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RESUMO  

Pretendeu-se, neste trabalho, isolar, identificar e realizar uma avaliação biotecnológica de 

leveduras isoladas de 15 cavernas localizadas no estado de Minas Gerais. Para tal fim, usaram-

se amostras de solo em distintas zonas das cavernas e, para o isolamento, realizaram-se 

plaqueamentos usando o meio Extrato Malte. Para a identificação das leveduras, utilizou-se a 

técnica de MALDI-TOF. A avaliação biotecnológica das leveduras foi realizada em relação à 

produção de xilitol, etanol, proteína e biomassa e, para isso aplicaram-se testes de fermentação 

de xilose e em hidrolisados de substratos lignocelulósicos de café. A produção de etanol foi 

avaliada pela técnica de HPLC, e a determinação de proteína, pelo método de Kjeldahl. A 

produção de biomassa foi calculada por meio de uma curva de calibração. Do isolamento, 

obtiveram-se 236 leveduras, analisadas por MALDI-TOF. Dessa análise, encontraram-se 

espécies ainda não relatadas para cavernas. Quanto à avaliação biotecnológica, foi encontrado 

que nenhuma cepa produziu xilitol e que algumas cepas foram capazes de produzir etanol. A 

respeito da produção de proteína, uma cepa identificada como C. orthopsilosis apresentou maior 

porcentagem de proteína (35,8%). Os resultados obtidos permitiram verificar que as cavernas 

não são ambientes totalmente isolados do meio externo. A estrutura da caverna, a sua interação 

com o meio externo e as alterações do meio circundante influenciam na entrada de matéria 

orgânica nas cavernas. Isso influencia na presença de leveduras nas diferentes zonas das 

cavernas. Além disso, este é o primeiro trabalho em que é realizada a caracterização 

biotecnológica de leveduras de caverna. Os resultados obtidos permitiram conhecer os 

parâmetros-chave para melhorar a produção de etanol, proteína e biomassa dessas leveduras em 

hidrolisados lignocelulósicos para futuros trabalhos. 

 

Palavras-chave: Ambientes cavernícolas. MALDI-TOF. Avaliação biotecnológica. PVA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

This work aimed to isolate, identify, and perform a biotechnological evaluation of yeasts 

isolated from 15 caves located in the state of Minas Gerais. For this purpose, soil samples from 

different areas of the caves were used, and for isolation, a plating was carried out using Malte 

Extract medium. Yeast identification was performed through MALDI-TOF. The yeast 

biotechnological potential was evaluated through their xylitol, ethanol, protein, and biomass 

production by performing xylose and coffee lignocellulosic hydrolysates fermentation tests. 

Ethanol and protein production was evaluated by HPLC and the Kjeldahl method, respectively. 

Biomass production was calculated using a calibration curve. A total of 236 yeasts were isolated 

and identified by MALDI-TOF, among the isolates there were species that were not reported in 

the literature found in caves. During the biotechnological evaluation no strain produced xylitol 

and a few strains produced ethanol. Regarding protein production, a strain identified as C. 

orthopsilosis presented the highest protein percentage with 35.8%. The results obtained showed 

that caves are not completely isolated environments from the external environment. The 

structure of the cave, its interaction with the external environment, and changes in the 

surrounding environment influences the entry of organic matter at the cave. Furthermore, this 

is the first work in which the yeasts biotechnological potential from caves is evaluated. The 

results demonstrated key parameters for ethanol, protein and biomass production of yeasts in 

lignocellulosic hydrolysates for future works. 

 

Keywords: Caves. MALDI-TOF. Biotechnological evaluation. PVA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SUMÁRIO 

PRIMEIRA PARTE ................................................................................................................. 9 

1 INTRODUÇÃO ..................................................................................................................... 9 

2 REFERENCIAL TEÓRICO .............................................................................................. 11 

2.1 Cavernas como habitat de microrganismos ....................................................................... 11 

2.2 Fatores que influenciam na presença de microrganismos em cavernas ............................ 13 

2.3 Tipos de cavernas ............................................................................................................... 15 

2.4 Leveduras de cavernas ....................................................................................................... 17 

REFERÊNCIAS ..................................................................................................................... 20 

SEGUNDA PARTE – ARTIGOS .......................................................................................... 24 

ARTIGO 1 - Isolamento e identificação de leveduras de caverna ..................................... 24 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................................... 25 

2 METODOLOGIA ................................................................................................................ 27 

2.1 Coleta das amostras e isolamento das leveduras ............................................................... 27 

2.2 Identificação das leveduras por MALDI-TOF ................................................................... 29 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO ........................................................................................ 30 

3.1 Isolamento das leveduras ................................................................................................... 30 

3.2 Identificação por MALDI-TOF .......................................................................................... 40 

4 CONCLUSÕES .................................................................................................................... 51 

REFERÊNCIAS ..................................................................................................................... 51 

ARTIGO 2 - Caracterização biotecnológica de leveduras isoladas de caverna, cultivadas 

em hidrolisados lignocelulósicos de café ............................................................................... 58 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................................... 58 

2 METODOLOGIA ................................................................................................................ 60 

2.1 Teste de fermentação de xilose e celobiose ........................................................................ 60 

2.2 Teste de capacidade celulolítica com CMC 1% ................................................................. 60 

2.3 Avaliação do crescimento em hidrolisados não detoxificados de substratos 

lignocelulósicos de café ............................................................................................................ 61 

2.3.1 Obtenção dos substratos lignocelulósicos e preparação dos hidrolisados ..................... 61 

2.3.2 Análises de açúcares por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) .................. 62 

2.3.3 Preparação dos inóculos e avaliação do crescimento no hidrolisado não detoxificado 62 

2.4 Cultivo batch em 100 mL de hidrolisado não detoxificado ................................................ 63 

2.4.1 Construção da curva de calibração ................................................................................ 63 

2.4.2 Caracterização do cultivo em 100 mL de hidrolisado não detoxificado ......................... 64 



 

 

2.4.3 Análises estatísticas ......................................................................................................... 64 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO ........................................................................................ 64 

3.1 Fermentação de xilose e celobiose ..................................................................................... 64 

3.2 Teste de capacidade celulolítica com CMC 1% ................................................................. 66 

3.3 Hidrólise dos substratos lignocelulósicos de café e caracterização dos hidrolisados ...... 67 

3.4 Avaliação do crescimento em hidrolisados de grãos de café pretos, verdes e ardidos 

(PVA) ........................................................................................................................................ 68 
3.5 Caracterização do cultivo batch no hidrolisado de PVA não detoxificado ....................... 69 

3.5.1 Produção de etanol e de xilitol ........................................................................................ 69 

3.5.2 Produção de proteína ...................................................................................................... 73 

4 CONCLUSÕES .................................................................................................................... 75 

REFERÊNCIAS ..................................................................................................................... 75 

 



9 

 

PRIMEIRA PARTE 

1. INTRODUÇÃO 

A microbiologia de cavernas é uma área relativamente nova e sua importância está em 

constante crescimento. Esse crescimento se relaciona, em parte, com o interesse por entender a 

função dos microrganismos nos processos de espeleogênese (processos de formação e 

desenvolvimento das cavernas). Além disso, as pesquisas em microbiologia de cavernas 

também têm como interesse o descobrimento de novas espécies microbianas, o isolamento de 

microrganismos com potencial biotecnológico e a realização de estudos associados com 

pesquisas espaciais. Os ambientes cavernícolas são interessantes para tais objetivos devido às 

condições particulares de ausência de luminosidade, temperatura e umidade constantes e baixa 

disponibilidade de nutrientes das cavernas, que criam um ambiente seletivo e diferente do 

ambiente externo. Como consequência disso, podem ser encontrados microrganismos 

especializados aos ambientes cavernícolas, com características interessantes para os estudos em 

microbiologia.  

Uma das características que tornam interessantes os microrganismos de cavernas é a 

capacidade de participarem dos processos de biomineralização, os quais estão associados com 

processos de espeleogênese. As bactérias e os fungos filamentosos são os microrganismos que 

geralmente estão mais envolvidas em tais processos. Por causa disso, têm potencial para serem 

usados no melhoramento de materiais de construção e na fabricação de cimento com capacidade 

de autorreparação. Além de participarem dos processos de biomineralização, as bactérias 

(especificamente as actinobactérias), têm a capacidade de sintetizar moléculas com ação 

antimicrobiana e, por isso, são estudadas para a fabricação de antibióticos. 

Além disso, o estudo do microbioma de cavernas tem ajudado a análise da presença de 

vida microbiana em outros planetas. Por exemplo, as condições da superfície de Marte são 

inóspitas e recebem grandes doses de radiação ultravioleta (UV) e ionizante. No entanto, em 

Marte, há cavernas vulcânicas conhecidas como tubos de lava, cujo ambiente interno é diferente 

do ambiente externo e, portanto, pode favorecer a existência de vida microbiana extinta ou 

existente. Além disso, é provável que tais cavernas tenham depósitos de água congelada, os 

quais são um indício da possibilidade da existência de vida microbiana em Marte, visto que as 

cavernas de tubo de lava que existem na Terra têm características similares às das cavernas 

presentes em Marte, usadas como ambientes análogos para realização de pesquisas espaciais. 

Nos estudos de microbiologia de cavernas, as bactérias e os fungos filamentosos têm 

tido maior protagonismo que as leveduras. No entanto, as leveduras de caverna possuem 
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características que as tornam atraentes desde o ponto de vista biotecnológico. Uma evidência 

disso são as leveduras encontradas em cavernas usadas como locais para a maturação de queijos 

e para a realização de processos de vinificação. Os estudos que existem sobre tais processos 

mostram que as leveduras presentes em cavernas têm uma participação importante na 

maturação de queijos, favorecendo as características organolépticas. Com relação aos processos 

de vinificação em cavernas, algumas espécies de leveduras de caverna produzem enzimas 

importantes nos processos de vinificação.  

No entanto, até a presente data, na literatura, ainda não existem trabalhos sobre a 

exploração e o aproveitamento do potencial biotecnológico das leveduras de cavernas. Por essa 

razão, o objetivo deste trabalho é isolar e avaliar leveduras de caverna quanto a sua capacidade 

de crescimento em hidrolisados lignocelulósicos. Especificamente usaram-se hidrolisados de 

substratos lignocelulósicos de café, utilizados como meio de cultivo para o crescimento de 

leveduras isoladas de algumas cavernas de Minas Gerais. As leveduras cultivadas em tais 

hidrolisados foram caracterizadas quanto à produção de xilitol, etanol, proteína e biomassa.  

Para atingir os objetivos deste trabalho, esta tese apresenta dois artigos. O primeiro trata 

do levantamento de leveduras isoladas de 15 cavernas de Minas Gerais, com o propósito de 

verificar que espécies de leveduras são encontradas e como a presença delas nas cavernas pode 

ser influenciada por fatores relacionados com a configuração da caverna e com a influência do 

ambiente externo. O objetivo do segundo artigo é realizar uma avaliação biotecnológica de 

leveduras de caverna cultivadas em hidrolisados de substratos de café. A avaliação foi realizada 

em relação à produção de xilitol, etanol, proteína e biomassa usando hidrolisados de substratos 

de café. Todavia, antes de apresentar os dois artigos, esta tese traz uma primeira parte, que 

consiste em um referencial teórico sobre cavernas e microbiologia de cavernas. A segunda parte 

da tese apresenta os dois artigos sobre o isolamento e a avaliação biotecnológica de leveduras 

de cavernas. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Cavernas como habitat de microrganismos 

As cavernas são ambientes subterrâneos inseridos em relevos rochosos que apresentam 

uma grande diversidade de habitats (Silva et al., 2011). Em geral, são conhecidas por serem 

ambientes com pouca ou nenhuma disponibilidade de luz, temperatura relativamente constante, 

com níveis altos de umidade e limitados em nutrientes (Medellin et al., 2017; Groth et al., 1999). 

Visto que as condições ambientais dentro de uma caverna são diferentes das condições 

ambientais externas, as cavernas provêm condições únicas para o crescimento microbiano e, 

portanto, os microrganismos podem possuir características únicas (Léveillé & Datta, 2010). 

Cada caverna é única quanto a características físicas, químicas, tróficas e biológicas. No 

entanto, em geral, as cavernas podem possuir zonas de luminosidade que apresentam 

características ecológicas diferentes entre si, que permitem o crescimento de diferentes tipos de 

microrganismos (Ghosh et al., 2017) (Figura 1):1) A zona de entrada ou iluminada representa 

a interface entre ambientes epígeos e hipogeos. Nessa zona, a atividade autotrófica está 

presente, pois a luz, como fonte de energia, está disponível. 2) A zona crepuscular, que se 

encontra adjacente à zona de entrada, recebe luz refletida dela. Essa luz gradualmente se 

desvanece. Não há crescimento de plantas superiores além dessa zona, pois a disponibilidade 

de luz é menor. 3) A zona de transição tem disponibilidade de luz ainda menor. 4) A zona 

profunda, onde geralmente é completamente escuro, possui alta umidade e temperatura 

constante. Essa zona geralmente é caracterizada por ser oligotrófica, e os nutrientes presentes 

são alóctones, como, por exemplo, fósforo, nitrogênio e carbono provenientes de guano de 

morcegos que habitam temporária ou permanentemente na caverna (Cheeptham et al., 2012). 

Também, nessa zona, pode haver água subterrânea ou percolação de águas ricas em solutos, 

tais como sulfeto de hidrogênio, que possibilitam o crescimento de microrganismos 

quimiolitoautotróficos (Engel et al., 2004).  
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                                          Figura 1 - Diferentes zonas encontradas em cavernas 

 

                 Fonte: Ghosh et al. (2017). 

A presença de microrganismos em cavernas pode ser evidenciada pela atividade 

microbiana, visualizada de diferentes formas. Por exemplo, a presença de colorações nas 

superfícies das rochas é evidência de formação de colônias de bactérias, fungos e algas (Figura 

2). Isso acontece devido ao fato de os microrganismos poderem alterar a composição química 

da superfície durante o seu crescimento, levando a uma mudança na coloração da rocha. Os 

precipitados nas cavernas são outra evidência da atividade microbiana, pois os microrganismos 

podem mudar as propriedades químicas dos minerais, em função da utilização dos gradientes 

químicos para gerar energia. Essa atividade leva a uma mudança na solubilidade, dando, assim, 

origem à formação de precipitados. Isso acontece, por exemplo, em cavernas com presença de 

óxido de ferro e manganês (Barton, 2006). 

Os resíduos de corrosão resultam da atividade metabólica microbiana envolvida na 

dissolução da rocha hospedeira, que geram resíduos macios, pulverulentos e brilhantes. As 

mudanças estruturais nas cavernas, causadas por microrganismos, são sutis, como a diminuição 

da densidade ou o amolecimento da rocha hospedeira. Os biofilmes são revestimentos 

compostos de comunidades microbianas, mantidas juntas por meio de polímeros que produzem 

uma variedade de estruturas, tais como revestimentos subaquosos escorregadios e gavinhas 

semelhantes a cabelos. Essas estruturas tendem a formar um polímero pegajoso que agrupa 

espécies bacterianas. Os biofilmes podem dar informação importante sobre as fontes de energia 

que sustentam a vida nas cavernas (Cheeptham et al., 2012; Lee et al., 2012; Barton, 2006). 

 

 



13 

 

              Figura 2 - Evidências do crescimento microbiano em cavernas. 

 

 a) Colônias douradas e brancas de actinobactérias e outros tipos de bactéria. b) Formação de esnotites 

fúngicos. c) Crescimento de cianobactérias d) Formação de vermiculações. Fonte: Lee et al. (2012). 

2.2 Fatores que influenciam na presença de microrganismos em cavernas 

Os microrganismos presentes nas cavernas não são autóctones desses ambientes, mas 

sim alóctones, pois provêm do ambiente externo e são transportados por meio de fluxos de água, 

pelo ar, por animais e pela presença de humanos, como no caso das cavernas turísticas 

(Northrup & Lavoie, 2001). Além desses fatores, as condições de umidade dentro da caverna 

podem influenciar no crescimento de microrganismos. As bactérias são mais numerosas em 

cavernas com baixa umidade, enquanto os fungos são mais abundantes em cavernas com alta 

umidade (Vanderwolk et al., 2013). 

A influência do vento na presença de microrganismos nas cavernas pode ser entendida 

de acordo com o princípio do efeito chaminé descrito por Wigley & Brown (1976). Segundo 

esse princípio, nas cavernas com mais de uma entrada, as diferenças de temperatura e umidade 

entre o interior e o exterior criam uma diferença de pressão que faz com que o ar flua para 

dentro ou para fora da caverna. Por exemplo, no inverno, a temperatura do ar da caverna é maior 

do que do ar do exterior; portanto, a densidade do ar fora da caverna é maior do que dentro. 

Essa diferença de densidade cria uma pressão originária na entrada inferior, que força a corrente 

de ar a sair pela entrada superior, o que é verdadeiro para cavernas pequenas. No verão, o fluxo 

de ar inverte-se. A Figura 3 ilustra o princípio do efeito chaminé. 
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Figura 3. Fluxo do ar nas cavernas de acordo com o princípio do efeito chaminé 

 

                                                       Fonte: Wigley & Brown (1976). 

As cavernas com uma única entrada podem reter ar frio e denso durante o inverno, de 

modo que preservam a baixa temperatura na parte interna no verão. No entanto, nessas 

cavernas, as variações da pressão atmosférica também podem controlar a ventilação. 

Dependendo do diâmetro da entrada e da rapidez com que acontecem as mudanças da pressão 

externa, podem acontecer ventos fortes.  Esse fenômeno é chamado de “respiração da caverna”, 

pois a caverna, por assim dizer, expira e inala, ou seja, há um fluxo de ar que acontece de acordo 

com as mudanças de pressão no ambiente externo (Lauritzen, 2018).  

Outro fator é a presença de animais nas cavernas, tais como insetos e morcegos. Os 

insetos podem introduzir fungos nas cavernas pelo transporte de esporos (Vanderwolf et al., 

2013). Os morcegos contribuem com o enriquecimento do solo da caverna, pois o guano possui 

altas concentrações de amônia que permitem o crescimento de microrganismos heterótrofos. A 

presença de humanos também pode influenciar na diversidade das populações microbianas, 

como é o caso das cavernas com visitação (Cheeptham et al., 2012). 

A presença de animais e de humanos traz como consequência a introdução de matéria 

orgânica que favorece o crescimento de microrganismos heterotróficos. Quando há pouca 

disponibilidade de matéria orgânica, os microrganismos podem utilizar compostos oxidados e 

reduzidos para obter energia. Alguns desses compostos são enxofre, ferro e manganês na forma 

reduzida, encontrados especialmente nas cavernas calcárias e basálticas (Northrup & Lavoie, 

2001). 

A proximidade das cavernas com seu entorno próximo também influencia no aporte de 

matéria orgânica para as cavernas. Por exemplo, uma característica das cavernas ferruginosas 

(ver apartado 2.3 sobre os tipos de caverna) é que elas são relativamente mais próximas do 

ambiente externo em comparação com outro tipo de cavernas (Ferreira et al., 2018). Essa 
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proximidade permite a entrada da biomassa vegetal que vem da vegetação do ambiente 

circundante, em níveis mais altos do que na maioria das cavernas carbonáticas (Aule et al., 

2019). Tais níveis de matéria orgânica permitem o crescimento de microrganismos redutores 

de ferro, que podem contribuir nos processos de espeleogênese (Auler et al., 2019; Parker et 

al., 2018). Além disso, um tipo de caverna ferruginosa, chamada caverna de canga, forma uma 

extensa rede de pequenos poros interligados, com alto grau de permeabilidade, permitindo a 

penetração e a mobilidade da matéria orgânica (Aule et al., 2019). 

Nas cavernas em geral, o aumento de matéria orgânica leva a um aumento de populações 

de microrganismos dentro delas (Paula et al., 2020). Ao mesmo tempo, o aumento de matéria 

orgânica nas cavernas depende de agentes que permitem a sua entrada desde o ambiente 

externo, tais como rios, córregos e escoamentos, até a percolação através de fraturas no teto ou 

nas paredes das cavernas (Silva et al., 2011). Tais agentes permitem a conexão dos ambientes 

subterrâneos com o ambiente externo. Isso torna possível que mudanças no clima do ambiente 

externo influenciem na entrada de matéria orgânica nas cavernas. Por exemplo, Paula et al. 

(2020) estudaram a relação entre o aumento da biomassa de microrganismos e a disponibilidade 

de nutrientes (carbono e nitrogênio) no ambiente externo, em quatro cavernas do Parque 

Estadual Terra Ronca, no estado de Goiás. Os autores relatam que, na estação seca, houve 

diminuição de microrganismos, pois houve mineralização de carbono e nitrogênio nas cavernas, 

enquanto que, na estação chuvosa, houve imobilização de carbono e nitrogênio expressa em um 

aumento de microrganismos nas cavernas.  

2.3 Tipos de cavernas  

As cavernas podem ser classificadas em primárias ou em secundárias, de acordo com o 

que acontece no seu processo de formação em relação à rocha hospedeira. As cavernas 

primárias originam-se junto com o processo de formação da rocha em que estão inseridas, e as 

cavernas secundárias originam-se depois da formação da rocha (Kempe, 2019a; Gradziński et 

al., 2018). Geralmente, as cavernas primárias são cavernas vulcânicas e glaciais. 

As cavernas vulcânicas, também conhecidas como tubos de lava, são formadas a partir 

do escorrimento da lava de vulcões ativos (Kempe, 2019b). Quando se inicia o resfriamento da 

superfície de um fluxo de lava, este se solidifica e forma a rocha, embora lava líquida ainda flua 

por baixo da rocha recém-formada. Uma vez que a lava cesse de fluir, são formados túneis de 

rocha ígnea, chamados tubos de lava (Kempe, 2019b; Oromí, 2018). No entanto, nem sempre 

as cavernas vulcânicas são cavernas primárias. De acordo com Kempe (2019b), as cavernas 
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vulcânicas também podem ser formadas tectonicamente, por colapso ou por erosão, depois que 

a lava foi depositada e esfriada. 

Em contrapartida, as cavernas glaciais são túneis de gelo com pisos de rocha e paredes 

e tetos de gelo (White & Culver, 2019). Essas cavernas são formadas quando acontecem 

derretimentos nas geleiras e, por isso, desenvolvem-se melhor em geleiras de montanha do que 

em geleiras polares, devido, em parte, às temperaturas sazonais mais quentes. Também são 

comuns em geleiras com vulcões, devido ao calor geotérmico e às saídas de vapor (Guley & 

Fountain, 2019; Smart, 2003).  

As cavernas secundárias originam-se depois da formação da rocha hospedeira por meio 

de diferentes processos geológicos. Segundo Engel (2010), dentre tais processos, estão a 

solubilização, a erosão diferencial, a erosão mecânica, o tectonismo, o vulcanismo e a formação 

de gelo. Dentre as cavernas secundárias, as mais conhecidas são as cavernas de calcário. As 

cavernas de calcário são formadas pela água que dissolve gradualmente as rochas, geralmente 

carbonáticas (calcário e dolomita), de tal forma que seu tamanho está em constante crescimento 

(Girihagama et al., 2015; Silva et al., 2011; Jouves et al., 2017).  

As cavernas de calcário podem ser hipogênicas ou epigênicas, dependendo da origem 

dos fluidos que dissolvem as rochas e que moldam a caverna. As cavernas hipogênicas são 

cavernas de calcário cuja rocha é dissolvida por fluidos ascendentes de águas profundas 

(Palmer, 2011). Esses fluidos ou podem ser águas termais ou agentes corrosivos das rochas, ou 

podem estar associados a fluidos corrosivos, tais como gases e soluções ácidas (Sendra et al., 

2014; Klimchouk, 2009).  Por exemplo, no processo espeleogênese, pode acontecer a 

solubilização da rocha induzida pelo ácido sulfúrico (Palmer & Hill, 2019). O ácido sulfúrico 

é gerado quando o aumento da água rica em ácido sulfídrico (H2S) entra em contato com água 

rica em oxigênio no lençol freático ou próximo a ele (Palmer & Hill, 2019). Já as cavernas 

epigênicas são originadas por fluxos de águas meteóricas, ou seja, de chuva ou de rios 

superficiais (Palmer, 2011). 

Outro tipo de caverna secundária são as cavernas ferruginosas. No Brasil, as cavernas 

ferruginosas são especialmente encontradas na Serra dos Carajás (estado do Pará) e no 

Quadrilátero Ferrífero (estado de Minas Gerais) (Piló et al., 2015). Essas cavernas são formadas 

a partir de formações ferríferas, conhecidas como formações ferríferas bandadas, ferricretes e 

cangas (Ferreira et al., 2018). As cavernas ferruginosas podem estar inseridas entre as 

formações ferríferas bandadas e a canga ou podem estar inseridas exclusivamente na canga, nas 

formações ferríferas bandadas e em ferricretes (Auler et al., 2014). As formações ferríferas 

bandadas são rochas que possuem, de forma alternada, camadas milimétricas de silexito e de 
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minerais de ferro, como hematita e magnetita (Hagemann et al., 2016). Os ferricretes são crostas 

endurecidas formadas por formações ferríferas bandadas, óxidos e hidróxidos de ferro e 

cimentos ferruginosos (dos Santos & Bacellar, 2021). As cangas são formações superficiais ou 

couraças de ferro compostas por fragmentos de rochas adjacentes, cimentadas por limonita e 

hematita (Souza & Carmo, 2015).  

À diferença das cavernas inseridas em ferricretes, as cavernas inseridas em cangas 

possuem pequenos espaços interconectados, conhecidos como vazios. Esses espaços permitem 

a entrada de água e de raízes da vegetação do ambiente externo ou epígeo (Ferreira et al., 2018). 

Isso permite a entrada de matéria orgânica e, consequentemente, de microrganismos. As 

cavernas ferruginosas apresentam um ambiente seletivo para os microrganismos, devido ao 

caráter pouco solúvel dos óxidos de ferro. Participam da formação de cavernas ferruginosas 

microrganismos capazes de solubilizar as rochas de ferro (Piló et al., 2015). Tais 

microrganismos participam dos processos de oxidação e de redução do ferro e, junto com o 

fluxo de águas subterrâneas, permitem o alargamento e a formação de cavernas (Parker et al., 

2013). 

2.4 Leveduras de cavernas 

Um dos primeiros trabalhos sobre leveduras de cavernas é o de Martini (1963), onde 

foram isoladas leveduras de amostras de solo coletadas tanto da parte externa, como da interna 

de duas cavernas da Itália. Esse trabalho mostrou que as leveduras presentes em cavernas são 

alóctones, introduzidas por meio de morcegos e insetos. O trabalho de Vaughan-Martini et al., 

(2000) também confirma a mesma ideia. Nesse estudo, foram isoladas leveduras de três 

cavernas da Itália, uma delas com visitação aberta (400,000 visitantes por ano) e as outras duas 

com visitação limitada a um pequeno número de pesquisadores. Foi encontrado que a caverna 

com maior visitação foi a que apresentou maior diversidade de leveduras. Segundo os resultados 

obtidos, a maioria das cepas estão associadas com patologia humanas. Além disso, o 

crescimento de leveduras foi menor do que o crescimento apresentado por bactérias e fungos 

filamentosos. Jurado et al. (2010) e Vanderwolf et al. (2013) também confirmam que as 

populações de leveduras se encontram em menor número em comparação com as bactérias e 

fungos filamentosos. Em um estudo posterior, Nouri et al. (2018) isolaram de solo de caverna 

uma nova espécie de levedura, denominada Blastobotrys persicus sp. Além dessa nova espécie, 

os autores isolaram de amostras de solo outras leveduras, como Rhodotorula mucilaginosa, 

Rhodotorula lactosa, Candida albicans, Candida powellii, Candida restingae e Candida 

tropicalis.  
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O isolamento de leveduras de caverna não é feito apenas a partir do solo, mas também 

por meio de outros tipos de amostras: ar (Bercea et al., 2018), rochas (Ogórek et al., 2013), pele 

de morcego (Cunha et al., 2020) e guano de morcego (Sugita et al., 2005). Geralmente, a 

literatura mostra que há maior quantidade de leveduras no guano que nos outros tipos de 

amostras (Emerson & Roark, 2007; Vanderwolf et al., 2013). Independentemente do tipo de 

amostra, todos os estudos consultados neste trabalho mostram que, em geral, o objetivo é isolar 

e identificar leveduras para entender a dinâmica das suas populações. Nesses trabalhos, são 

levados em conta fatores, como a influência das atividades de humanos (como, por exemplo, 

as cavernas turísticas) e a entrada de animais e de matéria orgânica nas cavernas. 

Por enquanto, não existem trabalhos sobre exploração do potencial biotecnológico de 

leveduras de cavernas. A exploração biotecnológica está focada principalmente em bactérias e 

actinobactérias (Ghosht et al., 2017). No entanto, nas cavernas, podem existir leveduras com 

um potencial biotecnológico passível de ser explorado. Uma evidência dessa possibilidade é o 

crescimento de leveduras associadas a processos de vinificação e maturação de queijo 

realizados em cavernas. Tais cavernas, geralmente de calcário, são conhecidas como cavernas 

de vinho e cavernas de queijo, respectivamente. 

Por exemplo, Cailhol et al. (2020) realizaram um processo de vinificação na caverna 

Saint-Clement, caverna de calcário localizada na França. Os autores relatam o isolamento da 

levedura Guehomyces pullulans das paredes da caverna. Tal levedura é usada na clarificação 

de suco de uvas no processo de elaboração de vinhos. Em contrapartida, Budak et al. (2016) 

realizaram um processo de maturação de queijo na caverna Divle, na Turquia, onde foi possível 

o isolamento de 27 leveduras de cinco espécies. Debaryomyces hansenii foi a espécie de 

levedura mais frequente. Tais leveduras foram isoladas tanto da parte externa, como da parte 

interna dos queijos.  

As leveduras isoladas em ambos os trabalhos provinham dos processos de vinificação e 

elaboração de queijos e não se pode dizer que são autóctones de tais cavernas.  No entanto, 

mostram que as condições das cavernas (temperatura, umidade e nutrientes) permitem o 

crescimento de leveduras que podem ter potencial biotecnológico. Em cavernas não destinadas 

à elaboração de vinho e queijo, as leveduras podem vir por meio de insetos e morcegos, capazes 

de interagir com plantas (Benoit et al, 2004; Sritongchuay et al., 2016). Ao entrarem na caverna 

durante um ciclo de sua vida, eles podem introduzir as leveduras por meio do excremento ou 

por meio do seu corpo (Vanderwolf et al., 2013; Cunha et al., 2020). Ao mesmo tempo, restos 

de vegetais (folhas, troncos e raízes) podem ser introduzidas por meio de chuvas (Silva et al., 
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2013). Tais restos vegetais podem ter leveduras com capacidade fermentativa (Morais et al., 

2013). 

É de notar que, mesmo nos ambientes fora das cavernas, as leveduras têm sido pouco 

estudadas quanto à biodiversidade (Yurkov et al., 2012). No caso das cavernas, ainda menos se 

conhece sobre biodiversidade de leveduras. Portanto, há muito por explorar quanto à 

biodiversidade e à prospecção biotecnológica de leveduras de cavernas. 
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SEGUNDA PARTE – ARTIGOS 

ARTIGO 1 - Isolamento e identificação de leveduras em ambientes de cavernas  

Artigo redigido conforme norma para publicação da revista Science of the Total 

Environment. 

RESUMO 

Dentre os microrganismos de caverna, as leveduras são um dos grupos microbianos menos 

estudados. Geralmente, relaciona-se a presença de leveduras em cavernas a atividades 

antrópicas, como, por exemplo, o turismo. Não há estudos que analisem a influência de outros 

fatores, tais como a estrutura da caverna, a sua interação com o meio externo e as alterações do 

meio circundante na presença de leveduras em cavernas. Além disso, os estudos quase sempre 

são de cavernas de calcário e não analisam cavernas de outras litologias.  Neste trabalho, o 

objetivo foi isolar e fazer um levantamento de leveduras de 15 cavernas localizadas em Minas 

Gerais, tanto de calcário, como de ferruginosas. Foram isoladas 236 leveduras de amostras de 

terra coletadas de diferentes zonas das cavernas: zona externa da caverna, entrada, meio e fundo. 

As populações de leveduras foram maiores no fundo das cavernas, contrário ao que é relatado 

nos estudos existentes. Isso se deve à estrutura das cavernas, à sua interação com o meio externo 

e às alterações do meio circundante. Foi possível obter a identificação, por MALDI-TOF, das 

seguintes espécies: Kazachstania exigua, Geotrichum silvicola, Cryptococcus laurentii, 

Candida orthopsilosis, Candida palmioleophila, Candida carpophila, Lachancea 

thermotolerans e Rhodotorula mucilaginosa. Algumas dessas espécies não são relatadas como 

encontradas em cavernas, como, por exemplo, K. exigua, G. silvicola, C. carpophila e L. 

thermotolerans.  A maioria das espécies encontradas são de interesse biotecnológico, de acordo 

com a literatura. Por exemplo, C. laurentii possui atividade antifúngica, Candida palmiolephila 

possui atividade lipolítica e R. mucilaginosa tem capacidade para produzir carotenoides. L. 

thermotolerans possui importância na indústria vinícola, pois pode produzir ácido lático 

durante a fermentação alcoólica. K. exígua apresenta atividade inibitória contra fungos e 

bactérias patogênicas. As informações obtidas permitem ter um conhecimento de quais espécies 

são encontradas sem a influência intensa de seres humanos. Além disso, este trabalho lança as 

bases para uma futura prospecção biotecnológica das leveduras encontradas. 

 

Palavras-chave: Ambientes cavernícolas. Microrganismos. MALDI-TOF. Agrupamento 

hierárquico. 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 

 

1. Introdução 

Ambientes de cavernas apresentam condições de temperatura, luminosidade e umidade, 

além de disponibilidade de nutrientes, diferentes daquelas do ambiente epígeo (Ghosh et al., 

2017). Todas essas características particulares promovem um ambiente seletivo para a 

existência de fungos, bactérias, actinobactérias, leveduras e, inclusive, microalgas (Engel, 

2019a; Pfendler et al., 2018). Tais microrganismos (que conseguem se estabelecer) se tornam 

especializados aos ambientes cavernícolas (Bontemps et al., 2022; Schabereiter-Gurtner et al., 

2004) e participam de processos geoquímicos relacionados com a formação de cavernas 

(Boston et al., 2009). Além disso, seu metabolismo se acondiciona ao ambiente da caverna 

(Engel, 2019). Também, alguns microrganismos de cavernas, como, por exemplo, as 

actinobactérias, têm capacidade de sintetizar moléculas com ação antimicrobiana e, por isso, 

são estudados para a fabricação de antibióticos (Rangseekaew & Pathom-Aree, 2019). 

 Em contrapartida, o estudo do microbioma de certas cavernas tem ajudado a analisar a 

presença de vida microbiana em outros planetas (Sauro et al., 2021). Por exemplo, em Marte, 

há cavernas vulcânicas, conhecidas como tubos de lava, cujo ambiente interno pode favorecer 

a existência de vida microbiana extinta ou existente. Visto que as cavernas de tubo de lava que 

existem na Terra apresentam características similares às das cavernas presentes em Marte, são 

usadas como ambientes análogos para a realização de pesquisas espaciais (O'Connor et al., 

2021). Portanto, em cavernas, podem ser encontrados microrganismos com características 

interessantes para pesquisas em microbiologia. 

A maioria das pesquisas sobre microbiologia de cavernas está focada principalmente em 

bactérias e fungos filamentosos, os quais são os grupos microbianos predominantes. Tais 

trabalhos estão focados na análise da abundância, da diversidade e da função de tais grupos 

microbianos nos ecossistemas cavernícolas (Engel, 2019a; Sallstedt et al., 2014; Saiz-jimenez, 

2012). Além disso, há pesquisas focadas em actinobactérias, com o objetivo de isolar cepas 
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com capacidade para produzir moléculas com ação antimicrobiana (Paun et al., 2021; 

Rangseekaew & Pathom-Aree, 2019).  

No entanto, as leveduras são menos estudadas e a escassez de estudos sobre estas talvez 

se deva ao fato de que esse grupo microbiano é minoritário em cavernas (Vanderwolf et al., 

2013). Mas isso não significa que seu estudo não seja importante, pois podem ser encontradas 

novas espécies em ambientes cavernícolas. Por exemplo, Nouri et al., (2018) identificaram uma 

nova espécie de levedura, Blastobotrys persicus sp nov, isolada de amostras de solo de cavernas 

do Irã. Além disso, existem evidências da importância ecológica das leveduras em cavernas. 

Por exemplo, as leveduras podem cumprir a função de decompor a matéria orgânica em 

cavernas, como o guano, pois é sabido que, nesse substrato, podem crescer em altas populações 

(Sugita et al., 2005). Dessa forma, contribuem para a ciclagem de carbono e nitrogênio que 

acontece em cavernas (Engel, 2019b). Outra função ecológica das leveduras de caverna é servir 

como fonte de nutrientes para invertebrados (Ferreira et al., 2000).  

Até a presente data, estudos sobre leveduras de caverna relacionam-se principalmente à 

sua origem em ambientes cavernícolas. Por exemplo, o trabalho de Martini (1963) mostrou que 

as leveduras presentes em cavernas são alóctones, introduzidas por vetores, como, por exemplo, 

morcegos e insetos. Vaughan-Martini et al. (2000) mostraram que a presença de humanos 

também contribui para o aumento das populações de leveduras em cavernas.  Em anos 

posteriores, o estudo de Connell & Staudigel (2013) também confirmou isso, pois encontraram 

que a presença de pesquisadores influenciou no aparecimento de leveduras na caverna vulcânica 

Warren, localizada no monte Erebus, da Antártica.  

No entanto, nos trabalhos sobre leveduras de caverna, geralmente, o isolamento é 

realizado somente em uma zona da caverna, sem o objetivo de isolar leveduras de forma 

exaustiva em cada uma das zonas (zona externa, entrada, zona média e fundo). Portanto, o 

objetivo principal deste trabalho foi isolar e fazer um levantamento de leveduras de cavernas, 
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localizadas em Minas Gerais, com a finalidade de saber quais espécies são encontradas em cada 

uma das zonas. A grande maioria das cavernas analisadas não são turísticas. Algumas estão 

localizadas em unidades de conservação ambiental, e outras são cavernas não visitadas, que não 

estão localizadas em unidades de conservação. Portanto, as informações obtidas permitem ter 

um conhecimento de quais espécies são encontradas sem a influência intensa de seres humanos. 

Ao mesmo tempo, este estudo permitirá analisar como o ambiente externo influencia na 

presença das leveduras, podendo servir como base para uma futura prospecção biotecnológica 

das leveduras encontradas. 

2. Metodologia 

2.1 Coleta das amostras e isolamento das leveduras 

Foram coletadas amostras de solo de 15 cavernas localizadas nos seguintes municípios 

do estado de Minas Gerais: Pains, Rio Pardo, Montes Claros, Itacarambi, Nova Lima, Sete 

Lagoas e Cordisburgo. Pains: Brega (20º25’4.22”S, 45º46’20.15”O), São Lourenço 

(20º19’36.50”S, 45º41’31.83”O), Abutre (20º24’8.50”S, 45º34’42.78”O) e A452 

(20º19’12.76”S, 45º41’7.00”O). Rio Pardo: Caverna do Lago (16º4’56.42”S, 42º43’21.07”O) 

e Mocororó (16º0’36.84”S, 42’12.52”O). Montes Claros: Lapa da Santa (16º40’53.80”S, 

43º59’32.33”O), Lapa D’água (15º0’46.88”S, 44º7’13.43”O) e Lapa Grande (16º42’24.31”S, 

43º56’34.78”O). Itacarambi: Volta da Serra (14º58’2.72”S, 44º4’25.95”O). Nova Lima: RM01 

(20º3’26.62”S, 44º0’34.”O), RM33 (20º2’5.87”S, 43º59’40.77.”O) e RM39 (20º0’55.95”S, 

43º58’38.26”O). Sete Lagoas: Rei do Mato (19º29’44.68”S, 44º16’55.33”O). Cordisburgo: 

Maquiné (19º7’30.79”S, 44º21’6.90”O).  

As cavernas são de duas litologias diferentes: calcário e ferruginosas. Das 15 cavernas 

analisadas, duas são turísticas. As demais não são de visitação, e algumas estão localizadas em 

unidades de conservação ambiental. Essas informações podem ser vistas na Tabela 1. 
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Tabela 1 

Informações gerais sobre as cavernas analisadas neste estudo 

 

A coleta foi realizada no fundo, no meio, na entrada e na área externa adjacente a cada 

caverna. Para a maioria das cavernas, foi feita uma coleta a 45 m da entrada, uma a 150 m e 

uma a 300 m, tanto dentro, quanto fora. Devido ao fato de as cavernas RM01, RM33 e RM39 

serem de tamanho menor que as outras, foi coletada uma amostra na entrada, uma no meio e 

uma no fundo. Já do lado de fora, para essas cavernas, seguiu-se o mesmo esquema que o 

realizado nas outras (uma coleta a 45 m, uma a 150 m e uma a 300 m do lado de fora da entrada). 

Em cada uma dessas zonas, foram coletadas amostras compostas. Cada amostra foi depositada 

em tubos falcon de 50 mL, também previamente autoclavados com o auxílio de espátulas 

autoclavadas. As amostras foram conservadas em refrigeração até serem transportadas ao 

laboratório para a realização do plaqueamento.  

Para realizar o isolamento a partir das amostras de solo, 5 gramas de cada amostra foram 

diluídas em solução salina 0,9% nas seguintes proporções: 1:1, 1:5 e 1:10 (Yurkov et al., 2016), 

Caverna Litologia Unidade de 

conservação 

Caverna não 

turística 

Caverna 

turística 

Brega Calcário             Não Sim Não  

São Lourenço Calcário             Não Sim Não  

Abutre Calcário Não Sim Não  

A452 Calcário Não  Sim Não  

Lapa da Santa Calcário Não  Sim Não  

Lapa D’água Calcário 
Parque Estadual da 

Lapa Grande 
Sim Não 

Lapa Grande Calcário 
Parque Estadual da 

Lapa Grande 
Sim Não 

Rei do Mato Calcário Não  Não  Sim 

Maquiné Calcário Não  Não  Sim 

Volta da Serra Calcário 
Parque Nacional 

do Peruaçu 
Sim Não 

Caverna do Lago Ferruginosa Não  Sim Não  

Mocororó Ferruginosa Não  Sim Não  

RM01 Ferruginosa 
Parque Estadual 

Rola Moça 
Sim Não 

RM33 Ferruginosa 
Parque Estadual 

Rola Moça 
Sim Não 

RM39 Ferruginosa 
Parque Estadual 

Rola Moça 
Sim Não 
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das quais foram espalhados 100 µL de alíquota nos meios de cultura com o auxílio de uma alça 

de Drigalsky. Foram usados dois meios de cultura: MEA Rico (ágar extrato malte 2%) e MEA 

Pobre (ágar extrato malte 0,3% de acordo com Wickerham, 1951). Ambos os meios foram 

suplementados com 100 mg/L de cloranfenicol para evitar o crescimento de bactérias (Dhami 

et al., 2017; Selbmann et al., 2014). Foram usados o MEA Rico e o MEA Pobre para possibilitar 

o isolamento de leveduras que podem crescer melhor em altas concentrações de nutrientes e de 

leveduras que podem crescer melhor em baixas concentrações de nutrientes. 

Todas as placas foram incubadas a 28 °C, e o crescimento foi observado diariamente até 

a formação de colônias. Após isso, foi realizada a contagem e a caracterização morfológica das 

colônias. A purificação das colônias foi feita por meio de sucessivas estrias compostas usando 

placas com YEPG. Após obter culturas axênicas dos isolados, a morfologia microscópica foi 

caracterizada de acordo com Kurtzman et al. (2011). Cada isolado foi crioconservado usando 

500 µL de meio YEPG e 500 mL de glicerol 40%.  

2.2 Identificação das leveduras por MALDI-TOF 

Para a realização da análise de MALDI-TOF, foi feita uma extração das proteínas pelo 

método de ácido fórmico, de acordo com Amorim et al. (2016). Cada isolado foi analisado em 

triplicata, onde 1 µL de sobrenadante foi adicionado na placa de aço inoxidável do aparelho de 

MALDI-TOF, e seco, a temperatura ambiente. Após, cada amostra foi coberta com 1 µL de 

solução matriz de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (10 mg/mL). A análise foi realizada, 

usando-se um espectrômetro Microflex LT (Bruker) e o software FlexControl (versão 3.0). A 

identificação das leveduras foi realizada usando a biblioteca Biotyper do aparelho de MALDI-

TOF. Todos os espectros brutos (três espectros para cada isolado) foram exportados como 

formato .XML, usando-se o software FlexAnalysis (versão 3.3 Bruker Daltonics®), e 

importados ao software mMass (versão 5.5.5 Open Source Mass Spectrometry Tool) para a 

correção da linha base, a suavização dos espectros e a obtenção do espectro médio de cada 
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isolado. Após esse processo, foi obtida uma lista de picos m/z para cada espectro médio no 

software mMass (Strolham et al., 2010). Os picos de todos os isolados foram alinhados no 

software Speclust (disponível em http://co.bmc.lu.se/speclust/common.pl), gerando uma lista 

de consenso (Alm et al., 2006). A lista de consenso de picos foi usada para a análise de cluster 

no software XLSTAT (versão 2022.4.1.1363), com a finalidade de gerar dendrogramas de 

dissimilaridade, usando-se o índice de dissimilaridade de Spearman. O método de médias 

ponderadas (Weighted Pair-Group Average) foi usado como método de aglomeração. 

3. Resultados e discussão 

3.1 Isolamento das leveduras 

Foi isolado um total de 236 leveduras das 15 cavernas estudadas (Tabela 2), usando os 

meios MEA 2% e MEA 0,3%. Após realizado o processo de isolamento e purificação dos 

isolados, foi realizada a contagem de leveduras, encontradas em cada uma das zonas das 15 

cavernas analisadas (Tabela 2). Além disso, a Tabela 3 mostra a origem das leveduras isoladas 

e especifica a morfologia celular de cada uma delas. A caracterização da morfologia celular de 

cada levedura foi realizada de acordo com Kurtzman et al. (2011). 

Tabela 2 

Quantidade de leveduras isoladas em cada uma das zonas das cavernas analisadas neste estudo.  

  CAVERNA 
ZONA DA CAVERNA 

Externo     Entrada     Meio     Fundo     Total de isolados por caverna 

Brega                        4            5         7                          16 

A452                        2                          31                         33 

São Lourenço                        5                           2                         7 

Abutre                                                     3                           3 

Caverna do Lago                                                    16                         16 

Volta da Serra                                                    20                         20 

Lapa da Santa       8                                            4                          12 

Mocororó                                                     6                           6 

Lapa d’água       8                                            4                          12 

Lapa Grande       6                                            6                          12 

RM01      13                           4             18                       35 

RM33                       4                           16                         20 

RM39                      12           8             20                         40 

Rei do Mato                                                     2                           2 

Maquiné                                                      2                           2 

Total                                                               236 
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Tabela 3 

Origem das leveduras isoladas, caracterização das suas colônias e morfologia celular. 

ISOLADO CAVERNA 
ZONA DA 

CAVERNA 

COR DA 

COLÔNIA 

MORFOLOGIA 

CELULAR 

Brega-1 Brega Fundo Creme Ovoide 

C.orthopsilosis 

Brega-2 
Brega Fundo Branco Ovoide 

Brega-3 Brega Fundo Creme Ovoide 

Brega-4 Brega Fundo Creme Ovoide 

Brega-5 Brega Fundo Creme Pseudohifa 

Brega-6 Brega Fundo Creme Pseudohifa 

Brega-7 Brega Fundo Creme Pseudohifa 

Brega-8 Brega Meio Creme Pseudohifa 

Brega-9 Brega Meio Creme Pseudohifa 

Brega-10 Brega Entrada Creme Pseudohifa 

Brega-11 Brega Entrada Creme Pseudohifa 

Brega-12 A452 Meio Creme Pseudohifa 

Brega-13 A452 Meio Creme Pseudohifa 

Brega-14 A452 Meio Bege Pseudohifa 

Brega-15 A452 Entrada Bege Pseudohifa 

Brega-16 A452 Entrada Bege Pseudohifa 

C. laurentii A452-

1 
 A452 Fundo Creme Globosa 

C. laurentii A452-

2 
 A452-2 Fundo Creme Globosa 

A452-3 A452 Fundo Creme claro Globosa 

A452-4 A452 Fundo Bege Pseudohifa 

A452-5 A452 Fundo Bege Pseudohifa 

A452-6 A452 Fundo Bege Pseudohifa 

K. exígua A452-7 A452 Fundo Creme Ovoide 

A452-8 A452 Fundo Bege Pseudohifa 

A452-9 A452 Fundo Bege Pseudohifa 

A452-10 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege Pseudohifa 

A452-11 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege Pseudohifa 

A452-12 A452 Entrada Bege Pseudohifa 

A452-13 A452 Entrada Bege Pseudohifa 

A452-14 A452 Fundo Bege Pseudohifa 

A452-15 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege Pseudohifa 

A452-16 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege Pseudohifa 

A452-17 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege Pseudohifa 
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A452-18 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege Pseudohifa 

A452-19 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege Pseudohifa 

A452-20 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege Pseudohifa 

A452-21 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege Pseudohifa 

A452-22 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege, cotonoso 

Hifas septadas com 

blastoconídios 

A452-23 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege, cotonoso 

Hifas septadas com 

blastoconídios 

A452-24 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege, cotonoso 

Hifas septadas com 

blastoconídios  

A452-25 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege, cotonoso 

Hifas septadas com 

blastoconídios 

A452-26 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege, cotonoso 

Hifa septadas com 

blastoconídios  

A452-27 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege, cotonoso 

Hifas septadas com 

blastoconídios  

A452-28 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege, cotonoso 

Hifas septadas com 

blastoconídios 

A452-29 A452 
Fundo 

(guano) 
Bege, cotonoso 

Hifas septadas com 

blastoconídios 

A452-30 A452 
Fundo 

(guano) 
Creme claro Ovoide 

A452-31 A452 
Fundo 

(guano) 
Creme claro Ovoide 

A452-32 A452 
Fundo 

(guano) 
Creme claro Ovoide 

A452-33 A452 
Fundo 

(guano) 
Creme claro Ovoide 

A452-34 A452 
Fundo 

(guano) 
Creme claro Ovoide 

SL-1 
São 

Lourenço 
Entrada Branca Globosa 

SL-2 
São 

Lourenço  
Entrada Branca Globosa 

SL-3 
São 

Lourenço 
Entrada Branca Globosa 

SL-4 
São 

Lourenço 
Entrada Branca Globosa 

SL-5 
São 

Lourenço 
Entrada Branca Globosa 

SL-6 
São 

Lourenço 
Fundo Creme Globosa 

C. palmioleophila 

SL-7 

 

São 

Lourenço 
Fundo Creme claro Globosa 

AB-1 Abutre Fundo Bege Artroconídios 

AB-2 Abutre Fundo Bege Artroconídios 

AB-3 Abutre Fundo Bege Artroconídios 
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CL-1 
Caverna do 

Lago 
Fundo 

Bege, aparência 

cotonosa 
Pseudohifa 

CL-2 
Caverna do 

Lago 
Fundo 

Bege, aparência 

cotonosa 
Pseudohifa 

CL-3 
Caverna do 

Lago 
Fundo 

Bege, aparência 

cotonosa 
Pseudohifa 

CL-4 
Caverna do 

Lago 
Fundo 

Bege, aparência 

cotonosa 
Pseudohifa 

CL-5 
Caverna do 

Lago 
Fundo 

Bege, aparência 

cotonosa 
Pseudohifa 

CL-6 
Caverna do 

Lago 
Fundo 

Bege, aparência 

cotonosa 
Pseudohifa 

CL-7 
Caverna do 

Lago 
Fundo 

Bege, aparência 

cotonosa 
Pseudohifa 

CL-8 
Caverna do 

Lago 
Fundo Cor creme Ovoide 

CL-9 
Caverna do 

Lago 
Fundo 

Bege, aparência 

cotonosa 
Pseudohifa 

CL-10 
Caverna do 

Lago 
Fundo 

Bege, aparência 

cotonosa 
Pseudohifa 

CL-11 
Caverna do 

Lago 
Fundo 

Bege, aparência 

cotonosa 
Pseudohifa 

CL-12 
Caverna do 

Lago 
Fundo 

Bege, aparência 

cotonosa 
Pseudohifa 

CL-13 
Caverna do 

Lago 
Fundo 

Bege, aparência 

cotonosa 
Pseudohifa 

CL-14 
Caverna do 

Lago 
Fundo 

Bege, aparência 

cotonosa 
Pseudohifa 

CL-15 
Caverna do 

Lago 
Fundo 

Bege, aparência 

cotonosa 
Pseudohifa 

CL-16 
Caverna do 

Lago 
Fundo 

Bege, aparência 

cotonosa 
Pseudohifa 

R. mucilaginosa 

CL-17 

Caverna do 

Lago 
Fundo 

Vermelho-laranja, 

brilhante 
Ovoide 

VS-1 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-2 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-3 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-4 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-5 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-6 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-7 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-8 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-9 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-10 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 
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VS-11 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-12 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-13 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-14 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-15 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-16 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-17 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-18 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-19 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

VS-20 
Volta da 

Serra 
Fundo Creme claro Ovoide 

LS-1 
Lapa da 

Santa 
Fundo Bege, polvilhada Elipsoide 

C. carpophila LS-

2 

Lapa da 

Santa 
Externo Creme claro Ovoide 

LS-3 
Lapa da 

Santa 
Externo Bege Pseudohifa 

LS-4 
Lapa da 

Santa 
Externo Bege Pseudohifa 

LS-5 
Lapa da 

Santa 
Externo Bege Pseudohifa 

LS-6 
Lapa da 

Santa 
Externo Bege Pseudohifa 

LS-7 
Lapa da 

Santa 
Externo Bege Pseudohifa 

LS-8 
Lapa da 

Santa 
Externo Bege Pseudohifa 

LS-9 
Lapa da 

Santa 
Externo Bege Pseudohifa 

LS-10 
Lapa da 

Santa 
Fundo Bege Pseudohifa 

LS-11 
Lapa da 

Santa 
Fundo Creme claro Ovoide 

LS-12 
Lapa da 

Santa 
Fundo Creme claro Ovoide 

Mocororó-1 Mocororó Fundo Creme Ovoide 

C. palmioleophila 

Mocororó-2 
Mocororó Fundo Creme Ovoide 

Mocororó-3 Mocororó Fundo Creme Ovoide 

Mocororó-4 Mocororó Fundo Creme Ovoide 

Mocororó-5 Mocororó Fundo Creme Ovoide 

Mocororó-6 Mocororó Fundo Creme Ovoide 

LA-1 Lapa d’água Externo Bege Artroconídios 

LA-2 Lapa d’água Externo Creme Globosa 

LA-3 Lapa d’água Externo Bege Artroconídios 
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LA-4 Lapa d’água Externo Creme Globosa 

LA-5 Lapa d’água Externo Bege Artroconídios 

LA-6 Lapa d’água Externo Creme Ovoide 

LA-7 Lapa d’água Externo Creme Ovoide 

LA-8 Lapa d’água Externo Creme Ovoide 

LA-9 Lapa d’água Fundo Creme Globosa 

LA-10 Lapa d’água Fundo Creme Globosa 

LA-11 Lapa d’água Fundo Creme Globosa 

LA-12 Lapa d’água Fundo Creme Globosa 

G. silvicola LG-1 Lapa Grande Externo 

Aparência 

cotonosa branca, 

macia, cremosa 

Artroconidios 

LG-2 Lapa Grande Externo Creme Elipsoide 

G. silvicola LG-3 

Lapa Grande 

Externo 

Aparência 

cotonosa, branca, 

macia, cremosa 

Artroconidios 

G. silvicola LG-4 

Lapa Grande 

Externo 

Aparência 

cotonosa, branca, 

macia, cremosa 

Artroconidios 

LG-5 Lapa Grande Externo Creme Elipsoide 

LG-6 Lapa Grande Fundo Bege Artroconidios 

LG-7 Lapa Grande Fundo Bege Artroconidios 

LG-8 Lapa Grande Fundo Creme Elipsoide 

LG-9 Lapa Grande Fundo Creme Elipsoide, alongada 

LG-10 Lapa Grande Fundo Creme Elipsoide, alongada 

LG-11 Lapa Grande Fundo Creme Elipsoide, alongada 

G. silvicola LG-

12 

Lapa Grande 

Externo 

Aparência 

cotonosa, branca, 

macia, cremosa 

Artroconídios 

K. exigua RM01-1 RM01 Externo Creme Ovoide 

RM01-2 RM01 Externo Creme Ovoide 

RM01-3 RM01 Externo Creme Ovoide 

RM01-4 RM01 Externo Creme Ovoide 

RM01-5 RM01 Externo Creme Ovoide 

RM01-6 RM01 Externo Creme Ovoide 

RM01-7 RM01 Externo Creme Ovoide 

RM01-8 RM01 Externo Creme Ovoide 

K. exigua RM01-9 RM01 Externo Creme Ovoide 

RM01-10 RM01 Externo Creme Ovoide 

RM01-11 RM01 Externo Creme Ovoide 

RM01-12 RM01 Externo Creme Ovoide 

RM01-13 RM01 Externo Creme Ovoide 

C. othopsilosis 

RM01-14 
RM01 Fundo Creme Ovoide 

K. exigua RM01-

15 
RM01 Fundo Creme Ovoide 

RM01-16 RM01 Fundo Creme Ovoide 

RM01-17 RM01 Fundo Creme Ovoide 

RM01-18 RM01 Fundo Creme Ovoide 

K. exigua RM01-

19 
RM01 Fundo Creme Ovoide 

RM01-20 RM01 Fundo Creme Ovoide 
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K. exigua RM01-

21 
RM01 Fundo Creme Ovoide 

RM01-22 RM01 Fundo Creme Ovoide 

RM01-23 RM01 Fundo Creme Ovoide 

RM01-24 RM01 Fundo Creme Ovoide 

RM01-25 RM01 Meio 
Bege, aparência 

cotonosa 

Hifas septadas com 

ramos laterais com 

blastoconídios 

K. exigua RM01-

26 
RM01 Meio Creme Ovoide 

RM01-27 RM01 Meio 
Bege, aparência 

cotonosa 

Hifas septadas com 

ramos laterais com 

blastoconídios 

RM01-28 RM01 Meio 
Bege, aparência 

cotonosa 

Hifas septadas com 

ramos laterais com 

blastoconídios 

RM01-29 RM01 Fundo Bege 
Pseudohifa com 

endoconídios 

RM01-30 RM01 Fundo Bege 
Pseudohifa com 

endoconídios 

RM01-31 RM01 Fundo Creme Ovoide 

RM01-32 RM01 Fundo 
Bege, aparência 

cotonosa 

Hifas septadas com 

ramos laterais com 

blastoconídios 

RM01-33 RM01 Fundo Creme Ovoide 

RM01-34 RM01 Fundo Bege Pseudohifa 

RM01-35 RM01 Fundo Creme Ovoide 

RM33-1 RM33 Entrada Bege Pseudohifa 

RM33-2 RM33 Entrada Bege Pseudohifa 

RM33-3 RM33 Entrada Bege Pseudohifa 

K. exigua RM33-4 RM33 Entrada Creme Ovoide 

RM33-5 RM33 
Fundo 

esquerdo 
Bege Pseudohifa 

RM33-6 RM33 
Fundo 

esquerdo 
Creme Ovoide 

RM33-7 RM33 
Fundo 

esquerdo 
Creme Ovoide 

RM33-8 RM33 Fundo Creme Ovoide 

RM33-9 RM33 Fundo Creme Ovoide 

RM33-10 RM33 
Fundo 

esquerdo 
Bege Pseudohifa 

RM33-11 RM33 Fundo Creme Ovoide 

RM33-12 RM33 Fundo Creme Ovoide 

C. laurentii 

RM33-13 
RM33 

Fundo 

esquerdo 
Creme Ovoide 

RM33-14 RM33 Fundo Bege 
Pseudohifa com 

endoconídios 

RM33-15 RM33 Fundo Bege 
Pseudohifa com 

endoconídios 

RM33-16 RM33 Fundo Bege 
Pseudohifa com 

endoconídios 

RM33-17 RM33 
Fundo 

esquerdo 
Bege 

Pseudohifa com 

endoconídios 
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RM33-18 RM33 
Fundo 

esquerdo 
Bege 

Pseudohifa com 

endoconídios 

RM33-19 RM33 Fundo Bege Pseudohifa 

RM33-20 RM33 Fundo Bege Pseudohifa 

C. laurentii 

RM39-1 
RM39 Entrada Creme Globosa 

RM39-2 RM39 Entrada Creme Globosa 

K. exigua RM39-3 RM39 Entrada Creme Ovoide 

RM39-4 RM39 Entrada Creme Globosa 

RM39-5 RM39 Entrada Creme Globosa 

RM39-6 RM39 Entrada Creme Globosa 

RM39-7 RM39 Entrada Creme Globosa 

RM39-8 RM39 Entrada Creme Ovoide 

RM39-9 RM39 Entrada Creme Ovoide 

RM39-10 RM39 Entrada Creme Ovoide 

RM39-11 RM39 Entrada Creme Ovoide 

RM39-12 RM39 Entrada Creme Ovoide 

RM39-13 RM39 Fundo direito Creme Globosa 

RM39-14 RM39 Fundo direito Creme Globosa 

RM39-15 RM39 Fundo direito Creme Globosa 

RM39-16 RM39 Fundo direito Creme Globosa 

RM39-17 RM39 Fundo direito Creme Globosa 

K. exigua RM39-

18 
RM39 Fundo direito Creme Ovoide 

RM39-19 RM39 Fundo direito Creme Globosa 

RM39-20 RM39 Fundo direito Creme Globosa 

RM39-21 RM39 Fundo direito Creme Ovoide 

K. exigua RM39-

22 
RM39 Fundo direito Creme Ovoide 

RM39-23 RM39 Fundo direito Creme Ovoide 

RM39-24 RM39 Fundo direito Creme Ovoide 

RM39-25 RM39 Fundo direito Creme Ovoide 

RM39-26 RM39 Fundo direito Creme Ovoide 

RM39-27 RM39 Fundo direito Creme Ovoide 

K. exigua RM39-

28 
RM39 Fundo direito Creme Ovoide 

RM39-29 RM39 Fundo direito Bege Pseudohifa 

RM39-30 RM39 Fundo direito Bege Pseudohifa 

RM39-31 RM39 Fundo direito Creme Globosa 

RM39-32 RM39 Fundo direito Creme Globosa 

RM39-33 RM39 Meio Bege Pseudohifa 

RM39-34 RM39 Meio Bege Pseudohifa 

RM39-35 RM39 Meio Creme Globosa 

RM39-36 RM39 Meio Creme Globosa 

RM39-37 RM39 Meio Creme Globosa 

RM39-38 RM39 Meio Bege Pseudohifa 

RM39-39 RM39 Meio Bege Pseudohifa 

RM39-40 RM39 Meio Bege Pseudohifa 

K. exigua RM-1 Rei do Mato Fundo Creme Ovoide 

RM-2 Rei do Mato Fundo Creme Ovoide 

Maquiné-1 Maquiné Fundo Creme Elipsoide alongada 

Maquiné-2 Maquiné Fundo Creme Elipsoide alongada 
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De acordo com a contagem de isolados apresentada na Tabela 2, pode-se observar que, 

de forma geral, na maioria das cavernas, houve maior quantidade de leveduras no fundo. Esse 

resultado contrasta com o apresentado por Pohl et al. (2007), que mostraram que não houve 

presença de leveduras na zona mais profunda de uma mina de ouro. Os autores consideram que, 

devido ao fato de as atividades antrópicas serem mais intensas na zona externa próxima da 

mina, as leveduras foram encontradas em maior quantidade nas áreas mais afastadas da zona 

mais profunda da mina. Portanto, a presença de humanos contribui para o aumento de matéria 

orgânica e, consequentemente, o aumento de populações de leveduras. Em consonância com 

isso, Vaughan-Martini et al. (2000) e Martini (1963) mostraram que o aumento ou a diminuição 

de populações de leveduras está relacionado com a disponibilidade de matéria orgânica. 

           Neste estudo, a disponibilidade de matéria orgânica nas cavernas analisadas foi mediada 

por fatores, como: presença de morcegos, características da paisagem do entorno e interação da 

caverna com o meio externo. Geralmente, os morcegos procuram abrigo no fundo das cavernas. 

Como consequência disso, ocorrem depósitos de guano no fundo e, portanto, há maiores 

populações de leveduras, pois esses microrganismos podem ser encontrados associados ao 

guano. Isso tem sido comprovado por Sugita et al. (2005), que isolaram 700 leveduras de 

amostras de guano de 20 cavernas do Japão. Além disso, o guano é rico em macronutrientes 

importantes para o crescimento microbiano, tais como o nitrogênio e o fósforo (Emerson & 

Roark, 2007; Pellegrini & Ferreira, 2013). Neste trabalho, especificamente num compartimento 

do fundo da caverna A452, foram coletadas amostras de terra da área circundante de um 

depósito de guano. Nessas amostras, houve maior número de leveduras isoladas em comparação 

com as outras zonas dessa caverna (Tabela 3).  

          O aumento de matéria orgânica dentro da caverna também pode estar determinado pelas 

características e alterações da paisagem do entorno e pela interação da caverna com o meio 

epígeo ou externo. Por exemplo, o entorno onde está localizada a caverna Brega é alterado por 
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atividades antrópicas, tais como pastagem, criação de gado e desmatamento. A interação dessa 

caverna com o meio externo ajuda na transferência de matéria orgânica, procedente de tais 

atividades antrópicas, para o interior da caverna. Essa interação está mediada pela configuração 

da caverna e por fluxos de água. A configuração da caverna Brega está caracterizada pela 

presença de duas entradas opostas (Figura 1). Na segunda entrada, o fundo é acessado por um 

rio perene. Em períodos de enchente, parte do fundo é inundado. Dessa forma, acontece, com 

certa frequência, a entrada direta de matéria orgânica, como folhas, troncos e fezes de bovino 

na caverna (Souza-Silva et al., 2012).  

 

 

Fig. 1. Mapa da caverna Brega. Essa caverna possui duas entradas opostas: entrada principal (parte 

superior da imagem) e segunda entrada (parte inferior da imagem). Imagem tomada de Yoshizumi et al. 

(2019). 

 

          Cabe observar que a litologia da caverna pode determinar a forma como esta interage 

com o meio circundante. Por exemplo, uma característica exclusiva das cavernas ferruginosas 

é que elas estão interconectadas por canalículos ou galerias que permitem a entrada de matéria 
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orgânica do ambiente externo (Ferreira, 2005). Por exemplo, as raízes provenientes da 

vegetação externa atravessam os interstícios das rochas ferruginosas e alcançam as galerias de 

interconexão das cavernas. Dessa forma, as raízes fornecem nutrientes para insetos fitófagos 

(Ferreira et al., 2015; Ferreira, 2005). Essas galerias podem conectar-se a ambientes de 

serrapilheira (Ferreira et al., 2015).  

          Os resultados deste trabalho mostram que, além da presença de guano, outros fatores, 

como a estrutura da caverna, a sua interação com o meio externo e as alterações do meio 

circundante influenciam na presença de leveduras no fundo das cavernas. Isso mostra que o 

fundo das cavernas não é necessariamente zona muito limitada de nutrientes. A grande maioria 

das cavernas analisadas neste estudo não é turística e, portanto, foi observado que a presença 

de seres humanos não é o único fator que contribui para o aumento das populações das 

leveduras, como geralmente é relatado nos poucos estudos encontrados na literatura sobre 

leveduras de caverna. 

       3.2 Identificação por MALDI-TOF 

Dos 236 isolados, foi possível obter a identificação de 30 isolados por MALDI-TOF, 

pertencentes às seguintes espécies: Kazachstania exigua (15 isolados), Geotrichum silvicola (4 

isolados), Cryptococcus laurentii (4 isolados), Candida orthopsilosis (2 isolados), Candida 

palmioleophila (2 isolados) Candida carpophila (1 isolado), Lachancea thermotolerans (1 

isolado) e Rhodotorula mucilaginosa (1 isolado). Foi realizado um agrupamento das espécies 

identificadas, representado por meio de um dendrograma de dissimilaridade, usando o índice 

de dissimilaridade de Spearman (Figura 2). Também foi realizado um agrupamento de 

dissimilaridade dos isolados cuja identificação por MALDI-TOF não foi possível, usando-se 

também o índice de dissimilaridade de Spearman (Figura 3). Os códigos de cada isolado estão 

na Tabela 3. 
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Fig. 2. Agrupamento das leveduras identificadas por MALDI-TOF, de acordo com a sua dissimilaridade. 

G. silvicola LG-4

K. exigua RM1

G. silvicola LG-12

G. silvicola LG-3

C. orthopsilosis Brega 2

G. silvicola LG-1

K. exigua RM01-33

K. exigua RM01-26

K. exigua CL-8

L. thermotholerans RM33-20

K. exigua RM01-9

K. exigua RM39-3

K. exigua RM01-1

K. exigua RM39-21

K. exigua RM01-19

K. exigua RM39-17

K. exigua RM33-4

K. exigua RM01-15

K. exigua A452-7

K. exigua RM01-21

K. exigua RM39-27

C. carpophila L, Santa-2

C. othopsilosis RM01-14

C. palmiolephila Mocororó-2

C. palmioleophila SL-7

C. laurentii RM39-1

C. laurentii RM33-13

R. mucilaginosa CL-17

C. laurentii A452-1

C. laurentii A452-2

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Dissimilaridade



42 

 

RM33-1
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Fig. 3. Agrupamento das leveduras cuja identificação por MALDI-TOF não foi possível obter, de acordo com a sua dissimilaridade 

 



43 

 

Dentre as espécies identificadas, C. laurentii e K. exigua foram agrupadas em clusters 

diferentes (Figura 2). O primeiro cluster (cor roxo) agrupa todas as cepas identificadas como 

C. laurentii em um mesmo subcluster, junto com Rh. mucilaginosa. Dessa forma, as espécies 

do filo Basidiomycota encontradas neste trabalho (C. laurentii e Rh. mucilaginosa) estão 

agrupadas em um mesmo cluster. À diferença do primeiro subcluster, no segundo subcluster do 

primeiro cluster, estão agrupadas cepas do filo Ascomycota, identificadas como C. 

palmioleophila. O segundo cluster (cor verde) está constituído por cepas do gênero Candida 

(C. orthopsilosis e C. carpophila). No terceiro cluster (cor vermelho), estão agrupadas quase 

todas as cepas identificadas com K. exigua. No terceiro cluster, também está agrupada a espécie 

L. thermotolerans, no entanto, filogeneticamente, é próxima de K. exigua, pois ambas são do 

filo Ascomycota e da família Saccharomycetaceae.  

No terceiro e quarto cluster, houve agrupamento de espécies diferentes. No entanto, 

filogeneticamente, são da mesma classe. Por exemplo, no segundo subcluster do terceiro 

cluster, estão agrupadas G. silvicola e C. orthopsilosis, que são da classe Saccharomycetales. 

No quarto cluster, também estão agrupadas cepas da classe Saccharomycetales (G. silvicola e 

K. exigua). Esse tipo de resultados também tem sido relatado em outros trabalhos. Por exemplo, 

Fernandes et al. (2019) realizaram um agrupamento com base nos espectros de MALDI-TOF 

de leveduras isoladas de fluido ruminal. Em tal trabalho, espécies diferentes e até de diferentes 

filos estiveram agrupadas em um mesmo cluster. Por exemplo, Rh. dairenensis e C. rugosa 

estiveram em um mesmo cluster. He et al. (2022) agruparam leveduras isoladas do Ártico e da 

Antártida, também com base em seus espectros de MALDI-TOF, e encontraram que as 

leveduras não formaram clusters coerentes com a sua proximidade filogenética. Os autores 

explicam que o agrupamento baseado em espectros de MALDI-TOF não é adequado para uma 

análise filogenética, pois usa valores m/z de proteínas ribossomais e não sequências de 

proteínas. 
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É possível que os valores m/z apresentem variações devido ao fato de as cepas poderem 

mostrar variações na expressão de proteínas ribossomais (Agustini et al., 2014). Tal variação é 

refletida no perfil dos picos dos espectros, dando agrupamentos considerados como incoerentes, 

como o agrupamento de espécies diferentes (Zhang et al., 2020). Isso pode ajudar a entender 

por que, neste trabalho, espécies diferentes e não relacionadas filogeneticamente estiveram 

agrupadas em um mesmo cluster. Existem vários fatores que influenciam na expressão das 

proteínas ribossomais e no perfil dos espectros e, consequentemente, no agrupamento das 

leveduras. Entre tais fatores, estão o método de extração de proteínas, a idade de cultivo das 

cepas e o meio de cultivo usado (Zhang et al., 2021). Neste trabalho, houve isolados cujo 

espectro o aparelho de MALDI-TOF não detectou. Para tais isolados, foi realizada uma variação 

no método de extração de proteínas, a fim de se obter a sua identificação ou, pelo menos, seu 

espectro. Tal variação consistiu em um passo de sonicação por 5 min na fase de extração das 

proteínas com etanol (Carvalho et al., 2017). Provavelmente, essa variação no método 

influenciou no perfil dos picos dos espectros das leveduras analisadas neste estudo e, 

consequentemente, no agrupamento. 

Outro aspecto a ser considerado é que a base de dados do aparelho de MALDI-TOF 

possui espectros de referência principalmente de microrganismos de importância clínica e 

alimentar (Freitas et al., 2022; Kraková et al., 2018). No caso de microrganismos de amostras 

ambientais, às vezes, a identificação não é precisa ou não é possível obter a identificação, pois 

os microrganismos de amostras ambientais são mais diversos que os de ambientes clínicos 

(Santos et al., 2016). Neste estudo, por exemplo, de 236 isolados foi possível identificar 29. 

Outros estudos sobre identificação de microrganismos de amostras ambientais coincidem no 

pensamento de que é necessário complementar a base de dados com mais espectros, a fim de 

haver uma livraria mais robusta (Ahsfaq et al., 2022; Freitas et al., 2022; He et al., 2022). Para 
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tal fim, é necessário complementar a técnica de MALDI-TOF com técnicas moleculares para 

melhorar a identificação de microrganismos de cavernas (Mudgil et al., 2022). 

Das espécies que foram identificadas neste trabalho, Rh. mucilaginosa é a mais relatada 

em solo de caverna, de acordo com a literatura. Por exemplo, Vaughan-Martini et al. (2000) 

isolaram leveduras de lama de caverna com pouca visitação e, dentre elas, foi identificada Rh. 

mucilaginosa. Jurado et al. (2010) identificaram Rh. mucilaginosa em amostras de sedimentos 

de caverna, e Nouri et al. (2018) isolaram a mesma espécie de levedura em amostras de solo de 

caverna. Rh. mucilaginosa é considerada como uma espécie ubíqua, devido a sua ampla 

distribuição em habitats terrestres e aquáticos e por sua capacidade para se adaptar a diversos 

substratos e ambientes extremos (Babič et al., 2016). Isso poderia facilitar o seu contato com 

vetores, como morcegos e insetos, que permitiriam introduzir essa espécie em cavernas. 

Em contrapartida, algumas espécies encontradas neste trabalho têm sido isoladas de 

cavernas, mas não especificamente de amostras de solo. Por exemplo, C. palmioleophila e C. 

laurentii são relatadas como leveduras isoladas de guano de morcego (Sugita et al., 2005), e C. 

palmioleophila, de morcegos mortos (Vanderwolf et al., 2016). Quanto a C. orthopsilosis, é 

uma levedura que já foi isolada de morcegos (cavidade oral, pelo e membrana da asa) na caverna 

Meu Rei, localizada no Parque Nacional Catimbau, no estado de Pernambuco (Cunha et al., 

2020). No entanto, neste trabalho, todas essas espécies foram isoladas de solo de caverna. 

Portanto, é a primeira vez que essas espécies são relatadas como encontradas em solo de 

caverna. 

Espécies, como C. orthopsilosis e C. palmioleophila, são encontradas em ambientes 

terrestres e em restos vegetais (Morais et al., 2013). Provavelmente, a entrada de matéria 

orgânica como restos vegetais em cavernas pode permitir a entrada dessas espécies. C. 

orthopsilosis também tem sido encontrada em excremento de insetos associados a plantas (Suh 

et al., 2007). Essa característica provavelmente, faz com que esta espécie possa entrar nas 
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cavernas por meio de insetos, como, por exemplo, os grilos de caverna (Benoit et al., 2004). No 

caso de C. laurentii, que é uma levedura encontrada em frutas e que possui atividade antifúngica 

(Bautista-Rosales et al., 2014), provavelmente pode ser introduzida por meio do guano de 

morcegos frugívoros.  

As espécies L. thermotolerans, K. exigua, G. silvícola e C. carpophila, até a presente 

data, não são relatadas na literatura como encontradas em cavernas. Geralmente, essas espécies 

podem ser encontradas em frutas ou em processos fermentativos, exceto C. carpophila. 

Especificamente, L. thermotolerans tem sido mais associada com frutas e com o processo de 

fermentação do vinho. Essa levedura se constitui como a única espécie do gênero Lachancea 

comercializada para uso na indústria vinícola (Porter et al., 2019), pois tem a capacidade de 

produzir ácido lático durante a fermentação alcoólica, permitindo melhorar o sabor e o aroma 

do vinho (Hranilovic et al., 2021).  

No entanto, L. thermotolerans apresenta uma ampla presença em diversos ecossistemas 

(Hranilovic et al., 2017). Em parte, isso pode ser explicado pelo fato de essa espécie apresentar 

uma relação mutualística com insetos. Por exemplo, L. lachancea apresenta uma relação 

mutualística com drosofilídeos (Drosophila), que tem contato com frutas, geralmente em 

decomposição. Essa levedura se associa à superfície externa dos drosofilídeos, proporcionando 

nutrientes, tais como proteínas e vitaminas, enquanto os drosofilídeos a dispersam entre os 

diferentes habitats (Barata et al., 2012). Também L. thermotolerans tem sido encontrada no 

trato intestinal de insetos do gênero Corydalus, contribuindo para sua dispersão em diversos 

ecossistemas (Nguyen et al., 2007). 

 No caso da cepa identificada como L. thermotolerans, especificamente, ela foi isolada 

do fundo da caverna ferruginosa RM33, onde há presença de guano. Nessa caverna, há presença 

não só de drosofilídeos atraídos pelo guano, assim como de insetos (Asenjo et al., 2018). É 

provável que os drosofilídeos e os insetos presentes na caverna RM33 introduzam as leveduras 
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associadas com eles, como, por exemplo, L. thermotolerans. Outra possibilidade são os 

morcegos frugívoros que depositam restos de frutos no fundo das cavernas. Esses frutos são 

capazes de carregar leveduras que podem passar da sua superfície para a superfície do solo da 

caverna. Além disso, o guano desses morcegos pode transportar partes ou sementes de frutos 

que até podem germinar no fundo da caverna onde são depositados. Esses dois processos de 

entrada de matéria orgânica mediados por morcegos acontecem em cavernas ferruginosas de 

Minas Gerais (Ferreira et al., 2015). 

Provavelmente, por meio desses dois processos de transferência de matéria orgânica, 

também foi introduzida a espécie K. exigua nas cavernas ferruginosas RM01, RM33, RM39 e 

Caverna do Lago (Tabela 3). Essa espécie pode ser encontrada em frutos, mas geralmente é 

descrita na literatura como uma espécie associada com a massa lêveda usada na fermentação 

natural do pão (De Vuyst et al., 2014). K. exigua também pode ser encontrada em solo, em 

manguezais, em produtos fermentados, como kimchi e kefir, e também em laticínios 

(Carbonetto et al., 2018). Essa capacidade de adaptação a diferentes substratos e às variações 

das condições do ambiente, provavelmente, permite que essa espécie consiga se adaptar 

também aos ambientes cavernícolas. Além disso, pode ser que, em ambientes cavernícolas, K. 

exigua possua estratégias de sobrevivência, tais como inibir bactérias e fungos e se associar 

com outros microrganismos. Por exemplo, Perez et al. (2016) mostraram que K. exigua possui 

atividade inibitória contra fungos fitopatogênicos e bactérias patogênicas.  Zhao et al. (2022) 

encontraram que K. exigua possui a capacidade de cooperar com outros microrganismos no 

processo de decomposição de matéria orgânica. Além disso, essa espécie pode crescer em solos 

com valores de pH baixos (Buzzini et al., 2018). Portanto, K. exigua consegue se adaptar ao pH 

do solo das cavernas ferruginosas, que geralmente é ligeiramente ácido (Schaefer et al., 2008).  

Outra espécie encontrada neste trabalho é G. silvicola, anteriormente classificada na 

literatura como pertencente ao gênero Galactomyces. Foi descrita como uma nova espécie do 



48 

 

gênero Geotrichum por Pimenta et al. (2005), que analisaram cepas isoladas de moscas e do 

bicho-da-seda. Posteriormente, Xiong et al. (2021) mostraram a importância biotecnológica 

dessa espécie, ao isolarem, a partir de amostras de solo, uma cepa de G. silvicola capaz de 

produzir etanol quiral.   

Da caverna Lapa Grande, foram identificadas 4 leveduras, identificadas como G. 

silvicola, isoladas da área externa da caverna (Tabela 3). A área externa dessa caverna possui 

uma cobertura vegetal, principalmente de folhas velhas e restos da vegetação circundante. De 

acordo com de Hoog & Smith, 2011, espécies do gênero Geotrichum podem ser encontradas 

em frutos ou no trato intestinal de besouros (Coleoptera). Então, as cepas de G. silvicola 

isoladas da área externa da caverna Lapa Grande, provavelmente, são provenientes de besouros 

que participaram na decomposição dos restos vegetais. 

C. carpophila também foi isolada da área externa de uma caverna, especificamente da 

caverna Lapa da Santa. Espécie ainda não descrita na literatura como encontrada em solo de 

caverna ou em ambientes relacionados com cavernas, é mais conhecida por ser de interesse 

clinico (Yang et al., 2021; Simões-Silva et al., 2017). Também tem sido encontrada em algumas 

bebidas e alimentos. Por exemplo, C. carpophila foi encontrada em um substrato preparado à 

base de arroz, usado como inoculante para a preparação de cerveja na Índia (Boro et al., 2022). 

Lhomme et al. (2016) identificaram C. carpophila no processo de panificação de pães 

orgânicos, mas em populações muito baixas. Giraldo et al. (2022) encontraram essa espécie em 

formigas-cortadeiras da espécie Atta cephalotes. Talvez, por meio dessas formigas, essa espécie 

foi encontrada na área externa da caverna Lapa da Santa. 

Apesar de a maioria dos isolados não haverem sido identificados, o agrupamento dos 

espectros de MALDI-TOF (Figura 3) permitiu observar que, dentro dos clusters, há padrões de 

agrupamento diferentes. Por exemplo, no primeiro cluster, o agrupamento das leveduras está 

dado pela localização geográfica e não pela litologia das cavernas. No dendrograma (Figura 3) 
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pode-se observar que isolados tanto de cavernas ferruginosas, como de cavernas de calcário, 

estão agrupados, formando um subcluster. O que há em comum entre a maioria de tais isolados 

é que são de cavernas da mesorregião do norte de Minas Gerais: Caverna do Lago (região de 

Rio Pardo), Lapa d’Água, Lapa Grande, Lapa da Santa (as três localizadas na região de Montes 

Claros) e Volta da Serra (região de Itacarambi). Já os isolados das cavernas ferruginosas RM01, 

RM33 e RM39, que são da mesorregião metropolitana de Belo Horizonte (região de Nova 

Lima), formam um subcluster separado. 

Também se pode observar que, no segundo cluster (Figura 3), cavernas da mesma 

litologia, porém de regiões distantes entre si, estão separadas em subclusters. Os isolados da 

caverna Volta da Serra formam um subcluster separado dos subclusters constituídos por 

isolados das cavernas A452, Brega e Abutre (Figura 3). Tais cavernas são de calcário, porém 

de regiões diferentes. As cavernas A452, Brega e Abutre estão localizadas na região de Pains 

(Oeste de Minas Gerais), e a caverna Volta da Serra está localizada na região de Itacarambi 

(Norte de Minas Gerais). A região de Itacarambi, em comparação com as regiões das outras 

cavernas analisadas, é a mais distante geograficamente. Portanto, a distância geográfica 

provavelmente influenciou na dissimilaridade de leveduras de cavernas da mesma litologia. 

Isso provavelmente pode estar relacionado com as diferenças das condições ambientais entre 

as regiões onde estão localizadas as cavernas. 

A distância entre a região de Pains e a região de Itacarambi é de 786.1 Km e, além disso, 

ambas as regiões apresentam diferenças climáticas. Na região de Itacarambi, chove menos, e as 

temperaturas são maiores. Já a região de Pains se caracteriza por verões quentes e úmidos e 

invernos secos, com temperaturas que variam de 16,3 °C (mínima média) a 23,3 °C (máxima 

média) e precipitação média anual de 1344 mm (Menegasse et al., 2002). Entretanto, na região 

de Itacarambi, o inverno é seco e o verão, chuvoso, com temperaturas que variam de 17 °C 

(mínima média) a 35 °C (máxima média) e precipitação média anual de 800 mm (Alvares et 
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al., 2014). Todas essas diferenças climáticas podem ter levado as leveduras da caverna Volta 

da Serra a serem diferentes das leveduras das cavernas A452, Brega e Abutre, mesmo sendo 

cavernas da mesma litologia. 

Visto que a fonte de isolamento, neste trabalho, são as cavernas, provavelmente a 

heterogeneidade que apresentam os ambientes das cavernas analisadas foi refletida na 

heterogeneidade do agrupamento dos espectros de MALDI-TOF. Por exemplo, Zhang et al. 

(2021) usaram a técnica de MALDI-TOF para analisarem leveduras envolvidas na fermentação 

de vinhos. Os autores encontraram que a análise de agrupamento dos perfis dos espectros de 

MALDI-TOF se correlaciona com a fonte de isolamento. No caso dos ambientes cavernícolas, 

as condições de temperatura, luminosidade e de nutrientes são variáveis em uma mesma caverna 

(Ghosh et al., 2017). No agrupamento, não houve uma separação dos isolados de acordo com 

um padrão específico, como, por exemplo, a litologia das cavernas.  

Neste estudo, um exemplo da heterogeneidade dos ambientes de caverna é a caverna 

A452. O fundo dessa caverna consiste em compartimentos estreitos separados entre si por 

condutos estreitos, com solos que apresentam características diferentes. Um compartimento do 

fundo consiste em um conduto estreito de argila úmida, de onde foram isoladas as cepas C. 

laurentii A452-1 e C. laurentii A452-2. Em outro compartimento do fundo, havia um depósito 

de guano e, em outro compartimento, havia presença de restos vegetais. Essa heterogeneidade 

do ambiente interno da caverna A452 foi refletida na presença de isolados da caverna A452, 

agrupados em todos os clusters do dendrograma (Figura 3). Portanto, além das diferenças das 

condições ambientais entre as regiões onde estão localizadas as cavernas, outro fator a ser 

levado em conta, e que provavelmente pode influenciar no agrupamento das leveduras, é a 

estrutura de cada caverna, a disponibilidade de nutrientes e as características do solo de cada 

uma delas. Cada caverna possui uma conformação particular e, junto com a disponibilidade de 
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nutrientes, pode criar um ambiente interno que a diferencia das outras (Northup & Cheeptham, 

2013). 

4. Conclusões 

Foi possível isolar 236 leveduras a partir de amostras de solo de caverna, das quais foi 

possível obter a identificação de 30 leveduras por MALDI-TOF. A grande maioria das cavernas 

analisadas neste estudo não são turísticas e, portanto, foi observado que a presença de seres 

humanos não é o único fator que contribui para o aumento das populações das leveduras, como 

geralmente é encontrado na maioria das pesquisas sobre leveduras de caverna.  

 Além disso, neste trabalho, foram identificadas espécies que não são relatadas como 

encontradas em cavernas. Algumas dessas espécies são de interesse biotecnológico, como, por 

exemplo, L. thermotolerans e K. exigua. Portanto, este trabalho é a base para uma futura 

exploração biotecnológica dessas espécies. Ao mesmo tempo, futuros trabalhos serão 

necessários para aprofundar a função ecológica que realizam as leveduras isoladas neste estudo, 

nas cavernas em que foram encontradas. 
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ARTIGO 2 - Caracterização biotecnológica de leveduras isoladas de caverna, cultivadas 

em hidrolisados lignocelulósicos de café 

 

Artigo redigido conforme norma para publicação da revista Biocatalysis and Agricultural 

Biotechnology. 

Resumo 

Nas cavernas, podem ser encontradas leveduras com capacidade para consumir e fermentar 

açúcares de substratos lignocelulósicos. Neste estudo, foram caracterizadas 236 leveduras de 

cavernas quanto à fermentação de xilose e celobiose e também quanto à atividade celulolítica. 

C. orthopsilosis Brega-2 apresentou capacidade para fermentar celobiose, além de xilose, e 

também demonstrou capacidade celulolítica. Outras cepas não fermentaram xilose, mas foram 

capazes de crescer usando xilose como fonte de carbono. Além disso, foram preparados 

hidrolisados de dois substratos lignocelulósicos de café: casca e grãos verdes, pretos e ardidos 

(PVA). O hidrolisado de PVA apresentou maior quantidade de xilose e foi usado para cultivar 

as cepas selecionadas nos testes de fermentação de xilose e celobiose e de atividade celulolítica. 

C. orthopsilosis Brega-2, RM01-31 e RM33-12 foram avaliadas quanto à produção de etanol, 

xilitol e proteína unicelular no hidrolisado de PVA. C. orthopsilosis Brega-2 apresentou maior 

porcentagem de proteína (35,8%). Todas essas cepas foram capazes de produzir etanol e 

nenhuma produziu xilitol. Este é o primeiro trabalho sobre caracterização biotecnológica de 

leveduras de caverna. Os resultados obtidos permitiram conhecer os parâmetros-chave para a 

exploração biotecnológica dessas leveduras em hidrolisados lignocelulósicos para futuros 

trabalhos. 

 

 Palavras-chave: PVA. Xilose. Etanol. Proteína. Biomassa. 

 

1. Introdução 

Existem indícios de que é possível encontrar leveduras com potencial biotecnológico 

em ambientes cavernícolas. Especificamente, existem evidências de leveduras de caverna 

envolvidas em processos de vinificação e de maturação de queijos. Por exemplo, Cailhol et al. 

(2020) realizaram um processo de vinificação na caverna Saint-Clement, na França. Nesse 

trabalho, foi isolada a levedura Guehomyces pullulans das paredes da caverna. Os mesmos 

autores especificam que se trata de uma espécie usada na clarificação de suco de uvas no 

processo de elaboração de vinhos. Budak et al. (2016) estudaram a diversidade e a evolução da 

microbiota de um processo de maturação de queijo realizado por 120 dias dentro da caverna 

Divle, localizada na Turquia. Debaromyces hansenii foi detectada a partir dos 60 dias de 

maturação e foi a espécie predominante dentre as leveduras isoladas do queijo. Provavelmente, 

essa levedura é do mesmo ambiente cavernoso, pois, de acordo com Kirtil et al. (2021) e 

Ozturkoglu-Budak et al. (2016), o processo de maturação do queijo na caverna Divle é 

influenciado por microrganismos presentes em tal caverna. 
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Além disso, pode ser que, em ambientes cavernícolas, sejam encontradas leveduras com 

potencial para fermentar açúcares de materiais lignocelulósicos. O que se leva a pensar nessa 

possibilidade é que existem leveduras associadas a restos vegetais capazes de fermentar xilose 

(Morais et al., 2013). É provável que tais leveduras sejam encontradas em cavernas, pois as 

chuvas ou fluxos de água permitem a entrada de biomassa vegetal ou detritos vegetais (Silva et 

al., 2013). Isso mostraria que as leveduras de cavernas apresentam uma diversidade metabólica 

que vai além de processos de vinificação e de maturação de queijos. Ao mesmo tempo, abriria 

a possibilidade de usar tais leveduras em processos em que sejam aproveitados subprodutos 

lignocelulósicos, para obtenção de produtos, tais como etanol, xilitol e proteína unicelular.   

As práticas agroindustriais geram substratos lignocelulósicos, e a agroindústria do café 

é uma das que mais gera tais substratos (Singh et al., 2022; Nair et al., 2022). Dentre os materiais 

lignocelulósicos do café, estão a casca, o pergaminho, a película prateada (endocarpo) e a borra, 

todos eles compostos por celulose, hemicelulose e lignina (Corrêa et al., 2021; Niglio et al 

2019). Os grãos de café pretos, verdes e ardidos (conhecidos como PVA) também são 

compostos por celulose, hemicelulose e lignina. Por essa razão, existem trabalhos onde o PVA 

é aproveitado para a obtenção de hidrochar (Santana et al., 2020; Santos et al., 2020). No 

entanto, ainda não existem trabalhos sobre o aproveitamento do PVA para a obtenção de 

hidrolisados para o cultivo de leveduras capazes de consumir e fermentar xilose.   

Minas Gerais, um dos maiores produtores de café no Brasil, é um dos estados que possui 

a maioria das cavernas no país (Anuário Estatístico do Patrimônio Espeleológico Brasileiro, 

2021). Portanto, aproveitando essas condições, este trabalho tem como objetivo caracterizar 

leveduras de algumas cavernas de Minas Gerais, quanto a sua habilidade para fermentar 

hidrolisados de substratos lignocelulósicos de café. As leveduras foram avaliadas quanto à 

produção de etanol, xilitol, proteína unicelular e produção de biomassa. Neste estudo, foram 

usados dois substratos lignocelulósicos de café: casca e PVA.  
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2. Metodologia 

2.1 Obtenção das leveduras testadas 

Foram testadas 236 leveduras isoladas de 15 cavernas do estado de Minas Gerais. 

Inicialmente, foi realizado um teste de fermentação de xilose e celobiose para selecionar as 

leveduras fermentadoras ou aquelas que crescem na presença de xilose e celobiose. 

Posteriormente, as leveduras selecionadas foram testadas em hidrolisados de substratos 

lignocelulósicos de café.  

2.2 Teste de fermentação de xilose e celobiose 

Para a realização desse teste, foram usados tubos de Durham, contendo o meio basal de 

fermentação com a seguinte composição: 4,5 g/L de extrato levedura, 7,5 g/L de peptona e azul 

de bromotimol como indicador (50 mg/75 mL), com 2% do açúcar a ser testado (Wickerham, 

1951). As soluções dos açúcares foram previamente filtradas em membranas de 0,2 µm. A 

capacidade fermentativa foi visualizada por meio do acúmulo de gás dentro do tubo de Durham. 

A capacidade fermentativa foi com o acúmulo de CO2 dentro do tubo. No caso das cepas que 

não fermentaram, mas que consumiram o açúcar, a coloração do meio mudou de verde para 

amarelo. No caso das cepas que não fermentaram nem consumiram o açúcar, a coloração do 

meio mudou de verde para azul. 

A fim de se evitarem falsos positivos nesse teste, foi feito o esgotamento de nutrientes. 

Para isso, para cada isolado, uma alçada de colônia foi transferida para microtubos com 1 mL 

de água destilada estéril, os quais foram mantidos por 24h a 28 °C. Após isso, cada suspensão 

foi centrifugada (6000 rpm, 5 min, 4 °C), descartando-se o sobrenadante. A inoculação foi 

realizada em 5mL de meio basal de fermentação em cada tubo. Os isolados foram cultivados a 

28 °C por triplicata. 

 As leveduras que fermentaram e algumas que não fermentaram, mas que conseguiram 

crescer na presença de xilose, foram selecionadas para o teste em hidrolisados lignocelulósicos. 

Além desse teste, foi realizado o teste de fermentação de celobiose exclusivamente para as 

leveduras que fermentaram xilose. As leveduras que fermentaram celobiose foram selecionadas 

para o teste de capacidade celulolítica com CMC 1%.  

2.3 Teste de capacidade celulolítica com CMC 1% 

Os isolados selecionados na etapa de assimilação e fermentação de xilose e celobiose 

foram avaliados quanto à capacidade celulolítica, usando o meio YEPG com 

carboxilmetilcelulase (CMC) como fonte de carbono, ao invés de glicose. A composição do 
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meio de cultura usado nesse teste foi a seguinte: CMC 1%, extrato de levedura 1%, peptona 2% 

e ágar 2%.  

Para confirmar a atividade celulolítica, as placas foram cobertas com solução aquosa de 

vermelho congo por 15 min. Após esse tempo, foi retirado o excesso, e as placas foram também 

cobertas com NaCl 1 M por 15 min (Teather & Wood, 1982). A presença de halo no redor da 

colônia indica atividade celulolítica. O teste foi realizado por triplicata. As leveduras que 

apresentaram capacidade celulolítica, assim como as que foram selecionadas no teste descrito 

na seção 2.1, foram testadas quanto a sua capacidade de fermentação em hidrolisados de casca 

e de grãos secos de café.  

2.4 Avaliação do crescimento em hidrolisados não detoxificados de substratos lignocelulósicos 

de café 

2.4.1 Obtenção dos substratos lignocelulósicos e preparação dos hidrolisados 

Os substratos lignocelulósicos usados neste trabalho foram casca e grãos de café. A 

casca de café conilon (Coffea canephora) foi obtida da Agência de Inovação do Café 

(InovaCafé), da Universidade Federal de Lavras, na cidade de Lavras, Minas Gerais, Brasil. Os 

grãos usados foram grãos defeituosos pretos, verdes e ardidos (PVA) de café arábica (Coffea 

arábica L.), que sobraram de uma fermentação alcoólica realizada com 10% de PVA em água 

com glicose (8 brix). No final dessa fermentação, o mosto foi separado dos grãos. Os grãos 

foram secos a 50 °C por 24h. Esses grãos foram usados neste trabalho como matéria-prima para 

a obtenção de hidrolisados hemicelulósicos.  

A casca de café conilon e os grãos de PVA foram moídos com o auxílio de um moinho 

analítico IKA A11. Foram preparados hidrolisados a partir desses dois substratos, com 

diferentes proporções de substrato-ácido (massa/volume): 1:50, 1:40, 1:30, 1:20 e 1:10. 

Inicialmente, as condições da hidrólise foram H2SO4 1.5% (w/v) a 120 °C por 20 min em 

autoclave (Xavier et al., 2017), com a finalidade de definir qual é o melhor substrato e qual é a 

melhor proporção de substrato-ácido para o processo de hidrólise. Esses hidrolisados foram 

ajustados a um pH de 6.0 (Unrean & Ketsub, 2018) para serem analisados por HPLC para se 

conhecer a sua composição de açúcares.  

Posteriormente, foram testadas diferentes concentrações de H2SO4 e diferentes tempos 

de hidrólise: H2SO4 1.5% w/v a 20 min (H1); H2SO4 1.5% w/v a 30 min (H2); H2SO4 2.5% w/v 

a 20 min (H3) e H2SO4 2.5% w/v a 30 min (H4). Os hidrolisados foram separados do resíduo 

sólido por filtração, e o pH, ajustado a 6 (Unrean & Ketsub, 2018). Esses hidrolisados (H1, H2, 

H3 e H4) foram analisados por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). 
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O substrato selecionado foi analisado quanto a sua composição de hemicelulose e lignina. A 

análise foi realizada pelo laboratório 3rLab, da cidade de Lavras, MG. 

2.4.2 Análises de açúcares por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

Os hidrolisados foram caracterizados quanto a sua composição de xilose, glicose e 

arabinose por HPLC. Previamente, as amostras foram centrifugadas a 9500 rpm por 10 min até 

se reduzir a presença de resíduos, para depois filtrá-las com filtros de 0.2 µm (Shankar et al., 

2020). Foi usado um cromatógrafo Shimadzu (Shimadzu Corp. Japan) equipado com detector 

UV-Vis (SPD-10Ai) e com detector de índice de refração (RID-10A). Foi usada uma coluna 

Supelcogel 8H (7,8 mm x 30 cm) e ácido sulfúrico 0,005 M como fase móvel em um fluxo de 

0,5 mL/min a 30 °C (Lopes et al., 2020). 

A caracterização de açúcares dos hidrolisados foi realizada com a finalidade de 

selecionar as melhores condições de hidrolise e, portanto, selecionar o hidrolisado para avaliar 

o crescimento das leveduras selecionadas nos testes de fermentação de xilose e celobiose e de 

capacidade celulolítica com CMC 1%. 

2.4.3 Preparação dos inóculos e avaliação do crescimento no hidrolisado não detoxificado 

 O hidrolisado selecionado foi ajustado a um pH de 6.0 e centrifugado a 9500 rpm por 

10 min até retirar o máximo possível de resíduos (Shankar et al., 2020). Após isso, foi realizada 

uma suplementação com extrato de levedura e (NH4)2SO4, em uma proporção de 1:4 (g/L), e 

com 0,5 g/L de MgSO4.7H2O (Zhang et al., 2019). O hidrolisado foi autoclavado por 15 min 

para ser esterilizado e utilizado como meio de cultura para as leveduras, sem realização de um 

processo de detoxificação. 

Antes de se realizar a inoculação no hidrolisado, as leveduras selecionadas foram 

cultivadas previamente em 10 mL de YEPX (peptona 2%, extrato de levedura 1%, xilose 2%) 

a 28 °C, pH 7,0 por 48h por duplicata. Após esse tempo de cultivo, o inóculo foi transferido a 

90 mL de YEPX, para realizar um cultivo em 100 mL de YEPX por duplicata, a 30 °C por 48h, 

com a finalidade de atingir uma população entre 107e 108. Para calcular a população, foi 

realizado um plaqueamento para fazer a contagem de unidades formadoras de colônias. 

Atingida a população de células, a biomassa das leveduras foi lavada com água destilada 

estéril, a 7000 rpm, 4 °C, antes da inoculação no hidrolisado. Foram transferidos 10 mL de 

alíquota de cada cultivo de levedura para tubos de 50 mL com 10 mL de hidrolisado. O cultivo 

foi realizado por duplicata, a 30 °C, por 72h. No final do cultivo, a contagem da população foi 

realizada por contagem em placa de unidades formadoras de colônias. Ao mesmo tempo, foram 

coletadas amostras do hidrolisado inoculado, para a determinação de consumo de açúcares e de 
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produção de xilitol, a fim de se avaliar se as cepas são produtoras desse metabolito, de acordo 

com a metodologia mencionada na seção 2.3.2. Previamente, as amostras foram centrifugadas 

a 9500 rpm, por 10 min, para a retirada da a biomassa, e, depois, foram centrifugadas até a 

retirada do máximo possível dos resíduos do hidrolisado. 

Após esse cultivo em 10 mL de hidrolisado, foram selecionadas as leveduras que 

apresentaram maior consumo de xilose e maior crescimento, para um cultivo em 100 mL de 

hidrolisado. Isso foi feito com a finalidade de se realizar uma avaliação quanto à produção de 

proteína unicelular e, dependendo da caracterização por HPLC, do cultivo, em 10 mL, de xilitol 

ou etanol. 

2.5 Cultivo em batelada em 100 mL de hidrolisado não detoxificado 

2.5.1 Construção da curva de calibração  

Previamente ao cultivo em 100 mL de hidrolisado não detoxificado, foi seguida a 

metodologia de Palladino et al. (2021) para a construção de uma curva de calibração das 

leveduras selecionadas na etapa anterior, com o propósito de ser usada para estimar a biomassa 

seca no cultivo em 100 mL de hidrolisado. Para tal finalidade, as leveduras foram cultivadas 

por duplicata em 100 mL de YM (10 g/L de glicose, 5 g/L de peptona, 3 g/L de extrato de 

levedura e 3 g/L de extrato de malte) em frascos de 250 mL, por 24h, a 30 °C, em agitador 

horizontal a 200 rpm. No final do cultivo, foram coletados 10 mL de cada frasco e centrifugados 

a 7000 rpm, 4 °C por 5 min. O sobrenadante foi descartado, e a biomassa foi ressuspendida em 

10 mL de solução salina (0,85%). Dessa suspensão, foram realizadas diluições de 1:5, 1:7, 1:10, 

1:15, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50 e 1:60. Foi medida a absorbância de cada diluição em 

espectrofotômetro a 600 nm.  

Paralelamente, 5 mL de cada cultivo em YM foram centrifugados, e o sobrenadante, 

descartado. A biomassa foi lavada com água destilada estéril por centrifugação a 7000 rpm, 4 

°C, por 5 min. Após isso, a biomassa de cada levedura foi ressuspendida em água destilada e 

foram vertidos 5 mL de alíquota por triplicata em pequenos recipientes de alumínio previamente 

pesados. Os recipientes foram colocados em estufa a 60 °C, por 48h. Após, os recipientes foram 

pesados e foi feita a diferença de peso para o cálculo do peso da biomassa seca. Os dados de 

DO e o peso seco foram usados para obtenção da equação de correlação entre os dois 

parâmetros. 
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2.5.2 Avaliação do cultivo em 100 mL de hidrolisado não detoxificado 

As leveduras selecionadas para essa etapa foram previamente cultivadas em 100 mL de 

YM (10 g/L de glicose, 5 g/L de peptona, 3 g/L de extrato de levedura e 3 g/L de extrato de 

malte) em frascos de 250 mL, por 24h, a 30 °C, em agitador horizontal a 200 rpm. Os cultivos 

foram realizados em triplicata (Palladino et al., 2021). Os inóculos foram padronizados a uma 

população de 107 células/mL. Atingida essa população, a biomassa foi centrifugada e lavada 

com água destilada estéril e transferida a frascos de 250 mL com 100 mL de hidrolisado. Esse 

cultivo foi realizado por triplicata para cada levedura, a 30 °C, em agitador horizontal a 200 

rpm, por 96h. Foram coletadas amostradas a cada dia para medir absorbância, a fim de se 

calcular a biomassa seca por meio da curva de calibração. Ao mesmo tempo, também foram 

coletadas amostras para análise por HPLC, para se conhecer o consumo de açúcares e a 

produção de metabolitos (xilitol ou etanol) de cada levedura. 

No final do cultivo, a biomassa de cada levedura foi retirada do hidrolisado por meio de 

centrifugação e lavada com água destilada estéril. A biomassa de cada cultivo foi seca a 60 °C 

na estufa, para, posteriormente, se realizar a análise de proteína unicelular pelo método de 

Kjeldahl (AOAC, 2005). 

2.5.3 Análises estatísticas 

           Os dados de crescimento das leveduras foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) e, quando significativas pelo teste F (p<0,05), as médias foram submetidas ao teste 

de Scott-knott a 5% de probabilidade. 

 3. Resultados e discussão 

3.1 Fermentação de xilose e celobiose    

De todas as 236 leveduras, quatro apresentaram capacidade fermentativa: Brega-1 C. 

orthopsilosis, Brega-2, Brega-4 e Brega-8. Dessas leveduras, três fermentaram tanto xilose, 

como celobiose: Brega-1, C. orthopsilosis Brega-2 e Brega-4. O isolado Brega-8 fermentou 

somente xilose. Em menos de 12h, os quatro isolados estavam consumindo os açúcares 

(coloração amarela nos tubos) e, após 36h de inoculação, foi observado que os quatro isolados 

estavam fermentando. Todas essas leveduras foram isoladas da entrada oposta da caverna Brega 

(caverna de calcário localizada na região de Pains, MG). Somente 5 leveduras não usaram a 

xilose como fonte de carbono, deixando o meio com coloração azul: 3 isolados da caverna A452 

(A452-12, A452-15, A452-18), um isolado da caverna Abutre (AB-3) e um isolado da caverna 
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Lapa da Santa (L. Santa-12). As demais leveduras conseguiram consumir a xilose, deixando o 

meio com coloração amarela. 

É interessante que C. orthopsilosis (cepa C. orthopsilosis RM01-14) também foi 

encontrada na caverna RM01 (caverna ferruginosa localizada na região de Nova Lima, MG), 

embora não tenha fermentado xilose. Isso mostra que leveduras da mesma espécie podem 

mostrar diferenças fisiológicas, dependendo da fonte de isolamento. Nesse caso, são duas 

leveduras da mesma espécie, mas de duas cavernas com duas litologias diferentes e de regiões 

diferentes. Alguns estudos já demonstraram que fatores, como a fonte do isolamento e a 

distância geográfica, podem influenciar na variação da sequência de aminoácidos (Zhang et al., 

2020; Zhang et al., 2015). Essas diferenças entre leveduras da mesma espécie podem ser 

manifestadas em diferenças na capacidade de fermentar açúcares (Zhang et al., 2020; Usbeck 

et al., 2014). Fatores, como as alterações do meio circundante e a forma como a caverna 

apresenta conexões com o meio externo, podem fazer com que cada caverna crie um ambiente 

particular para o crescimento das leveduras e, provavelmente, isso influencie na variação 

intraespecífica da espécie C. orthopsilosis encontrada neste estudo. 

As conexões que a caverna Brega apresenta com o ambiente externo podem ter 

contribuído para a presença de leveduras fermentadoras de xilose em tal caverna. A entrada 

oposta da caverna Brega é acessada por um rio perene que permite a entrada de restos vegetais 

do meio externo, principalmente quando acontecem precipitações. Isso está constatado para 

esta caverna por Silva et al. (2013). Dessa forma, é provável que a cepa C. orthoposilosis tenha 

sido introduzida na caverna Brega, pois essa espécie é frequentemente associada com madeira 

podre e restos vegetais em diferentes ecossistemas (Samarasinghe et al., 2021; Opulente et al., 

2019). É de notar que as leveduras isoladas do meio, da entrada principal e da saída da caverna 

Brega não apresentaram capacidade para fermentar xilose. Isso é um indício de que as 

condições nas diferentes zonas de uma mesma caverna são diferentes, o que influencia na 

presença de leveduras com comportamentos fisiológicos diferentes. 

Uma das características que confere importância biotecnológica às leveduras é a sua 

capacidade fermentativa. A fermentação de hexoses e de pentoses de biomassa lignocelulósica 

permite a obtenção de produtos de interesse comercial. A xilose é a pentose presente em maior 

proporção na hemicelulose (Su et al., 2020). Por isso, é importante a seleção de cepas com 

capacidade de fermentar xilose para o aproveitamento de hidrolisados de biomassa 

lignocelulósica, e esse seria o primeiro reporte da avaliação da capacidade fermentativa de 

xilose de leveduras de cavernas.  
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 Neste estudo, as leveduras que fermentaram xilose foram selecionadas para serem 

avaliadas quanto à fermentação de celobiose. Como já mencionado, os isolados Brega-1, C. 

orthopsilosis Brega-2 e Brega-4 fermentaram celobiose além de xilose. A utilização de 

leveduras fermentadoras de celobiose representa uma vantagem no aproveitamento da celulose. 

Uma das dificuldades no aproveitamento da celulose é a repressão metabólica induzida pela 

presença de moléculas de celobiose, que resultam da clivagem da celulose pelas enzimas β-1,4-

endoglucanase e exoglucanase no processo de sacarificação. Essa repressão acontece quando a 

levedura não possui a enzima β-glucosidase que permite a clivagem da celobiose em glicose 

(Resch et al., 2013). Além disso, uma levedura capaz de fermentar celobiose também é capaz 

de consumir os monômeros de glicose (Parisutham et al., 2017). Portanto, uma levedura com 

essas características talvez possua o potencial para ser usada na sacarificação completa da 

celulose presente na fração sólida, resultante do processo da hidrólise de substratos 

lignocelulósicos.  

No entanto, para explorar o potencial da levedura para realização da sacarificação 

completa da celulose, é importante que seja ela avaliada quanto a sua capacidade celulolítica. 

Por essa razão, os isolados Brega-1, C. orthopsilosis Brega-2 e Brega-4 foram selecionados 

para o teste de atividade celulolítica com CMC 1%. 

3.2 Teste de capacidade celulolítica com CMC 1% 

De todos os isolados testados, C. orthopsilosis Brega-2 apresentou halos definidos, no 

teste com CMC 1% (Figura 1). Então, esse isolado pode ter a capacidade de produzir enzimas 

extracelulares que permitem sacarificar a celulose. Provavelmente, essa levedura poderia ter o 

potencial para fermentar o material sólido resultante da hidrólise química de biomassa 

lignocelulósica. Isso permitiria a realização de um bioprocesso constituído por uma 

fermentação do hidrolisado hemicelulósico (fração líquida) e um processo simultâneo de 

sacarificação e fermentação do resíduo sólido. Nessa etapa de sacarificação e fermentação 

simultânea, seriam usadas as enzimas de C. orthopsilosis Brega-2 para sacarificar a celulose do 

resíduo sólido. Visto que essa cepa também fermenta celobiose, pode ser que, no processo de 

sacarificação, não se apresentaria a repressão metabólica induzida pela presença de moléculas 

de celobiose. 
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Fig. 1. Teste de atividade celulolítica com CMC 1%. Presença de halos, indicando atividade celulolítica. 

Neste estudo, C. orthopsilosis Brega-2, assim como alguns que apresentaram 

capacidade para crescer em xilose, foram selecionados para serem avaliados quanto a sua 

capacidade fermentativa em hidrolisados de subprodutos lignocelulósicos de café. Antes da 

realização dessa avaliação, foi realizada uma hidrólise dos substratos lignocelulósicos de café, 

assim como sua caracterização quanto a sua concentração de açúcares, para seleção do 

hidrolisado usado como meio de cultivo. 

3.3 Hidrólise dos substratos lignocelulósicos de café e caracterização dos hidrolisados 

Foi realizada a hidrólise ácida da casca seca e dos grãos de café pretos, verdes e ardidos 

(PVA), assim como a caracterização de concentração de xilose, arabinose e glicose nos 

hidrolisados. Como pode ser visto na Tabela 1, em todos os hidrolisados, a xilose foi o açúcar 

presente em maior concentração. Especificamente, os hidrolisados de grãos de café (PVA) 

apresentaram maior concentração desse açúcar. 
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Tabela 1  

Caracterização por HPLC dos hidrolisados de PVA e casca. 

 

A partir deste resultado, foi selecionado o PVA como substrato para a preparação de 

hidrolisados. De acordo com a análise química, esse substrato apresenta 20,98% de 

hemicelulose e 1,66% de lignina. Com a finalidade de aumentar a concentração de xilose, foi 

aumentada a quantidade de substrato em uma proporção substrato-ácido de 1:5, na preparação 

dos hidrolisados. Além disso, foram testadas diferentes concentrações de H2SO4 em diferentes 

tempos de hidrólise: H2SO4 1.5% w/v a 20 min (H1); H2SO4 1.5% w/v a 30 min (H2); H2SO4 

2.5% w/v a 20 min (H3) e H2SO4 2.5% w/v a 30 min (H4). Cada um destes hidrolisados foi 

caracterizado quanto à concentração de xilose, arabinose e glicose, conforme mostrado na 

Tabela 2.  

Tabela 2 

Caracterização por HPLC dos hidrolisados de PVA a diferentes concentrações de H2SO4 e diferentes 

tempos de hidrólise. H1: H2SO4 1.5% w/v a 20 min; H2: H2SO4 1.5% w/v a 30 min; H3: H2SO4 2.5% 

w/v a 20 min; H4: H2SO4 2.5% w/v a 30 min. 

 

 

3.4 Avaliação do crescimento em hidrolisados de grãos de café pretos, verdes e ardidos (PVA) 

Para esse teste, foi usado o hidrolisado H4, enriquecido de acordo com o mencionado 

na seção 2.3.3. Dos testes de fermentação de xilose e celobiose e de atividade celulolítca, foram 

selecionados 12 isolados, os quais foram cultivados em 10 mL de hidrolisado por 72h. Após 

Substrato 
Proporção         

substrato-ácido 

Xilose 

(g/L) 

Glicose 

(g/L) 

Arabinose 

(g/L) 

 1:10 9,78 0,76 0,50 

 1:20 5,19 0,34 0,32 

          PVA 1:30 3,95 0,23 0,27 

 1:40 2,84 0,18 0,23 

 1:50 2,33 0,14 0,23 

 1:10 4,12 0,98 0,01 

 1:20 1,29 0,37 0,12 

         Casca 1:30 1,63 0,47 0,00 

 1:40 1,19 0,31 0,00 

 1:50 0,90 0,24 0,00 

     

      Hidrolisado         Xilose (g/L)     Arabinose (g/L)        Glicose (g/L) 

H1  1,95 4,70 0,29 

H2  3,48 4,77 0,57 

H3  8,65 5,24 0,86 

H4 26,14 5,31              1,27 
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esse tempo de cultivo, foram caracterizados quanto a seu crescimento, consumo de açúcares e 

produção de xilitol (Tabela 3). 

Tabela 3 

Crescimento das leveduras no hidrolisado H4 por 72h. As médias seguidas pelas mesmas letras nas 

colunas não diferem pelo teste de Scott-knott (p<0,05). 

Isolados 

Variáveis 

População 

final 

(log UFC) 

Consumo de 

xilose 

(g/l) 

Consumo de 

arabinose 

 (g/l) 

Consumo de 

glicose 

(g/l) 

Produção de 

Xilitol 

(g/l) 

RM01-31 8,95 A 18,44 A 0,11 D 1,27 A 1,72 D 

C. orthopsilosis Brega-

2 
8,00 A 14,88 B 0,32 D 1,27 A 2,96 A 

RM33-12 7,23 A 13,05 C 1,79 A 1,27 A 1,44 E 

C. palmioleophila SL-7 3,60 B 9,20 D 1,41 B 1,27 A 2,37 B 

VS-8 7,93 A 8,87 D 0,60 C 1,27 A 2,21 B 

VS-4 7,41 A 8,76 D 0,69 C 1,27 A 1,89 C 

VS-7 7,50 A 7,85 D 1,99 A 1,27 A 2,24 B 

VS-8 7,59 A 7,84 D 0,10 D 1,27 A 2,23 B 

VS-5 8,19 A 4,65 E 1,09 B 1,04 B 2,81 A 

Brega-8 0,00 C 1,67 F 0,89 C 0,70 C 2,17 B 

C. laurentii A452-1 7,05 A 1,58 F 0,34 D 0,27 E 2,37 B 

R. mucilaginosa CL-7 7,16 A 0,89 F 0,02 D 0,38 D 2,79 A 

 

Os isolados RM01-31, C. orthopsilosis Brega-2 e RM33-12, além de apresentarem uma 

alta população, foram os que consumiram mais xilose dentre todos os isolados (Tabela 3). 

Portanto, esses isolados foram selecionados para o cultivo batch em 100 mL de hidrolisado não 

detoxificado de PVA e foram caracterizados quanto a sua produção de biomassa, proteína 

unicelular e etanol. 

3.5 Caracterização do cultivo batch no hidrolisado de PVA não detoxificado 

3.5.1 Produção de etanol e de xilitol 

          Como pode ser observado na Figura 2, todas as leveduras consumiram completamente a 

glicose, em 24 h de cultivo. Também pode se observar que, uma vez esgotada a glicose, a xilose 

foi usada por todas as cepas como fonte de carbono e foi esgotada em 48h. A partir das 48h, 

não há diferença entre as cepas quanto à produção de etanol, mas, quanto à produção de 

biomassa, foram diferentes entre si (Figura 2).  O cultivo foi realizado em anaerobiose, pois não 

houve injeção de ar por meio de um sistema de aeração. Na medida em que o oxigênio 

disponível no início foi esgotado, pode ter sido induzida uma condição de anaerobiose que fez 

com que as leveduras apresentassem diferenças quanto à produção de biomassa (Figura 3). 
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Fig. 2. Comparação do consumo de açúcares (a), produção de biomassa (b) e produção de etanol (c) 

entre as cepas C. orthopsilosis Brega-2, RM01-31 e RM33-12.     

As leveduras testadas apresentaram mecanismos de regulação do catabolismo em 

anaerobiose que influenciaram na produção de biomassa e etanol. Por exemplo, no caso da cepa 

C. orthopsilosis Brega-2, a produção de biomassa foi favorecida sobre a produção de etanol 

(Figura 3). Provavelmente, essa levedura apresentou o efeito Custers, ou seja, a síntese de etanol 

diminui ou é inibida em condições anaeróbias, e a produção de biomassa é favorecida (Colomer 

et al., 2019; Barnet & Entian 2005). Provavelmente, o oxigênio presente no início do cultivo 

permitiu a produção de etanol por C. orthopsilosis Brega-2. Após ser esgotado o oxigênio, foi 

favorecida a produção de biomassa sobre a produção de etanol em anaerobiose. Esse 

comportamento tem sido observado em leveduras do gênero Brettanomyces (Wijsman et al., 

1984). A cepa RM33-12 apresenta uma tendência parecida, pois, a partir das 48h, a produção 

de biomassa é favorecida sobre a produção de etanol (Figura 3). 

 

 

(

a) 
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Fig. 3. Cinética de consumo de açúcares, produção de biomassa e etanol de Brega-2 C. orthopsilosis (a) 

RM01-31 (b) e RM33-12 (RM33-12) (c) cultivados em 100 mL de hidrolisado não detoxificado de PVA 

por 96 h. 

 

No caso da cepa RM01-31, houve uma tendência de aumento na produção de etanol a 

partir das 24h até as 48h (Figura 3). Até as 48h, a cepa RM01-31 foi a que produziu mais etanol 

e, durante todo o cultivo, foi a que apresentou menor produção de biomassa (Figura 2). Pode 

ser que essa cepa tenha apresentado o efeito Pasteur, pois, ao diminuir a disponibilidade de 

oxigênio, foi favorecida a produção de etanol sobre a produção de biomassa.  

Em nenhuma das leveduras testadas, houve produção de xilitol. Isso pode ser entendido 

ao se levar em conta que nem todas as leveduras que metabolizam xilose são produtoras de 

xilitol, senão que o produto do seu metabolismo é o etanol. Isso depende de quais cofatores a 

enzima xilose redutase utiliza para sua atividade. A produção de etanol acontece quando a 

enzima xilose redutase, encarregada da redução da xilose a xilitol, utiliza principalmente o 

NADH e não o NADPH. Dessa forma, é possível a disponibilidade do NAD+, que é necessário 

para a atividade da xililtol desidrogenase, a qual permite a oxidação do xilitol a xilulose. 

Posteriormente, a xilulose é fosforilizada e convertida em frutose-6-fosfato e em gliceraldeído-

3-fosfato na via das pentoses-fosfato. Esses produtos entram na via da glicólise e são 
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transformados em piruvato, que, em anaerobiose ou em condições de baixa disponibilidade de 

oxigênio, é convertido em etanol (Ochoa-Chacón et al., 2022; Patiño et al., 2019). Portanto, os 

isolados C. orthopsilosis Brega-2, RM01-31 e RM33-12 expressam a enzima xilose redutase 

com preferência ao cofator NADH, pois as condições de disponibilidade de oxigênio foram 

limitadas. Se a xilose redutase dessas leveduras mostrasse preferência pelo NADPH, elas seriam 

produtoras de xilitol, em vez de etanol.  

Existem leveduras capazes de sintetizar xilose sem precisar de um suprimento constante 

de oxigênio para seu cultivo. Por exemplo, Palladino et al. (2021) mostraram que Cyberlindnera 

xylosilytica e Wickerhamomyces rabaulensis foram capazes de produzir xilitol com agitação a 

200 rpm, sem injeção de ar, por meio de um sistema de aeração. Os autores explicam que, 

nessas condições, tais leveduras expressam a enzima xilose redutase com preferência ao cofator 

NADPH. Portanto, é provável que um fator a ser levado em conta são os sais usados para o 

fornecimento de micronutrientes, pois é sabido que a presença de tais sais influencia no balanço 

redox em processos metabólicos, tai como a produção de etanol e glicerol (Martiniano et al., 

2020; Van Dijken & Scheffers, 1986). No hidrolisado de PVA usado neste estudo, foi 

adicionado 0,5 g/L de MgSO4.7H2O como fonte de Mg. Esse micronutriente participa da 

regulação no balanço redox nas células (Zhang et al., 2021). No estudo de Zhang et al. (2019), 

favoreceu a síntese de xilitol em Candida tropicalis. É provável que o Mg presente no 

hidrolisado de PVA tenha como efeito, na xilose redutase das leveduras cultivadas, a 

preferência pelo NADH em vez do NADPH.  

Para ser possível a produção de xilitol e de etanol no mesmo processo fermentativo, nas 

cepas usadas neste estudo, é necessário que haja uma adequada concentração de glicose e uma 

adequada disponibilidade de oxigênio por meio de uma aeração constante e controlada (Bonan 

et al., 2022). Em condições aeróbias, o piruvato produzido na via glicolítica é oxidado no ciclo 

do ácido tricarboxílico, permitindo a disponibilidade de NADPH. No entanto, para que seja 

favorecida a produção de xilitol, a glicose deve estar em certa quantidade que permita que 

menos xilitol seja menos consumido para ser transformado em xilulose. Dessa forma, a glicose 

seria destinada para a produção de etanol, e a xilose, para a síntese de xilitol. Por exemplo, 

Wannawilai et al. (2017) e Tochampa et al. (2015) verificaram que o uso de uma proporção de 

glicose para xilose de 1:10 melhorou a produção de xilitol, utilizando-se Candida magnoliae 

TISTR 5663 e Candida mogii ATCC 18364, respectivamente, com agitação e em condições de 

aeração constante e controlada. 
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3.5.2 Produção de proteína 

De acordo com a Tabela 4, mesmo que a cepa RM01-31 apresentasse a maior 

porcentagem de proteína, atingiu menor rendimento de proteína, pois, em comparação com as 

outras cepas, apresentou menor quantidade de biomassa. Já a cepa C. orthopsilosis Brega-2, 

mesmo tendo uma porcentagem de proteína menor que a cepa RM01-31, apresentou maior 

rendimento de proteína que todas as cepas testadas. Isso mostra a necessidade de favorecer o 

incremento de biomassa na cepa RM01-31, para, assim, se obter uma maior quantidade de 

proteína. Um suprimento constante e controlado de oxigênio provavelmente permitiria que essa 

cepa aumentasse sua biomassa e, ao mesmo tempo, a quantidade de proteína unicelular, pois, 

como já foi comentado, por causa da diminuição de oxigênio que pode ter acontecido ao longo 

do cultivo, a quantidade de biomassa no final do cultivo foi menor em comparação com as 

outras cepas. A importância do oxigênio na produção de proteína unicelular é exemplificada 

pelo estudo de Bertasini et al. (2022), onde as quantidades de proteína unicelular de 

Saccharomyces cerevisiae foram maiores em condições aeróbias que em condições anaeróbias, 

pois foram também atingidas maiores quantidades de biomassa. 

 

Tabela 4 

Produção de biomassa e de rendimento de proteína total após 72h de cultivo. Foi usado o método de 

Kejdahl para a determinação de proteína total usando 0,1 g de biomassa seca. 

Isolado 
Porcentagem de 

proteína 

Biomassa 

(g/L) 
Rendimento de proteína 

(g/L) 

RM01-31 35,8%           11,31  4,04  

C. orthopsilosis Brega-2 31,5%           17,98  5,66  

RM33-12 29,7%           13,93 4,13  

 

Outro fator a ser considerado para favorecer o aumento de biomassa e de proteína 

unicelular é a concentração da fonte de nitrogênio. Wang et al. (2020) testaram diferentes fontes 

de nitrogênio e verificaram que, com (NH4)2SO4, foi estimulado o incremento de biomassa e de 

proteína unicelular em Sporidiobolus pararoseus. Especificamente com uma concentração de 

50 g/L, foi possível aumentar a proteína unicelular de S. pararoseus a 33,1 g/L em um cultivo 

feed-batch. Os autores relatam que, com o aumento da concentração de (NH4)2SO4, também 

houve aumento da biomassa, e o rendimento de proteína unicelular foi positivamente 

correlacionado com o acúmulo de biomassa. Neste trabalho, também foi usado o (NH4)2SO4, 

mas em uma concentração de 4 g/L. Mesmo sendo usada essa concentração, foi possível obter 

uma quantidade de proteína unicelular na cepa C. orthopsilosis Brega-2 próxima da obtida por 
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Wang et al. (2020) usando S. pararoseus em um cultivo batch (5,66 g/L e 5.7 ± 0,2 g/L 

respectivamente). No caso da cepa RM01-31, concentrações maiores de (NH4)2SO4 serão 

necessárias para estimular o aumento de biomassa e proteína unicelular. 

Embora as quantidades de proteína e de etanol de RM01-31 sejam baixas em 

comparação com as relatadas na literatura, os resultados deste trabalho mostram o potencial 

biotecnológico de leveduras de caverna. Por exemplo, a cepa RM01-31 apresenta duas 

características interessantes: maior produção de etanol e maior porcentagem de proteína. 

Portanto, esses resultados podem ser levados em conta para melhorar as condições de cultivo 

em futuros trabalhos a fim de aproveitar seu potencial biotecnológico. Por exemplo, RM01-31 

pode ser cultivada em um processo conduzido em dois estágios: um, com fornecimento 

constante de oxigênio dissolvido para promover o crescimento celular e aumentar o rendimento 

de proteína unicelular; outro, em condições anaeróbias, para estimular a produção de etanol. 

Futuros trabalhos são necessários para comprovar isso. 

Coimbra et al. (2021) cultivaram Candida parapsilosis em vinhaça, obtendo uma 

porcentagem de proteína de 26,93%. Essa espécie é geneticamente próxima de C. orthopsilosis, 

e a cepa usada neste trabalho (C. orthopsilosis Brega-2) apresentou uma porcentagem de 

proteína maior (31,5%). Essa porcentagem de proteína está na faixa recomendada para 

alimentação animal (Ritala et al., 2017). Portanto, C. orthopsilosis Brega-2 apresenta potencial 

para ser usada como fonte de proteína unicelular. No entanto, considerando que essa espécie é 

relatada como patogênica (Lockhart et al., 2008), o uso biotecnológico dessa levedura pode ser 

direcionado quanto à produção de etanol, pois, como já foi discutido anteriormente, apresentou 

capacidade para fermentar xilose e celobiose, além de possuir atividade celulolítica. De acordo 

com os resultados deste trabalho, a produção de etanol dessa levedura diminui com a 

diminuição de oxigênio dissolvido, o que pode ter acontecido no decorrer do cultivo, 

provavelmente devido ao efeito Custers (Figura 4). Portanto, para estimular a produção de 

etanol em C. orthopsilosis Brega-2, é necessário que haja um fornecimento constante de 

oxigênio dissolvido. 

A cepa RM33-12 possui uma porcentagem de proteína, que está dentro da faixa 

recomendada para alimentação animal (Ritala et al., 2017). Além disso, à diferença das outras 

cepas testadas, continuou aumentando a sua biomassa e a sua produção de etanol, na fase final 

do cultivo, já quando, provavelmente, a disponibilidade de oxigênio foi menor. Esse potencial 

para produzir etanol, biomassa e, consequentemente, proteína unicelular pode ser aproveitado 

por meio de uma fase de pré-cultivo aeróbico ou por uma breve fase de aeração intensiva, para 

permitir que as células construam e armazenem fatores de crescimento anaeróbio. Isso 
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provavelmente permitiria aumentar a produção de etanol e de proteína unicelular durante a fase 

anaeróbica do cultivo. Essa prática é realizada na indústria para o cultivo de S. cerevisiae 

(Mooiman et al., 2021). 

4. Conclusões  

Este estudo mostrou a capacidade de leveduras de caverna na produção de etanol e de 

proteína unicelular a partir de hidrolisados de PVA. Mesmo que esses metabolitos tenham sido 

produzidos em quantidades menores que as encontradas na literatura, os resultados obtidos 

permitem ter um diagnóstico do comportamento fisiológico das leveduras testadas. Os 

resultados deste trabalho podem ser usados como base para futuros estudos, a fim de melhorar 

as condições de cultivo para aumentar a produção de biomassa, proteína, etanol e xilitol.  

Podem ser realizados experimentos que permitam conhecer o fornecimento adequado 

de oxigênio para aumentar a produção de biomassa, proteína unicelular e etanol. Com a 

finalidade de estimular a produção de xilitol, podem ser testados diferentes micronutrientes em 

diferentes concentrações para induzir um balanço redox na enzima xilose redutase que favoreça 

a síntese de xilitol. Com a finalidade de favorecer a produção simultânea de xilitol e de etanol, 

é importante testar diferentes proporções de xilose e glicose no hidrolisado, para que a glicose 

seja metabolizada em etanol, e a xilose, em xilitol. 

A cepa C. orthopsilosis Brega-2 apresenta um potencial interessante quanto à produção 

de etanol, pois, além de fermentar xilose, fermenta celobiose e possui atividade celuloltítca. 

Isso permitiria usar essa levedura para a produção de etanol a partir não só da fração líquida, 

como também da fração sólida, o que resulta da hidrólise termoquímica do PVA ou de outros 

substratos lignocelulósicos. No entanto, serão necessários futuros trabalhos para quantificar, 

nessa cepa, as enzimas envolvidas na atividade celulolítica para confirmar a sua utilização no 

processo de sacarificação da celulose. 
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