entanto, para o fungo filamentoso Penicillium digitatum, o composto 

monoterpênico foi mais nocivo. A concentração mínima inibitória desta linhagem foi 

de 2,00 μL/mL (JING et al. 2015), pouco inferior à concentração mínima de α-terpineol 

utilizada no presente estudo: 2,5 μL/mL. Os pesquisadores testaram concentrações 

de 0,25 μL/mL a 8,0 μL/mL de α-terpineol e relataram que, todavia, em concentrações 

inferiores a 1,00 μL/mL, o composto mostrou atividade antifúngica apenas moderada 

contra o P. digitatum. 

Assim como observado por Park e seus colaboradores, JING e outros (2015), 

observaram que o α-terpineol evidentemente modificou a hifa do fungo estudado, o 

que, por consequência, culminou na perda do seu citoplasma e na distorção do 

micélio. Com o aumento da permeabilidade da membrana houve a liberação de 

constituintes celulares e diminuição do conteúdo lipídico total das células, apontando 

a destruição das estruturas da membrana. Foi possível aos autores concluírem que o 

α-terpineol causou a inibição do crescimento fúngico por meio dos danos ocasionados 

na síntese da parede celular do P. digitatum, que impediram a reconstrução desta e 

levaram-na a sua ruptura.  

Em um estudo realizado por Pinto e outros autores (2014) foi testada a 

eficiência antifúngica de um óleo essencial, sendo um dos maiores constituintes o α-

terpineol, ante fungos filamentosos e leveduras patogênicas. Com isso, 

assemelhando-se ao salientado pelos outros autores, percebeu-se grande atividade 

fungicida dos compostos. Ao testarem o α-terpineol sozinho como antimicrobiano, 

descobriu-se que as concentrações mínimas inibitórias para as leveduras variaram 

entre 0,32 μL/mL, 0,64 μL/mL e 1,25 μL/mL, concentrações menores do que as do 

atual trabalho. Pinto e seus colaboradores, ainda, relataram que o α-terpineol tinha o 
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mesmo potencial de atividade fungicida que o óleo essencial total, o que evidencia a 

eficácia desta substância para este fim.  

Deste modo, em busca de tentar elucidar o mecanismo da toxicidade do 

composto terpênico aos micro-organismos que tiveram seu crescimento inibido no 

atual trabalho, tem-se que os hidrocarbonetos lipofílicos, tal qual o α-terpineol, acabam 

se acumulando na bicamada lipídica da membrana. Esse acúmulo acarreta danos nas 

propriedades estruturais e funcionais dessas membranas, tendo como consequência 

uma membrana com sua integridade diminuída ou destruída, além do aumento do 

transpasse de prótons e íons. Ainda, estudos concluem que até mesmo as proteínas 

que se encontram incorporadas às membranas podem ser atingidas. Esses e outros 

fatores, envolvidos nas alterações do ambiente lipídico da membrana, são os 

responsáveis por impedir o desenvolvimento das células microbianas sensíveis a 

esses compostos (SIKKEMA; DE BONT; POOLMAN, 1995). 

No entanto, assim como bactérias, os fungos filamentosos e leveduriformes 

também são capazes de desenvolver mecanismos de defesa contra antimicrobianos 

(SOUSA et al., 2016), o que reflete os resultados de screening apresentados pelas 6 

leveduras estudadas aqui que foram capazes de se desenvolver na presença do α-

terpineol. 

Entre as leveduras tolerantes ao composto antifúngico, uma delas, a CMIB 46 

(Rhodotorula mucilaginosa), foi capaz de tolerar a maior concentração de α-terpineol 

(10,0 μL/mL), porém só resistiu pelo período de 12 horas. As características 

morfológicas e taxonômicas desta linhagem correspondem às características de duas 

outras linhagens, CMIB 45 e CMIB 39, que também se desenvolveram com a presença 

deste composto, contudo tolerando apenas a concentração de 2,5 μL/mL.  

De maneira geral, entre as leveduras, grande destaque é dado para a 

produção de carotenoides pelas leveduras do gênero Rhodotorula, gênero destas três 

linhagens discutidas aqui.  A sobrevivência das leveduras da espécie R. mucilaginosa 

em contato com o composto monoterpênico, mesmo que em concentrações baixas 

(2,5 μL/mL) ou em concentrações mais altas (10,0 μL/mL) por apenas 12 horas pode 

ser consequência da utilização de rotas de produção de terpenos como os 

carotenóides pelo micro-organismo.  

Com efeito, carotenóides são pigmentos terpenóides pertencentes a família 

dos tetraterpenos. Amplamente distribuídos pela natureza, estes compostos 

correspondem a um isoprenoide C40 e podem ser produzidos por bactérias, fungos, 
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algas e plantas (MAOKA, 2019; BRITTON; LIAAEN-JENSEN; PFANDER, 2004). 

Fundamentalmente, um terpenóide tem sua síntese a partir do isopentenilpirofosfato 

(IPP), seu precursor de 5 carbonos e, dessa maneira, teve por muitos anos, como sua 

única rota de obtenção conhecida, a síntese a partir do mevalonato (HABTEMARIAM, 

2019). Mesmo com o posterior conhecimento de rotas alternativas de obtenção, nos 

fungos a produção de terpenóides é normalmente dada pela rota do mevalonato 

(SCHMIDT-DANNERT, 2014).  

Por conseguinte, ter leveduras com a capacidade de utilização de uma rota 

metabólica para síntese de terpenóides, como as estudadas, é um bom indicativo da 

razão pela qual elas foram capazes de tolerar certa concentração do composto 

monoterpênico aplicado.  

Entretanto, mesmo se tratando de três linhagens de leveduras da mesma 

espécie, é necessário reforçar que a linhagem CMIB 46 sobreviveu apenas 12 horas 

em qualquer concentração do monoterpeno, mesmo na concentração mais baixa de 

2,5 μL/mL, enquanto as outras duas linhagens sobreviveram na menor concentração 

testada por no mínimo 48 horas.   

A diferença de comportamento observada entre linhagens de levedura da 

mesma espécie pode ser justificada pela variabilidade genética.  De maneira geral, 

todos os indivíduos de uma população podem se distinguir devido aos seus genótipos, 

sendo essa diferença genética conhecida como variabilidade genética.  A variabilidade 

genética, portanto, vem a demonstrar as variações existentes entre populações de 

organismos, estas que refletem diferentes e, geralmente exclusivas, características 

em cada espécie ou indivíduo em si de acordo com sua hereditariedade e o ambiente 

em que estão inseridas. Em virtude das variações, as espécies podem apresentar 

particularidades que influenciam na sua sobrevivência, como a suscetibilidade a 

doenças tóxicas ou lesões (BEEDANAGARI et al., 2014). 

A variação dentro de uma população pode ser dada a partir de três princípios, 

sendo eles recombinação, imigração de genes e mutação. Todavia, com exceção da 

mutação, as outras duas bases, recombinação e imigração precisam de determinadas 

condições para causar variações. Para a recombinação causar variação, os alelos 

precisam estar segregando em loci diferentes, para que haja algo a recombinar, ao 

passo que a imigração de genes somente pode proporcionar uma variação se a 

espécie toda for homozigótica para o mesmo alelo (GRIFFITHS et al., 2000).  
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Todavia, para inferir que realmente houve variabilidade genética entre as 

linhagens do presente trabalho, seria necessária a construção de árvores filogenéticas 

com a utilização de mais genes, de forma a confirmar que a diferença comportamental 

entre os micro-organismos se deu pela sua classificação em diferentes subgrupos. 

Nesse sentido, cabe ao presente trabalho tentar levantar hipóteses que 

justifiquem o desenvolvimento da linhagem CMIB 46 por apenas 12 horas. Uma das 

hipóteses para este comportamento, é que, como apresentado anteriormente que o 

α-terpineol tende a se acumular na camada bilipídica da membrana dos micro-

organismos, esta linhagem tenha apresentado certo mecanismo de defesa a princípio 

dificultando o acúmulo deste composto, porém não conseguindo manter essa defesa 

por mais de 12 horas. Outra hipótese é que a presença desta linhagem em contato 

com o composto monoterpênico possa indicar uma degradação enzimática.  

Ainda, visando as informações descritas anteriormente, quanto a produção de 

carotenoides por espécies de Rhodotorula, levantou-se a hipótese da linhagem estar 

consumindo o composto terpenóide, característica abordada na seção seguinte, e ao 

mesmo tempo estar produzindo compostos que sejam tóxicos para si mesma, 

permitindo seu desenvolvimento somente nas primeiras 12 h. Para que a linhagem 

consuma o α-terpineol, entretanto, a glicose do meio deveria ter sido consumida 

rapidamente pelos micro-organismos, uma vez que se trata de um açúcar, 

componente de mais fácil assimilação como fonte de carbono e energia pelas 

leveduras (RODRIGUES; LUDOVICO; LEÃO, 2006). Porém, dentro de um período 

tão curto de tempo as leveduras poderiam consumir seu próprio carbono reserva como 

fonte energia, o que torna esta hipótese menos provável. Para melhor verificar o 

comportamento fisiológico da CMIB 46 e comprovar alguma destas hipóteses, 

considera-se interessante fazer um teste com concentrações crescentes de α-

terpineol em contato com o micro-organismo.  

As outras três linhagens que apresentaram tolerância a menor concentração 

de α-terpineol (2,5 μL/mL) pertencem a duas espécies, sendo uma das linhagens 

Clavispora lusitaniae e as outras duas Lodderomyces elongisporus.  

DESNOS-OLLIVIER et al., (2011) relataram a resistência induzida de isolados 

de C. lusitaniae perante equinocandina, um forte antifúngico utilizado no tratamento 

de infecções causadas por importantes patógenos, tal quais os da linhagem utilizada. 

Por se tratar de um composto que afeta a síntese da parede celular, as linhagens 
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resistentes apresentaram uma mutação que configurou essa resistência ao 

antifúngico.  

Da mesma forma, indica-se que a linhagem de C. lusitaniae do presente 

estudo, capaz de resistir a uma pequena concentração de α-terpineol possa ter 

passado por uma mutação, visto que esta não foi a única linhagem da espécie C. 

lusitaniae testada, mas foi a única que demonstrou resistência ao antifúngico. O 

mesmo aconteceu com as linhagens de L. elongisporus, visto que, das 3 linhagens, 

somente duas foram capazes de se desenvolver na presença de 2,5 μL/mL de α-

terpineol por pelo menos 48 horas. 

Tratando-se de uma linhagem algumas vezes isolada a partir de casos 

clínicos, teste com antimicrobianos mais comumente empregados em casos de 

fungemia já foram feitos com L. elongisporus e pacientes contaminados com esta 

levedura. Ao ser tratada com Caspofungin, por exemplo, a linhagem se demonstrou 

susceptível a uma baixa concentração de antifúngico, todavia houve casos em que, 

mesmo com o tratamento com tal composto, o paciente veio a óbito durante a infecção 

(AL-OBAID et al., 2018). É importante considerar fatores de risco de cada paciente, 

mas também é necessário avaliar a eficiência dos antifúngicos sob L. elongisporus.  

Desde que uns dos objetivos do trabalho era analisar a tolerância dos isolados 

de L. elongisporus ao composto, esse é um resultado promissor para a aplicação 

deste micro-organismo em processos na indústria biotecnológica que envolvam a 

presença deste composto até a concentração de 2,5 μL/mL, assim como as outras 

linhagens que se mostraram resistentes. Além disso, essa se mostra uma 

característica genética interessante de ser investigada posteriormente em casos de 

linhagens geneticamente modificadas. 

De maneira geral, as três linhagens, R. mucilaginosa, C. lusitaniae e L. 

elongisporus, foram encontradas em mais de uma vez isoladas juntas em um mesmo 

habitat por diversos autores, até mesmo na vinificação da uva, em que um dos 

compostos aromáticos mais presentes são os compostos terpênicos. No atual 

trabalho, com as linhagens isoladas a partir da maçã, a exposição destas a terpenos, 

mesmo que baixa ainda existiu visto que esta classe de compostos é um dos 

componentes aromáticos do fruto. Isso pode sugerir que estas três espécies 

leveduriformes possam trabalhar em conjunto, como em um consórcio microbiano, 

podendo promover algum mecanismo que favoreça a sua resistência a compostos 

previamente nocivos a cada linhagem. Não é possível comprovar essa afirmação com 
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base nos resultados obtidos, mas considera-se interessante deixar-se a sugestão de 

testes com as três linhagens juntas ante α-terpineol em diferentes concentrações.  

Com as 6 linhagens resistentes, então, prosseguiu-se para a avaliação da 

capacidade de consumo deste composto como sua única fonte de carbono e energia. 

 

4.4 CONSUMO DE ALFA-TERPINEOL PELAS LEVEDURAS 

As tabelas 2 e 3 e as figuras 7A, 7B e 7C apresentam os valores de Rf e as 

imagens da corrida cromatográfica nas placas de cromatografia em camada delgada 

(CCD), respectivamente, utilizadas para avaliar o consumo de α-terpineol pelas 

leveduras.  As linhagens de levedura CMIBs: 10, 22, 33, 39, 45 e 46, as quais se 

mostraram tolerantes à pelo menos uma das concentrações de α-terpineol (Tabela 1), 

foram submetidas ao cultivo em meio mineral com α-terpineol e as amostras foram 

coletadas após 0, 12, 24, 36 e 48 h  de incubação. 

 

Tabela 3 - Resultados dos controles positivos da primeira remessa de amostras com valores 
de Rf encontrados por cada aplicação na placa de CCD. 

Código na placa Identificação CP Concentração α-T (%) Rf 

C1 Controle 1 0,125 0,0059 | 0,2412 

C2 Controle 2 0,25 0,0059 | 0,2412 

C3 Controle 3 0,5  0,0059 | 0,2588 

C4 Controle 4 0,75 0,0059 | 0,2705 

CP: Controle Positivo; α-T: α-terpineol Fonte: Autoria Própria (2020). 

 

 

Tabela 4 - Resultados da primeira remessa de amostras com valores de Rf encontrados por 
cada aplicação na placa de CCD 

(continua) 

Código na placa Espécie (CMIB) Tempo de 

incubação (h) 

Rf 

1  

 

C. lusitaniae 

(CMIB 10) 

0  0,118 

2 12 0,0176 | 0,2176 

3 24 0,0176 | 0,2059 

4 36 0,0118 | 0,2000 

5 48 0,0118 | 0,1765 

6 Controle negativo - 

7  Controle negativo - 
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Tabela 4 - Resultados da primeira remessa de amostras com valores de Rf encontrados por 
cada aplicação na placa de CCD 

(conclusão) 

Código na placa Espécie (CMIB) Tempo de 

incubação (h) 

Rf 

8  

L. elongisporus 

(CMIB 22) 

0 0,0118 | 0,1647 

9 12 0,0059 

10 24 0,1765 

11 36 0,0176 | 0,1941 

12 48 0,0235 | 0,2176 

13  

 

L. elongisporus 

(CMIB 33) 

0 0,0235 | 0,2412 

14 12 0,0235 | 0,2705 

15 24 0,0235 | 0,2882 

16 36 0,0235 | 0,2941 

17 48 0,0235  

18 Controle negativo - 

19  

 

R. mucilaginosa 

(CMIB 39) 

0 0,0294 

20 12 0,2588 

21 24 0,0235 | 0,2470 

22 36 0,0118 | 0,2412 

23 48 0,0059 | 0,2529 

24 Controle negativo - 

25  

 

R. mucilaginosa 

(CMIB 45) 

0 - 

26 12 0,2647 

27 24 0,0059 | 0,2588 

28 36 0,0059 | 0,2647 

29 48 0,2588 

30 Controle negativo - 

31  

 

R. mucilaginosa 

(CMIB 46) 

0 0,0059 | 0,1941 

32 12 0,0059 | 0,1882 

33 24 0,0059 | 0,1941 

34 36 0,1941 

35 48 0,0059 | 0,1882 

36 Controle negativo - 

37  Controle negativo 2 - 

Controle negativo: cultivo da levedura sem α-terpineol, coletado após 48 horas de incubação; 

Controle negativo 2: meio de cultura esterilizado. Fonte: Autoria Própria (2020). 
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Figura 7A - Placa de CCD mostrando resultados da primeira remessa de amostras, CMIB 10, 22 
e 33, do cultivo das leveduras com o α-terpineol em comparação com os controles positivos 

 
CN: controle negativo de α-terpineol; pontos identificados como C1, C2, C3 e C4 referem-se ao 
controle de α-terpineol nas diluições de 0,125%, 0,25%, 0,5% e 0,675% respectivamente. Fonte: 

Autoria própria (2020) 

Figura 7B - Placa de CCD mostrando resultados da primeira remessa de amostras, CMIB 39 e 
45, do cultivo das leveduras com o α-terpineol em comparação com os controles positivos 

 
CN: controle negativo de α-terpineol; pontos identificados como C1, C2, C3 e C4 referem-se ao 
controle de α-terpineol nas diluições de 0,125%, 0,25%, 0,5% e 0,675% respectivamente. Fonte: 

Autoria própria (2020) 

Figura 7C - Placa de CCD mostrando resultados da primeira remessa de amostras, CMIB 46, do 
cultivo das leveduras com o α-terpineol em comparação com os controles positivos 

 
CN: controle negativo de α-terpineol; pontos identificados como C1, C2, C3 e C4 referem-se ao 
controle de α-terpineol nas diluições de 0,125%, 0,25%, 0,5% e 0,675% respectivamente. Fonte: 

Autoria própria (2020) 
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Observando as figuras, pode-se analisar o resultado visual de comportamento 

das amostras. Tem-se que nas figuras 7A, 7B e 7C, vinte das amostras obtiveram 

duas manchas durante a corrida de CCD, uma próxima ao ponto de aplicação e outra 

mais acima na placa, comportamento semelhante ao apresentado pelos controles 

positivos de α-terpineol.  

Segundo os princípios da técnica de CCD, considerando a sílica-gel utilizada 

como fase estacionária e a sua polaridade, as manchas que não percorreram uma 

maior distância na placa interagiram mais com a sílica-gel, portanto sendo substâncias 

mais polares do que as manchas que percorreram uma distância maior por interagirem 

mais com a fase móvel. Deste modo, nestas vinte amostras e nos controles positivos 

de α-terpineol, pode-se identificar a presença de dois compostos, sendo um polar e 

um menos polar.  Os valores menos polares, no entanto, podem ser referentes ao spot 

de aplicação de parte do composto que não migrou devido a sua polaridade. 

Oito das amostras apresentaram somente uma mancha durante a separação 

de substâncias, sendo que três delas revelaram apenas as manchas de uma 

substância polar e cinco delas relevaram somente as manchas que representam uma 

substância menos polar. 

Das amostras que apresentaram apenas a substância polar, que pode se 

tratar de uma possível mancha do spot de aplicação, duas delas foram da coleta no 

tempo inicial (0h) das amostras, sendo elas CMIB 10 – C. lusitaniae (Figura 7A) e 

CMIB 39 – R. mucilaginosa (Figura 7B), outra foi referente à coleta de 12 horas da 

amostra CMIB 22 – L. elongisporus (Figura 7A) e a última foi a coleta de 48 h da CMIB 

33 – R. mucilaginosa (Figura 7A). Os valores de Rf correspondentes ao composto 

apresentado por cada uma dessas amostras foram 0,118, 0,0294, 0,0059 e 0,0235 

respectivamente. Com exceção do último valor, os outros dois ficaram acima dos 

valores de Rf para a substância polar das amostras controle de α-terpineol. 

Visto que a maioria delas se trata de coletas iniciais dos cultivos e as amostras 

coletadas após maior tempo de incubação apresentaram duas manchas, tal qual os 

controles positivos, sugere-se que estas amostras tenham enfrentado algum erro ou 

problema durante a homogeneização na coleta, extração após a coleta ou ainda 

aplicação da amostra na placa. A respeito da amostra CMIB 33, por esta não 

apresentar o composto menos polar na coleta de 48 h, considerando que todas as 
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coletas anteriores desta linhagem apresentaram, foi realizado um novo teste (Tabela 

5, Figura 7), que será explicado posteriormente. 

Em contrapartida, dentre as cinco amostras que revelaram somente a mancha 

de caráter menos polar, duas delas são referentes às coletas de 12 horas dos CMIBs 

39 (Rf = 0,2588) e 45 – R. mucilaginosa – (Rf = 0,2647)  (Figura 7B), uma relacionada 

à coleta de 24 horas do CMIB 22 (Rf= 0,1765) (Figura 7A), uma relacionada à coleta 

de 36 horas do CMIB 46 – R. mucilaginosa – (Rf= 0,1941) (Figura 7C) e a restante 

refere-se à última coleta, de 48 horas, do CMIB 45 (Rf= 0,2588) (Figura 7B). Em 

relação aos valores de Rf dos controles de α-terpineol, os compostos apresentados 

pelos CMIB 22 e 46 tiveram valores significativamente inferiores a todos os padrões, 

enquanto os compostos dos CMIBs 39 e 45 de 48h obtiveram valores de Rf iguais ao 

controle C3, que estava na diluição de 0,5% de α-terpineol. Ainda o composto obtido 

pela amostra CMIB 45 na coleta de 12 horas (Rf= 0,2647) apresentou um resultado 

que ficou entre os valores de Rf do C3 (Rf= 0,2588) e do C4 (Rf= 0,2705). 

 Em virtude de quatro das manchas dos tempos não-finais (12h, 24h e 36h) 

de coleta para as amostras CMIBs 22, 39, 45 e 46 terem as amostras seguintes a 

estas nas placas (Figuras 7A, 7B e 7C) com o comportamento esperado segundo o 

controle positivo, sugere-se que estas tenham sido envolvidas nos mesmos problemas 

citados para as amostras anteriores que continham apenas o composto polar.  

Todavia, o fato da amostra que se refere à coleta de 48 horas de cultivo da 

CMIB 45 ter obtido apenas uma mancha, representando somente um composto 

diferentemente das amostras controle, pode representar um possível consumo do 

composto polar pelo micro-organismo em cultivo. Além disso, o composto menos polar 

desta amostra teve valor de Rf superior ao controle de α-terpineol correspondente a 

concentração de monoterpeno incluída no meio de cultura, o controle C2. Desta forma, 

isso poderia indicar também uma possível produção do composto menos polar pela 

linhagem, porém necessitaria de mais testes, principalmente em relação ao tempo de 

cultivo, e replicações da amostra para atestar tal afirmação.  

Por fim, oito das amostras não apresentaram nenhuma mancha, sendo seis 

delas o cultivo controle sem α-terpineol de cada levedura, uma delas o controle do 

meio de cultura esterilizado e a última delas referente ao tempo de 0 hora do CMIB 45 

(Figura 7B), que se supõe ter sido afetado durante a extração das amostras.  

Em relação à intensidade das manchas, pode-se observar pelas amostras de 

controle positivo de α-terpineol que à medida que ocorre aumento da concentração do 
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composto, a intensidade de coloração das manchas aumenta também.  O controle C2 

é o controle onde o α-terpineol está na mesma concentração em que foi utilizado nos 

cultivos microbiológicos. Logo, visualmente constatam-se cinco pontos que 

demonstraram intensidade de cor mais aproximada à cor desse controle, sendo as 

coletas de 12, 24 e 36 horas do CMIB 22 (Figura 7A), 36 horas do CMIB 39 (Figura 

7B) e 48 horas do CMIB 46 (Figura 7C). Todas as outras amostras apresentaram 

coloração semelhante ao controle positivo C1, menos concentrado, ou coloração 

ainda menos intensa.  

Todavia, quanto à variação de intensidade com referência ao tempo de 

incubação das amostras, observou-se que os CMIBs 10, 33 e 45 mantiveram a mesma 

intensidade de cor de manchas desde o momento de incubação até 48 horas depois, 

indicando que a concentração dos compostos manifestados pode ter continuado a 

mesma, não havendo o consumo do composto pelo micro-organismo. Entretanto, tal 

afirmação é somente um indicativo de resultado baseado em características visuais 

da análise de CCD, necessitando de outras técnicas que comprovem e descartem 

qualquer interferência inerente a esta metodologia, como a cromatografia gasosa 

acoplada a espectrometria de massas, conforme realizado por Llorens-Molina et al. 

(2017), ao identificar α-terpineol na análise de compostos do óleo essencial de Mentha 

longifolia L.  

Da mesma forma, o CMIB 22 (Figura 7A) manteve a intensidade de cor até a 

coleta de 48 h, quando decaiu e ficou menos intensa e o CMIB 46 (Figura 7C), em 

contrapartida, manteve intensidade mediana na maior parte das coletas e teve 

manchas mais intensas na coleta de 48 h. Novamente, o primeiro caso pode ser um 

indicativo de consumo dos compostos presentes e o segundo pode se tratar do 

aumento na concentração desse composto, mas não é possível afirmar com total 

segurança sem o auxílio de análises complementares. Além disso, entende-se que, 

se tratando de compostos voláteis, a probabilidade de interferências na separação por 

cromatografia em camada delgada é ainda maior.  

Finalmente, o CMIB 39 (Figura 7B) demonstrou resultados inconclusivos na 

relação entre tempo de cultivo e intensidade das manchas, uma vez que houve um 

aumento de intensidade na coleta 36 h e novamente redução na última coleta 48 h.  

Quanto a separação e identificação dos compostos verificados de acordo com 

a sua posição na placa de CCD (Figuras 7A, 7B e 7C) e seus valores de Rf (Tabela 
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3), constatou-se que grande parte das amostras apresentou manchas em alturas 

semelhantes uma com a outra e com o controle positivo de α-terpineol (Tabela 2).  

De forma a se obter esclarecimento sobre os compostos observados durante 

a corrida de cromatografia em camada delgada, tem-se na literatura referências de 

valores de Rf correspondentes ao α-terpineol em análises por CDD, onde o resultado 

foi complementado por técnicas de cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro 

de massas. Horváth e seus colaboradores (2013) encontraram valores de Rf de 0,24 

para o α-terpineol e Wagner; Bladt (2009) também citaram valores de Rf de 0,25 para 

o mesmo composto, dados condizentes com os encontrados aqui nas amostras 

controle C1, C2 e C3. 

Das amostras analisadas no presente trabalho, os CMIBs 33 (L. 

elongisporus), 39 e 45 (R. mucilaginosa) apresentaram resultados dentro desta faixa 

de valores. Os CMIBs 39 e 45 apresentaram certa instabilidade nos valores de Rf 

durante o período de incubação variando entre 0,24 e 0,25 e entre 0,25 e 0,26 

respectivamente. Essa variação pode ter sido ocasionada devido as quantidades 

trabalhadas serem muito baixas e o composto ser altamente volátil. Todavia, percebe-

se que para fins de constatação do composto trabalhado, esses valores não variaram 

significativamente e ainda foram condizentes aos valores citados por outros autores 

para o α-terpineol. 

A amostra CMIB 33, no entanto, visivelmente apresentou manchas que se 

deslocaram mais para a direção menos polar conforme aumentou o tempo de cultivo 

(Figura 7A), o que foi evidenciado pelo seu Rf que cresceu gradativamente de 0,24 a 

0,29 durante as coletas.  Adicionando ao fato desta amostra não ter apresentado a 

mancha menos polar na coleta de 48 h de cultivo, resolveu-se repetir os testes com 

esta linhagem, a fim de confirmar os resultados encontrados. 

Os CMIBs 10 (C. lusitaniae), 22 (L. elongisporus) e 46 (R. mucilaginosa) 

apresentaram todos os valores de Rf, desde a coleta 0h, inferiores aos Rf das 

amostras controle, portanto também inferiores aos dados encontrados na literatura. 

Os CMIBs 10 e 22 alcançaram o resultado de 0,21 e o CMIB 46 demonstrado um valor 

máximo de 0,19 de Rf. Esses valores variaram mais substancialmente em relação aos 

valores esperados pelas amostras controle mesmo que não tenham variado muito 

entre si. Novamente, uma vez que o Rf destas amostras esteve baixo e apresentou 

variações e instabilidade desde a coleta no início (0 hora), esse resultado pode ter 
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sido causado devido à baixa quantidade e alta volatilidade do composto 

monoterpênico.  

Contudo, a amostra CMIB 46, durante a incubação, foi a que apresentou a 

maior produção de biomassa nos tubos, em cultivo com α-terpineol e, por ser a 

linhagem que apresentou desenvolvimento em contato com uma maior concentração 

deste composto, optou-se por repetir os testes com esta linhagem também.  

Para a repetição dos testes com as linhagens CMIBs 33 e 46, de L. 

elongisporus e R. mucilaginosa, adotaram-se algumas práticas diferentes das 

utilizadas na primeira realização da técnica. Assim sendo, utilizou-se uma placa 

cromatográfica dividida em duas partes para que a placa não dobrasse dentro da cuba 

ou se encaixasse em seu formato, interferindo na velocidade ou na distância de 

movimentação dos compostos. Outra medida aderida foi a de aleatorizar a ordem de 

aplicação das amostras, de forma a confirmar os resultados principalmente da CMIB 

33 que, conforme mencionado anteriormente, apresentou aumento gradativo de Rf. 

Após estas alterações, as novas placas apresentaram valores de Rf muito mais 

uniformes do que a primeira análise, como é visível na Tabela 4 e na Figura 8, a seguir, 

principalmente contrastando com os resultados apresentados pelo CMIB 33 no 

primeiro teste (Figura 7A). 

 

Tabela 5 - Resultados dos controles positivos da segunda remessa de amostras com valores 
de Rf encontrados por cada aplicação na placa de CCD. 

Código na placa Identificação CP Concentração α-T (%) Rf 

4 Controle 1 0,125 0,0029 | 0,4375 

7 Controle 2 0,25 0,0062 | 0,4437 

11 Controle 3 0,5  0,0133 | 0,4067 

13 Controle 4 0,75 0,0067 | 0,4200 

CP: Controle Positivo; α-T: α-terpineol Fonte: Autoria Própria (2020). 

 

Tabela 6 - Resultados da segunda remessa de amostras com valores de Rf encontrados por 
cada aplicação na placa de CCD. 

(continua) 

Código na placa Espécie (CMIB) Tempo de 

incubação (h) 

Rf 

3 Lodderomyces 

elongisporus 

(CMIB 33) 

0 0,4437 

6 12 0,4500 

8 24 0,4437 
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Tabela 6 - Resultados da segunda remessa de amostras com valores de Rf encontrados por 
cada aplicação na placa de CCD. 

(conclusão) 

Código na placa Espécie (CMIB) Tempo de 

incubação (h) 

Rf 

5 L. elongisporus 

(CMIB 33) 

36 0,4437 

1 48 0,0562 | 0,4437 

9 Controle negativo - 

12  

Rhodotorula 

Mucilaginosa 

(CMIB 46) 

0 0,4133 

15 12 0,4100 

17 24 0,4267 

14 36 0,4200 

10 48 0,4067 

16 Controle negativo - 

2  Controle negativo 2 - 

Controle negativo: cultivo da levedura sem α-terpineol, coletado após 48 horas de incubação; 
Controle negativo 2: meio de cultura esterilizado. Fonte: Autoria Própria (2020). 

 

Figura 8- Placa de CCD mostrando resultados da segunda remessa de amostras, CMIB 33 e 46, 
do cultivo das leveduras com o α-terpineol em comparação com os controles positivos. 

 
CN: controle negativo de α-terpineol; CM: controle do meio de cultura esterilizado; pontos 
identificados como C1, C2, C3 e C4 referem-se ao controle de α-terpineol nas diluições de 

0,125%, 0,25%, 0,5% e 0,675% respectivamente. Fonte: Autoria própria (2020) 

Percebe-se, a princípio, que a alteração nos parâmetros fez grande diferença 

nos resultados. Inclusive, uma diferença notável foi percebida também no valor de Rf 

dos novos testes, que mostraram, mesmo para os controles C1 ao C4, valores iguais 

ou superiores a Rf = 0,40. A principal modificação técnica entre a primeira realização 

da análise e esta nova repetição é que a distância percorrida pelo solvente na atual 

corrida foi 1 cm menor do que a análise em CDD anterior. Logo, com o carreamento 

de compostos acontecendo em um espaço menor na placa, é natural que a distância 
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percorrida pelo composto seja maior em relação ao teste anterior, que teve um espaço 

superior para o deslocamento das amostras.  

Embora os valores de Rf encontrados (Rf ≥ 0,40) sejam divergentes aos 

valores encontrados anteriormente com as 6 linhagens (Rf ≤ 0,29), observa-se que os 

valores estão dentro dos controles padrão de α-terpineol da análise cromatográfica 

atual, permitindo a comparação de resultados com os padrões aplicados.   

De maneira geral, pode-se observar que na atual análise, quase todas as 

amostras apresentaram somente manchas representantes do composto menos polar, 

com exceção da amostra da coleta de 48 h do CMIB 33. O Rf do composto polar (Rf= 

0,0562), na coleta de 48 h, é ligeiramente maior do que todos os Rf das amostras 

controle. Em contrapartida, todos os controles de α-terpineol demonstraram a 

presença de pelo menos dois compostos, sendo um polar e um menos polar. 

Novamente, ressalta-se que as manchas que não apresentaram deslocamento podem 

ser referentes ao spot de aplicação da amostra.  

Para o CMIB 33, o Rf do composto menos polar (Rf= 0,4437) se manteve 

estável até a última coleta da amostra e, desta forma, com valor igual ao Rf do controle 

C2, que teoricamente possui a mesma concentração de α-terpineol utilizada no cultivo 

das linhagens (2,5 μL/mL). Para a amostra CMIB 46, os valores de Rf não 

apresentaram variação muito significativa e se mantiveram dentro dos valores de 

referência dos controles C3 e C4. 

A intensidade de cor das manchas de todas as amostras também se manteve 

estável, no entanto, estas se apresentaram mais suaves até mesmo do que a amostra 

controle com menor concentração, o controle C1. 

As situações de cada uma das amostras, tanto a de não apresentação de 

composto polar na amostra CMIB 46 quanto o aparecimento de um composto polar 

com Rf maior do que o Rf dos controles de α-terpineol na coleta de 48 h do CMIB 33, 

podem indicar uma metabolização ou produção de novo composto por estas 

leveduras.  

Porém, isso pode significar também que os compostos apenas estivessem em 

concentração baixa não possível de ser detectada por CCD, logo necessitando de 

confirmação destes resultados por CG/MS, visto que a cromatografia gasosa é uma 

técnica com mais sensibilidade para separar compostos voláteis (FOCANT; SJÖDIN; 

PATTERSON, 2004) e o espectrômetro de massas confirmaria a identidade do 

composto.  
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Llorens-Molina et al. (2017), no seu trabalho sobre identificar os quimiotipos 

de óleo essencial de Mentha longifolia L., também utilizou anisaldeído sulfúrico para 

a pulverização, e obteve os resultados das imagens a seguir. 

 

Figura 9 - Exemplos de manchas obtidas em análises de quimiotipos de óleo essencial com 
uso de vanilina sulfúrica e anisaldeído sulfúrico como pulverizadores e visualização em luz UV 

365nm 

 

 

Fonte: Llorens-Molina et al. (2017) 

 

Dentre os compostos encontrados pelos autores, estava o acetato de α-

terpineol, que apresentou Rf de 0,68 – 0,76 e, quando exposto à luz UV em 365 nm e 

cor de mancha descrita como “branco sujo”. Pode-se observar que, em exposição a 

luz UV de tal comprimento de onda, muitos compostos puderam ser mais bem 

observados e reconhecidos, incluindo as cores esperadas e demonstradas por cada 

classe de compostos nesta condição. Na pesquisa atual, não foi possível visualizar as 
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placas em luz UV após pulverização com o anisaldeído sulfúrico, podendo ter sido 

omitido algum composto de baixa concentração que fosse visível somente sob tais 

condições. 

Na imagem da Figura 9 ainda, percebe-se que alguns dos compostos tiveram 

menor concentração e apresentaram manchas menos largas e mais bem separadas 

em relação ao trabalho atual.  

Quanto aos compostos esperados da degradação do α-terpineol, muitos 

trabalhos relatam a degradação deste composto e sugerem a utilização de diferentes 

rotas metabólicas por alguns organismos.  

Uma bactéria encontrada no solo, Pseudomonas aeruginosa, foi estudada na 

biodegradação de α-terpineol, onde foi relatada a conversão do composto 

monoterpênico em borneol e terpinoleno como produtos catabólicos neutros. Os 

autores sugeriram que o borneol seja produzido como um intermediário na via de 

degradação do α-terpineol. Após muitos cultivos, ainda, a linhagem conseguiu 

assimilar o borneol e produzir vários metabólitos neutros e um produto ácido 

(TADASA, 1977). O esquema da reação de degradação esboçado pelo autor é 

demonstrado a seguir. 

 

Figura 10 – Esquema da via de degradação do α-terpineol ao borneol por P. aeruginosa 

 

Fonte: Tadasa (1977) 

 

Shukla; Moholay; Bhattacharyya (1968) identificaram o ácido oleuropeico 

como um produto de α e β -pinenos degradado por Pseudomonas sp. do solo e 

apontaram que o ácido oleuropeico foi produzido por meio da degradação do α-

terpineol. 
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A degradação do α-terpineol por P. incognita também apresentou o ácido 

oleuropeico como um dos produtos, bem como diversos metabólitos ácidos e neutros. 

Dentre os metabólitos ácidos, foi possível identificar o ácido beta-isopropil pimélico, 

ácido 1-hidroxi-4-isopropenil-ciclohexano-1-carboxílico, ácido 8-hidroxicumico, ácido 

oleuropeico, ácido cúmico e ácido p-isopropenil benzóico. Em contrapartida, os 

metabólitos neutros foram identificados como limoneno, p-cimeno-8-ol, 2-hidroxicineol 

e uroterpenol. Com isso, os autores indicam que existe a possibilidade de a linhagem 

degradar o α-terpineol por pelo menos três vias diferentes, sendo uma delas via o 

ácido oleuropeico, outra relacionada a aromatização do α-terpineol e a outra podendo 

estar associada à formação de limoneno (MADYASTHA; RENGANATHAN, 1984). As 

prováveis vias de degradação representadas pelos autores estão expressas na figura 

11. 

 

Figura 8 – Esquema das prováveis vias de degradação do α-terpineol por P. incógnita 

 
I: α-terpineol; II: ácido oleuropeico; III: ácido 2,8-dihidroxi-pmentanoico; IV: ácido P-

isopropilpimélico; V: limoneno; VI: ácido perílico; VII: 1-hidroxi-4-isopropenil ciclo-hexano-1-
ácido carboxílico; VIII: uroterpenol; IX: p-cimeno-8-01; X: ácido 8-hidroxicúmico; XI: ácido p-
isopropenil benzóico; XII: ácido cúmico; XIII: 2-hidroxicineol; XIV: álcool oleuropílico; e XV: 

álcool perílico. Fonte: Madyastha; Renganathan (1984) 
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O ácido oleuropeico também foi encontrado na degradação de α-terpineol pela 

larva da lagarta comum (Spodoptera litura). Outro produto encontrado foi o 7-hidroxi-

α-terpineol (p-menth-1-eno-7,8-diol) (MIYAZAWA; OHSAWA, 2002).  

 

Figura 12 – Esquema da possível via de degradação do α-terpineol por larvas de S. litura 

 

Fonte: Miyazawa; Ohsawa (2002) 

 

Em fevereiro deste ano, foi publicado o primeiro estudo da biotransformação 

do α-terpineol por fungos. Ao verificar a capacidade de biotransformação de nove 

fungos patogênicos, constatou-se que o fungo Alternaria alternata foi capaz de 

biotransformar este composto. Assim como o encontrado para a degradação realizada 

por outros organismos, foi identificada a conversão do α-terpineol em ácido 4R-

oleuropeico e a presença de 7-hidroxi-α-terpineol como um intermediário oxidativo. 

Identificou-se também como produto de degradação o (1S, 2R, 4R) -p-mentano-1,2,8-

triol, um derivado cis-dihidroxila (MEI et al., 2020). 

 

Figura 13 – Esquema da biotransformação do α-terpineol pelo fungo Alternaria alternata 

 

2: ácido 4R-oleuropeico; 3: (1S, 2R, 4R) -p-mentano-1,2,8-triol. Fonte: Mei et al. (2020) 
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Tais produtos poderiam estar sendo produzidos pelas linhagens do atual 

trabalho, se comprovado o consumo do composto terpênico por estas. Com isso, 

ressalta-se a necessidade de novas verificações de consumo do α-terpineol pelas 

leveduras com o uso de técnicas auxiliares de análise.  
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A identificação molecular das 23 leveduras não-convencionais produtoras de 

bioaromas utilizadas no presente trabalho, constatou que 12 destas linhagens 

pertencem à espécie Clavispora lusitaniae, 8 representam a espécie Rhodotorula 

mucilaginosa e as 3 restantes referem-se à espécie Lodderomyces elongisporus. 

Após a construção de árvores filogenéticas que, principalmente, confirmassem a 

identificação molecular das linhagens, obtida por meio da comparação com 

sequências de bancos de dados biológicos, constatou-se que as linhagens de C. 

lusitaniae e L. elongisporus são mais próximas geneticamente entre si do que com as 

linhagens de R. mucilaginosa. 

Depois do cultivo das linhagens com 4 concentrações diferentes de α-terpineol 

(2,5 μL/mL, 5,0 μL/mL, 7,5 μL/mL e 10,0 μL/mL) observou-se que apenas 6 do total 

de linhagens testadas se mostraram tolerantes à concentração de 2,5 μL/mL de α-

terpineol. Uma destas linhagens, no entanto, demonstrou tolerância também à 

concentração de 10,0 μL/mL, mas em todas as concentrações só foi capaz de 

sobreviver pelo período de 12 horas. As linhagens que apresentaram resistência ao 

α-terpineol foram identificadas como C. lusitaniae (n=1), L. elongisporus (n=2) e R. 

mucilaginosa (n=3). 

A levedura que tolerou todas as concentrações de α-terpineol por 12 horas, 

inclusive a concentração mais alta de 10,0 μL/mL, foi uma das 3 linhagens tolerantes 

de R. mucilaginosa. Algumas hipóteses foram levantadas para tal comportamento: 

uma delas de que seu mecanismo de defesa tenha sido capaz de prevenir os danos 

à membrana da levedura por apenas 12 horas, que tenha havido degradação 

enzimática do composto por parte da linhagem, ou uma hipótese menos provável de 

que tenha havido a produção de compostos tóxicos para a linhagem após haver o 

consumo de α-terpineol pela mesma.  

Com a avaliação do consumo do composto terpênico por estas linhagens por 

meio da cromatografia em camada delgada, em primeira análise obtiveram-se 

variações para todas as amostras, porém acreditou-se que as linhagens CMIB 46 (R. 

mucilaginosa) e CMIB 33 (L. elongisporus) apresentaram resultados interessantes em 

produção de biomassa durante o cultivo e pontos visualizáveis na placa 

cromatográfica. Para identificar possíveis condições inerentes à técnica, foram feitas 

alterações sobre alguns parâmetros. Todavia, após a repetição do cultivo, coleta e 
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análise sob novas condições para estas linhagens, obtiveram-se resultados 

inconclusivos. Supõe-se que isso tenha ocorrido principalmente em razão da baixa 

concentração das amostras e do próprio composto terpênico, visto que este foi 

manuseado conforme capacidade de resistência microbiana. Sugere-se que deve-se 

haver mais investigações quanto a este tópico. 

Por fim, sugere-se futuramente o uso de técnicas que possam ter uma maior 

sensibilidade em relação às baixas concentrações em análise, como cromatografia 

gasosa acoplada a espectrômetro de massas, específica para este fim, de forma a 

desvendar o consumo do composto pelas linhagens.  
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6 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

Sugere-se para trabalhos futuros a análise do consumo de α-terpineol com o 

auxílio de técnicas auxiliares como a cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro 

de massas.  

Ademais, para o cultivo das linhagens utilizadas no presente trabalho, 

recomenda-se testar os CMIBs 45 (R. mucilaginosa) e 33 (L. elongisporus) com um 

tempo maior de cultivo com o α-terpineol durante o período de provável consumo do 

composto.  

Ainda, indica-se testar o consumo do composto monoterpênico utilizando um 

consórcio com as 3 espécies de leveduras (C. lusitaniae, L. elongisporus e R. 

mucilaginosa) visto que estas espécies foram originalmente encontradas juntas na 

maçã, cujo um dos compostos aromáticos é a classe dos terpenos e existem diversos 

trabalhos, principalmente relacionados ao aroma de vinhos, onde as mesmas foram 

encontradas coabitando o mesmo local.  

Outra opção seria utilizar extratos enzimáticos das leveduras para então 

avaliar os processos de biodegradação, podendo assim utilizar diferentes 

concentrações de α-terpineol sem depender diretamente da resistência apresentada 

por cada linhagem de levedura. 

Visto que não foi possível realizar o escalonamento das amostras de forma a 

simular condições mais próximas às industriais, em virtude das capacidades 

disponíveis durante a realização da pesquisa, propõe-se testar mais concentrações 

(inferiores e superiores às utilizadas anteriormente) de α-terpineol. Também propõe-

se testar o tempo máximo exato em que estas linhagens conseguem se desenvolver 

na presença deste composto. 

Além disso, recomenda-se a realização de testes de adaptação das leveduras 

que tiveram resultado positivo a maiores concentrações do composto monoterpênico, 

efetuando-se ensaios de pré-adaptação com concentrações crescentes de α-

terpineol, a fim de prepará-las mais consistentemente para sua inserção em processos 

industriais.  

Sugere-se também, o levantamento do provável caminho de degradação do 

composto terpênico dentro do metabolismo leveduriforme, para, futuramente, 

considerar se alguma destas linhagens teria o potencial para a utilização desta 

característica em outros micro-organismos, com o uso da engenharia genética.  
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