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RESUMO 

A produção de etanol por meio da fermentação microbiana é uma prática consolidada 
no mercado há décadas, representando uma alternativa sustentável e renovável. Na 
natureza, as leveduras consomem carboidratos como a sacarose, que está presente 
na cana-de-açúcar e no néctar das flores, e os convertem em etanol e outros 
Compostos Orgânicos Voláteis (COVs). Embora a Saccharomyces cerevisae seja a 
levedura mais amplamente utilizada em diversos processos biotecnológicos, ela 
apresenta algumas limitações na produção de certos metabólitos, exigindo 
modificações genéticas para atender às demandas. No entanto, como alternativa, as 
leveduras selvagens presentes em diversos ambientes podem ser exploradas. Por 
exemplo, as leveduras que habitam os nectários florais consomem os nutrientes do 
néctar e produzem COVs que desempenham um papel crucial na atração ou repulsão 
de insetos. Isso impacta diretamente o processo de polinização e pode servir como 
método de biocontrole contra pragas, protegendo certas plantas. Nesse contexto, este 
estudo isolou 26 cepas de leveduras, sendo 7 de abelhas sem ferrão e 19 de 
besouros. Sete dessas cepas foram selecionadas aleatoriamente para testes em 
meios ricos ou meios simulando o néctar de flores para observar seus perfis de 
crescimento e produção de compostos voláteis. Dentre essas leveduras, três 
linhagens (CHAP-242, CHAP-245 e CHAP-248) se destacaram e foram submetidas a 
um Delineamento Composto Central (DCC) com quatro variáveis: pH e concentração 
de sacarose, peptona de caseína e extrato de levedura. O consumo de sacarose e a 
produção de etanol foram analisados por HPLC nessas amostras após 34 e 96 horas 
de incubação. No DCC, a CHAP-248 obteve os melhores resultados em todas as 
respostas analisadas, atingindo, em algumas condições, 100% de consumo de 
sacarose, rendimento fermentativo de até 472,66 mgetanol/gsacarose e produtividade de 
1595,96 mg/L*h. Além da produção de etanol, a obtenção dos COVs foi avaliada por 
extração líquido-líquido e GC-MS ao fim de todos os cultivos. Cinco compostos 
mostraram-se mais prevalentes. O 2-Feniletanol foi identificado em todas as amostras, 
enquanto o triptofol foi identificado na CHAP-245 nos meios do screening inicial e em 
algumas condições do DCC. O metionol foi encontrado apenas nos cultivos em meio 
rico, durante o screening, com as cepas CHAP-245 e CHAP-248. O fosfato de trietila 
foi identificado apenas no meio rico do screening em 70% das cepas analisadas, 
enquanto o 2-ciclohexeno-1,3,5,5-trimetil foi encontrado apenas no néctar sintético em 
60% das cepas analisadas.  
 
Palavras-chave: Insetos; Néctar floral; Prospecção de leveduras; Sacarose; 
Fermentação; COVs; Etanol; Biotecnologia. 

 

  



ABSTRACT 

Ethanol production through microbial fermentation has been a consolidated practice 
for decades, representing a sustainable and renewable alternative. In nature, yeasts 
consume carbohydrates such as sucrose, which is present in sugarcane and flower 
nectar, and convert them into ethanol and other Volatile Organic Compounds (VOCs). 
Although Saccharomyces cerevisae is the most widely used yeast in various 
biotechnological processes, it has some limitations in producing specific metabolites, 
requiring genetic modifications to meet demands. However, wild yeasts present in 
different environments can be explored as an alternative. For example, yeasts that 
inhabit floral nectaries consume nectar nutrients and produce VOCs crucial in 
attracting or repelling insects. This directly impacts pollination and can serve as a 
biocontrol method against pests, protecting certain plants. In this context, this study 
isolated 26 yeast strains, 7 from stingless bees and 19 from beetles. Among them, 
seven were randomly selected for testing in rich media or media simulating flower 
nectar to observe their growth profiles and volatile compound production. Among these 
yeasts, three strains (CHAP-242, CHAP-245, and CHAP-248) stood out and were 
subjected to a Central Composite Design (CCD) with four variables: pH and 
concentration of sucrose, casein peptone, and yeast extract. Sucrose consumption 
and ethanol production were analyzed by HPLC in these samples after 34 and 96 hours 
of incubation. In the DCC, CHAP-248 obtained the best results in all analyzed 
responses, reaching, in some conditions, 100% sucrose consumption, fermentative 
yield of up to 472.66 mgethanol/gsucrose and productivity of 1595.96 mg/L*h. In addition 
to ethanol production, VOCs production was evaluated by liquid-liquid extraction and 
GC-MS at the end of all cultures. Five compounds were more prevalent. 2-
Phenylethanol was identified in all samples, while tryptophol was identified in CHAP-
245 in the initial screening media and some DCC conditions. Methionol was only found 
in cultures in rich mediums during screening, with strains CHAP-245 and CHAP-248. 
Triethyl phosphate was only identified in the rich screening medium in 70% of the 
strains analyzed, while 2-cyclohexen-1,3,5,5-trimethyl was only found in the synthetic 
nectar in 60% of the strains analyzed. 
 
Keywords: Insects; Floral nectar; Yeast prospecting; Sucrose; Fermentation; VOCs; 
Ethanol; Biotechnology.  
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

O uso desenfreado e irracional dos recursos fósseis apresenta riscos 

preocupantes ao meio ambiente. A extração e o tratamento do petróleo acabam 

poluindo diversos ecossistemas, impactando direta e negativamente a fauna e a flora, 

gerando atividades anormais no planeta que se manifestam através de eventos 

climáticos extremos (Damian, 2014; Jaiswal et al., 2017). Os combustíveis em sua 

maioria são provenientes do petróleo, porém a produção de etanol também está 

consolidada no mercado há décadas e é uma alternativa que tem uma tendência de 

ser mais prática, menos onerosa em relação a custos operacionais e mais vantajosa 

para o meio ambiente pois ela provém do campo (Almeida; Longhi; Santos, 2017).  

Microrganismos, especificamente as leveduras, consomem carboidratos como 

a sacarose, principal dissacarídeo presente na cana-de-açúcar e no néctar das flores. 

As leveduras também metabolizam monossacarídeos como glicose e frutose, que 

também estão presentes nos vegetais. Como resultado da metabolização desses 

açúcares, ocorre a fermentação, gerando etanol e outros Compostos Orgânicos 

Voláteis (COVs) desejáveis para diferentes setores industriais 

2014). 

Leveduras selvagens estão presentes nos nectários florais e produzem COVs 

que são responsáveis por atrair ou repelir insetos, impactando diretamente na 

polinização e na propagação de espécies de flores (Becher et al., 2018; Pozo et al., 

2009). A atração ou repulsão dos insetos ocorre, pois, ao metabolizar os açúcares 

presentes no néctar, as leveduras expelem COVs como consequência de suas rotas 

metabólicas e isso pode influenciar em qual inseto irá visitar aquela flor. Considerando 

então que a preferência do inseto pela flor visitada pode ser influenciada pelo tipo de 

composto expelido pelos microrganismos, alguns casos de repulsão de insetos 

servirão de biocontrole, e os atraídos poderão servir de polinizadores, formando uma 

propagação coordenada de angiospermas (Colda et al., 2021; Fenner et al., 2022; 

Sobhy et al., 2018). Os COVs possuem altos valores agregados no mercado mundial 

em diferentes setores como indústrias de bebidas, alimentícias, farmacêuticas, 

cosméticas, dentre outras (Giehl et al., 2022). 

A espécie de levedura comumente utilizada para processos de biorrefinarias de 

etanol é a Saccharomyces cerevisae, por possuir diversas vantagens como a 
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tolerância à alta concentração de etanol no fim do processo fermentativo, ao elevado 

estresse osmótico causado pela alta concentração de açúcares e aos níveis baixos 

de pH nas dornas e no reciclo celular (Fernandes et al., 2022; Alves Jr et al., 2022). 

Entretanto, diversos estudos estão prospectando linhagens selvagens de leveduras 

fermentadoras de açúcares (dissacarídeos, hexoses e pentoses) isoladas da própria 

natureza, desde plantas a insetos, ou até mesmo realizando engenharia metabólica 

em  leveduras já utilizadas, com o intuito de aumentar a produtividade de bioetanol de 

primeira (1G) (Albarello et al., 2023; Tadioto et al., 2023; Iram; Cekmecelioglu; Demirci, 

2022; Sun et al., 2022; Ruchala et al., 2020). Ao encontro dessa situação, há 

perspectivas biotecnológicas envolvidas além da produção de etanol. Enzimas 

produzidas por leveduras são capazes de hidrolisar moléculas complexas, 

transformando-as em carboidratos mais simples (dissacarídeos ou monossacarídeos) 

que são fermentáveis (Alves Jr et al., 2019). 

O Brasil e os Estados Unidos juntos responderam por 81% da produção 

mundial de etanol em 2023, e há anos mantêm a liderança da produção desse 

combustível. O Brasil, sozinho, produziu 31.267,5 milhões de litros de etanol, 

correspondendo a 28% do montante mundial no ano de 2023, sendo que de 2021 para 

2023 teve um crescimento de produção de 12,84%. Já os Estados Unidos produziram 

cerca de 59.128,132 milhões de litros de etanol, correspondendo a 53% da produção 

total em 2023, acompanhado de um crescimento entre os anos de 2021 e 2023 de 4% 

(Renewble Fuels Association, 2024).  

1.1 OBJETIVOS 

1.1.1 Objetivo Geral 

Comparar a performance de sete cepas de leveduras isoladas de insetos e, por 

meio de delineamento experimental, avaliar a influência de variáveis na capacidade 

de fermentação e geração de COVs. 
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1.1.2 Objetivos Específicos 

1. Isolar leveduras da microbiota de abelhas e besouros; 

2. Comparar o desempenho de sete cepas de leveduras em néctar sintético 

e meio rico; 

3. Analisar a influência do pH e das concentrações de sacarose, peptona 

de caseína e extrato de levedura sobre o metabolismo das leveduras em 

um delineamento experimental; 

4. Avaliar a produtividade e o rendimento de etanol nas condições testadas; 

5. Identificar a geração de outros COVs além do etanol. 
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Abstract: The importance of insects for angiosperm pollination is widely 
recognized. In fact, approximately 90% of all plant species benefit from animal-
mediated pollination. However, only recently, a third part player in this story has 
been properly acknowledged. Microorganisms inhabiting floral nectar, among 
which yeasts have a prominent role, can ferment glucose, fructose, sucrose, and/or 
other carbon sources in this habitat. As a result of their metabolism, nectar yeasts 
produce diverse volatile organic compounds (VOCs) and other valuable 

behavior, e.g., by attracting them to flowers (although repelling effects have also 
been reported). Moreover, when insects feed on nectar, they also ingest yeast cells, 
which provide them with nutrients and protect them from pathogenic 
microorganisms. In return, insects serve yeasts as transportation and a safer 

w, 
the result is flowers being pollinated. F
relationship may also be highly profitable. Therefore, prospecting nectar-
inhabiting yeasts for VOC production is of major biotechnological interest. 
Substances such as acetaldehyde, ethyl acetate, ethyl butyrate, and isobutanol 
have been reported in yeast volatomes, and they account for a global market of 
approximately USD 15 billion. In this scenario, the present review addresses the 
ecological, environmental, and biotechnological outlooks of this three-party 
mutualism, aiming to encourage researchers worldwide to dig into this field.
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2.1 INTRODUCTION 

Pollinating insects forage flowers in order to nourish themselves, and through these forages, plants 
can be rewarded with pollination. Although this plant animal relationship has been documented for 
more than a century [1], only in the last decades has it been demonstrated that these invertebrates are 
mostly attracted to the chemical signals released by the microorganisms inhabiting the whole flower
especially by yeasts dwelling in the floral nectaries [2 4]. 

About 550 million years ago, in the Paleozoic era, coexistence with animals and plants directly 

these three kingdoms as they co-evolved [5 7]. The hemiascomycetous yeasts of the Saccharomycetes 
class separated from filamentous fungi around 300 to 400 million years ago and then began to adapt to 
habitats rich in organic carbon. The same goes for primitive wingless hexapods (Collembola, Protura, 
among others), pterygote insects, and some holometabola, which evolved around the same period as 
yeasts [5,6,8,9]. 

The wide diversity of yeasts thus far described as members of the insect microbiota reflects the 
, 

which appeared at the beginning of the Cretaceous period (125 million years ago), provided high 
availability of sugar through the nectar produced in their flowers and fruits (especially the fleshy ones) 
generated as a result of their sexual reproduction. Such sugar abundance in flowers and fruits offered 
an outstanding habitat for yeast growth, such as Saccharomyces, showing the first traces of interactions 
between yeasts and insects related to flowers and fruits [11,12]. 

As by-products of their metabolism, yeasts produce volatile organic compounds (VOCs) that can 
modify insect behavior. When found in substrates that serve as animal food, such as floral nectar, yeasts 
can access the insect body to be transported on its surface or inside. Thus, the evolution of the ecological 
characteristics of these microorganisms is intrinsically linked to the interaction between insects and 
flowering plants [13,14]. On the other hand, it is worth noting that yeast dispersal by insects is older 
than pollen. Therefore, the ability to attract insects by releasing diverse chemicals was already present 
in the yeasts associated with ancient angiosperms, which suggests that the insect yeast relationship also 
impacted plant evolution [2]. 

Nectar-dwelling yeasts need to find another place to live in the nonflowering seasons. Indeed, 
under these circumstances, yeasts may persist in soil from winter to early spring, and, through the 
winds, they are then dispersed again to plants. However, some of these microorganisms find, in the 
insect gastrointestinal tract, a more favorable environment to survive until the next flowering season. 
When flower season arrives, yeasts are again inoculated into the floral nectaries thanks to the foraging 
activity of pollinators [15,16]. 

Some species of the genus Metschnikowia (Ascomycota) are the predominant yeasts inhabitants of 
floral nectar, being found associated with flowers of phylogenetically diverse plants on all continents of 
the world except Antarctica [17 26]. Notably, some Metschnikowia species show a restricted 
biogeographic distribution, and their relationships with specific insects and plants may have favored 
their allopatric or peripatric speciation; that is the case, for example, for Metschnikowia hawaiiensis, a 
yeast species which is exclusively found in association with some plants from Hawaii (USA), and M. 
arizonensis, which has been only found in the USA, Costa Rica, Brazil, and Belize [27,28]. 

In the last ten years, several new yeast species of the Metschnikowia clade have been discovered 
associated with insects and angiosperms. To name just a few examples, M. proteae [29], M. 
drakensbergensis, and M. caudata [30] were found to be nectarivorous yeasts associated with Protea 
flowers in South Africa. Still on the African continent, in Morocco, a taxonomic study of the floral nectar 
yeasts of Teucrium pseudochamaepitys, Teucrium polium, and Gladiolus italicus described the new species 
M. maroccana [23]. In the Cerrado ecosystem (Brazil), Rosa et al. [31] isolated twelve strains of M. 
cerradonensis from flowers of Ipomoea carnea and from beetles of the genus Conotelus. In the Amazonia, a 
new species closely related to M. arizonensis was discovered in passion fruit (Passiflora edulis) flowers 
and was named M. amazonensis [25]. From mustard (Brassica rapa) and broad bean (Vicia faba) fields in 
Japan, four new strains closely related to the Hawaiian M. hawaiiana were isolated; the four strains were 
described as a new species named M. miensis [24]. Regardless of continent or habitat, there is an 
extraordinarily high diversity of yeast species that transit between the floral nectaries of diverse plant 
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species and insects. Table 1 lists some such yeast species and the plant and insect taxa with which they 
are associated. 

It is well known that, through their fermentation activity, yeast communities play significant 
ecological roles in plant reproduction through mutual relationships with pollinator attraction [32,33]. 
However, some plants pollinated by invertebrates have their nectar sugars primarily metabolized by 

[34,35]. The following sections will present (i) an overview of the nectar nutrients found in different 
plant species, (ii) the metabolic pathways carried out by the yeasts inhabiting floral nectar, and (iii) the 
biotechnological potential of these yeasts. Although it is widely known how beneficial the relationship 
is to the three parts in question here (yeasts, insects, and plants), we will also address mutualistic 
relationships in pairs  that is, the mutualism established between yeasts and only one of the other two 
parties (i.e., plant or insect, but not both simultaneously). Finally, this article aims to encourage 
researchers worldwide to dig into yeast prospection for high-added-value VOCs. 
 

Table 1. Examples of nectar- and insect-associated yeast species. 

Yeasts Plants Insects References 
Candida ipomoeae Ipomoea spp. and Convolvulaceae Conotelus sp. [22] 
Candida kunwiensis Ipomoea batatas Bombus terrestris [36] 

Candida powellii and Candida tilneyi Ipomoea carnea Conotelus sp. [26] 
Cryptococcus albidus Helleborus foetidus Bombus spp. [15] 

Cryptococcus victoriae Helleborus foetidus Bombus spp. [15] 
Cystofilobasidium capitatum Helleborus foetidus Bombus spp. [15] 

Kodamaea transpacifica  Ipomoea alba Beetles (Nitidulidae) [37] 
Metschnikowia amazonensis Passiflora edulis Conotelus sp. [25] 

Metschnikowia bowlesiae Ipomoea indica Conotelus mexicanus [27] 

Metschnikowia caudata 
Protea roupelliae, Protea 

dracomontana, and Protea 
subvestida 

Apis mellifera [30] 

Metschnikowia cerradonensis Ipomoeae carnea Beetles (Conotelus) [31] 
Metschnikowia cubensis Ipomoea acuminata Conotelus spp. [38] 

Metschnikowia drakenbergensis Protea dracomontana Heterochelus sp. [30] 
Metschnikowia drosophilae Ipomoea sp. Drosophila bromeliae [26] 
Metschnikowia lochheadii Ipomoea indica Conotelus mexicanus [26] 
Metschnikowia maroccana Teucrium polio NR* [23] 

Metschnikowia miensis Brassica rapa NR* [24] 

Metschnikowia proteae Protea caffra 
Atrichelaphinis tigrina, Cyrtothyrea 

marginalis, and Heterochelus sp. 
[29] 

Metschnikowia reukaufii Helleborus foetidus Bombus terrestris [39] 
Metschnikowia santaceciliae, Candida 

hawaiiana, and Candida kipukae 
Ipomoea indica Conotelus spp. [40] 

Metschnikowia vanudenii Asclepias syriaca Flies (Muscidae) [20] 
Pseudohyphozyma bogoriensis Lamprococcus chlorocarpus Bees [41] 

Pseudozyma hubeiensis Cryptanthus dianae Bees [41] 
Sporobolomyces carnicolor Aechmea froesii Bees [41] 

Teunia rosae Rosa chinensis NR* [42] 
Teunia rudbeckiae Rudbeckia bicolor NR* [42] 

*NR = not reported by the authors. 



20 
 

2.2  YEASTS AT WORK: NECTAR FERMENTATION AND VOC PRODUCTION 

2.2.1  Nectar Composition 

For pollen dispersal to occur between plants, about 90% of angiosperm species rely on animals that 
forage flowers in search of food resources [43
flowers take into account the amount of nectar available, the variability and concentration of its 
nutrients, and even the microorganisms found in the nectary [47 49]. 

Nectar is produced in the nectariferous gland, found in angiosperm flowers either at their 
receptacles, hypanthia, petals, sepals, stamens, or pistils (Figure 1), and its primary function is to attract 
animal pollinators, including insects [50,51]. Nectar is a sugar-rich aqueous solution whose composition 
varies widely according to the time and sexual phase of the plant, the environmental conditions, and 

monosaccharides. Sucrose is the main disaccharide found, while glucose and fructose are the main 
hexoses [52 55]. The presence of these compounds is also quite variable across plant species, among 
species of the same genus, and even within plants of the same species (see Table 2). In addition to 
carbohydrates, nectars also have other components, but in smaller amounts, such as amino acids, 
proteins, minerals, protein, non-protein antioxidants, phenols, alcohols, and alkaloids [55 60]. 

 
Figure 1. Yeasts in flower nectaries ferment sugars, metabolize amino acids, and produce VOCs that might alter 

may happen between different individual plants or between both parts in the same flower). Then, pollen 
germinates, and the pollen tube emanates, eventually allowing fertilization. 

 



21 
 

Table 2. Nectar composition of different angiosperm species. 

Plant Species 
Sucrose 

(%) a 
Glucose 

(%) a 
Fructose 

(%) a 
Amino Acids Detected b References 

Aconitum spp. c 39.9 87.6 0 2.9 9.5 60.1 - [52] 
Antirhinum australe 78.2 d 9.4d 12.5 d - [61] 

Aquilegia spp. c 96 98.4 1.0 2.5 0.6 1.5 - [61] 

Billbergia distachia 69.5 14.8 15.3 
Ala, Asp, Arg, Asn, GABA, Gln, Glu, Gly, His, Ile, Leu, Lys, 

Met, Phe, Ser, Thr, Tyr, Val [62] 

Cotoneaster spp. c 0 11.2 22.9 75.0 25.0 65.9 - [63] 
Diplacus (Mimulus) 

aurantiacus 66.6 d 13.3 d 20.1 d 
Ala, Arg, Asp, CIT, GABA, Glu, His, Leu, Pro, Ser, Thr, Tyr, 

Val [64] 

Gladiolus illyricus 51.3 d 30.7 d 18.0 d - [61] 

Gentiana lutea <1.5 d 
50.0 55.0 

d 
45.0 50.0 

d Ala, BALA, Arg, Cys, CIT, L-HSE, GABA [65] 

Iris spp. c 71.4 94.1 3.6 18.6 2.3 10.0 - [61] 
Lonicera spp.c 63.5 64.6 22.3 22.7 12.7 14.2 - [61] 

Marrubium supinum 43.6 d 26.7 d 29.7 d - [61] 
Neottia ovata 18.3 44.0 37.8 Ala, BALA, Arg, Cys, AABA, GABA [66] 

Nicotiana spp. c 3.8 57.0 2.7 38.5 29.8 63.2 
AABA, Ala, Asn, Asp, BALA, GABA, Gln, Glu, Gly, His, Leu, 

Lys, Ile, ORN, Phe, Pro, Met, Ser, Thr, Trp, Tyr, Val 
[67] 

Polemonium 
caeruleum 

42.1 e 21.0 e 32.8 e Arg, BABA, Gln, Glu, His, Ile, Leu, Lys, Met, NVA, ORN, 
Phe, Pro, Ser, Thr, Val 

[68] 

Vicia spp. c 54.2 56.0 23.9 26.2 19.6 20.1 - [61] 
a Percentages of the amount of sugar, as reported in the references consulted. b Compounds determined to be 
present in nectar in the references consulted. Some of them did not determine other compounds besides sugar. 

- -aminoadipic acid; Ala, alanine; Arg, Arginine; Asn, asparagine; Asp, 
aspartate; BABA -aminobutyric acid; BALA, ß- -aminobutyric acid; 
Gln, glutamine; Glu, glutamate; Gly, glycine; His, histidine; Ile, isoleucine; Leu, leucine; LHSE, L-homoserine; Lys, 
lysine; Phe, phenylalanine; Met, methionine; NVA, norvaline; ORN, ornithine; Pro, proline; Ser, serine; Thr, 
threonine; Trp, tryptophan; Tyr, Tyrosine; Val, valine. Proteogenic amino acids have only the first letter capitalized; 
non-protein amino acids have all letters capitalized. c Values are the range of different species of the same genus in 
each indicated study. d Approximated mean values based on the different experimental conditions tested by the 
authors. e Values are the mean of 14 studied populations by [68]. 

2.2.2  Main Metabolic Routes for Nectar-Based VOC Production 

2.2.2.1  Carbohydrate Metabolism 

The products of yeast fermentation of sugars are widely described in the literature, although most 
research on this topic refers to Saccharomyces cerevisiae and other model yeasts that are rarely isolated 
from floral nectar (however, see Gonçalves et al. [69 71] for some pioneer studies on the carbohydrate 
metabolism of the Wickerhamiella/Starmerella clade, which is prevalent in floral nectar). In any case, it is 
known that, depending on the yeast species involved and the environmental conditions, many VOCs 
may be obtained from carbohydrate metabolism [72 74]. This is especially relevant for acetaldehyde, 
ethanol, ethyl acetate, acetic acid, and acetoin, which can be produced within one-to-three reactions (of 
a metabolic pathway) from pyruvate [75 80]. In fact, as an intermediate product of sugar oxidation, 
pyruvate can work as a wildcard and be used in different metabolic pathways (Figure 2). 

Sucrose, glucose, and fructose are the major sugars in nectar [55,68,81]. Furthermore, yeast cells 
may hydrolyze sucrose either in the periplasm, cytoplasm, or both [82]. Glucose and fructose result 
from this breakdown, and then they are channeled to the Embden Meyerhof Parnas (EMP) pathway, 
producing two mols of pyruvate for each mol of monosaccharide. Pyruvate can follow the alcoholic 
fermentation route, being decarboxylated into acetaldehyde, which, in turn, is predominantly reduced 
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into ethanol. Nevertheless, acetaldehyde may have two major species-dependent alternative fates that 
matter in this context: acetic acid and acetoin. While the first results from acetaldehyde oxidation [77], 
the second emerges from the condensation of two acetaldehydes. Moreover, when acetaldehyde 
eventually condensates with pyruvate, acetolactate arises, and this later compound can also be 
decarboxylated into acetoin [79]. Besides acetoin, acetolactate may give rise to isobutanol as well. In this 
case, though, it must be first reduced into 2,3-dihydroxyisovalerate, and this is then dehydrated to 2-
ketoisovalerate. In turn, 2-ketoisovalerate can be either aminated, producing valine, or decarboxylated 
into isobutyraldehyde, which is reduced into isobutanol [75,77,80]. Finally, pyruvate can also be 
oxidized and decarboxylated into acetyl coenzyme A (acetyl-CoA). When it alternatively condensates 
with ethanol or isobutanol, acetyl-CoA generates ethyl acetate or isobutyl acetate, respectively [78,80] 
(Figure 2). 

 
Figure 2. Saccharomyces 
cerevisiae and other model yeasts. The hexoses glucose and fructose can be directly available in nectar or be 
generated from sucrose hydrolysis. Each mol of these hexoses is converted into two mols of pyruvate through the 
Embden Meyerhof Parnas (EMP) pathway, herein represented by a thick arrow. Pyruvate also works as a 
precursor of amino acids, such as valine, which can be found in nectar as well. VOCs are shown in bold italics. 
Acetaldehyde (underlined) can be either secreted as any other volatile compound or converted into different VOCs. 
Enzymes and coenzymes were omitted for the sake of simplification. Carbohydrate metabolism in Metschnikowia 
and other non-Saccharomyces yeasts prevalent in floral nectar remains greatly understudied. For further details, see 
the main text. 
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Floral nectar can also contain glycoconjugates formed by monosaccharides bound (especially 
through a ß- -terpineol 
[85,86], methyl salicylate [85,87], 1-hexanol [88,89], eugenol [59,90], vanillin, and vanillyl alcohol [91
93]. When these glycoconjugates are hydrolyzed by yeast glucosidases, their aglycones volatilize [94
98], working as attractive or repelling agents for insects (see Section 3). 

 -keto acid, from which different amino 
acids can result. This is not just the case of valine, as shown in Figure 2, but also of leucine, isoleucine, 
and alanine, which can be produced when pyruva -keto 
acid), threonine, or glutamate [99,100]. The following section will address the role of amino acid 
metabolism in VOC production. 

2.2.2.2 What else, Besides Sugar, may Nectaries Offer to Yeast-Based VOC 

Production? 

Although VOCs can be mostly produced from sugar metabolism, as stated before, other nutrients 
available in floral nectar cannot be disregarded in the generation of volatile compounds. In fact, these 
nutrients are meant to work as precursors, being sometimes converted into VOCs. Considering the 
diversity of the compounds besides sugars in natural nectars (Table 2), amino acids stand out as the 
second most abundant components [65,101,102], and their transformation increases the myriad of VOCs 
that may be produced in nectaries [3,76]. As an additional evolutionary strategy, a high rate of tandem 
gene duplication in the genome of the prevalent nectar-dwelling yeast Metschnikowia reukaufii has been 
reported [103]. It is worth noting that those duplicated genes are directly related to the improvement of 
this yeast nitrogen metabolism. Moreover, Dhami et al. [103] found that the high-capacity amino acid 
importers encoded by GAP1 and PUT4 genes were highly expressed in synthetic nectar and regulated 
by the availability and quality of amino acids. Interestingly, the rapid depletion of nitrogen sources 
promoted by gene duplications is, in fact, a key mechanism of the priority effects that determine the co-
occurrence of nectar microbes. 

When metabolizing amino acids, yeasts produce higher alcohols (alcohols that have more than two 
carbons) and esters [104,105]. Although they are present in much less concentration than sugars 
[43,55,68,106], virtually all proteogenic amino acids (those twenty used in the protein translational 
process) are found in floral nectars [66,101,106], with proline, phenylalanine, histidine, asparagine, 
serine, glutamine, cysteine, and glutamate being the most prevalent ones [65,68,101,102,107,108]. 
Among them, phenylalanine and cysteine can be, respectively, converted into the higher alcohols 2-
phenylethanol and 2-mercaptoethanol through the three-step (transamination decarboxylation
reduction) Ehrlich Pathway. Moreover, when a higher alcohol such as 2-phenylethanol reacts with 
acetyl-CoA (which can be originated through both sugar and amino acid oxidation), an acetate ester 
such as 2-phenylethyl acetate can be easily produced, contributing to the formation of the floral bouquet 
(reviewed by Dzialo et al. [76]). 

In addition to these VOCs, it is worth mentioning that other amino acids (yet present in lower 
concentrations in floral nectar) can also be converted, within a few reactions, into several other aroma 
compounds. This is the case of branched-chain amino acids (BCAAs), such as valine (see Figure 2). 

-keto-acid derivative branched alcohols 2-methyl propanol 
(isobutanol) and 2- and 3-methyl butanol (isoamyl alcohol) [109,110]. Moreover, threonine, an amino 
acid highly metabolized by yeasts [76,111,112], may be converted into propanol, butanol, propionic acid, 
acetic acid, and ethyl acetate [113]. 

Among the amino acids typically found in nectar, some are not used to build proteins (i.e., the so-
called non-protein amino acids NPAAs). About 250 NPAAs have already been found in plants, 
especially in the families Fabaceae, Sapindaceae, and Cucurbitaceae [114]. Although NPAAs play 
central physiological roles in plants, mainly as bioactive compounds (acting as antiherbivore, 
antimicrobial, antioxidant, and/or growth-promoting agents), some of these amino acids are known to 
be metabolized by yeasts, namely, -alanine [116,117], citrulline [89,118], ornithine [119], 

-aminobutyric acid (GABA) [120,121], hydroxytryptophan [122], selenocysteine [123], methionine 
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sulfoxide [124], serotonin [125], and dopamine [126]. Despite the lack of studies regarding VOC 
production from NPAAs by nectar microbes, it is likely that some of them (especially those with S-
containing side chains) are converted into volatile compounds by yeast cells [127]. 

2.3 DOUBLE AGENT YEASTS 

The presence of yeasts in flowers and insects has been acknowledged since the 19th century (see, 
for example, the pioneer study of Boutroux [128]), but it is during the last few decades that the 
mycological study of flowers and their pollinators has acquired a particular interest [15,21,22,129 131]. 
In most cases, the relationship between plants and nectar yeast has been pointed out as beneficial to 
angiosperms because these microorganisms contribute to attracting pollinating insects (as described 
above). Despite this fruitful symbiosis for the three parts involved, flowers and yeasts can also work 
together as a duo, establishing a partnership against some insects (e.g., by attracting the parasitoids that 
infect some pest insects [112,132]). 

Nectar-
[133]. Although repelling insects may appear to be a disservice to the plant (avoiding approximation of 
potential pollinators), it may indeed protect the plant from mere pollinivorous insects (the ones that 
feed on pollen). In line with that, Ljunggren et al. [132] showed that the presence of Metschnikowia 
andauensis and Metschnikowia pulcherrima, which are often found in association with insects feeding on 
foliage, flowers, and/or fruits, had a repelling effect on larvae of the cotton leafworm Spodoptera littoralis 
(Lepidoptera, Noctuidae), an insect species that naturally feeds on the foliage of a wide spectrum of 
broad-leaved plants [134]. Furthermore, the authors highlighted some VOCs produced by those yeasts 
in a particularly high manner such as ethyl 3-methyl butanoate, ethyl propanoate, heptan-4-ol, nonan-
2-ol, and sulcatone  which may be involved with the repelling effect they observed. 

Interestingly, yeasts may also act against some pest insects, namely, aphids, by attracting their 
natural parasitoids to the flowers. In this context, Sobhy et al. [112] showed that the aphid parasitoid 
wasp Aphidius ervi is highly attracted by VOCs produced by the nectar specialist yeasts M. gruessii and 
M. reukaufii. Moreover, this Metschnikowia-fermented nectar proved to offer satisfactory amounts of 
macro- and micronutrients to meet the A. ervi needs. The results found by those authors suggest that 
parasitoid-attracting VOCs may integrate strategies of insect pest biocontrol. 

However, yeasts can also work the other way around, i.e., pro-insect and against plants. In this 
case, one can say that the plant is the betrayed party. As Ljunggren et al. [132] also showed, the plant-
associated yeasts Cryptococcus nemorosus, Metschnikowia lopburiensis, and M. hawaiiensis had an attracting 
effect on the cotton leafworm S. littoralis larvae. It is likely that geranyl acetone, cyclohexanone, 2-ethyl-
1-benzofuran, and 1,3,5-undecatriene produced by the so-referred yeasts are related to the leafworm 
attraction [132]. In this yeast insect partnership, while the plant is attacked by herbivores, the animal 
finds a rich nutrient source, and the microorganism benefits from dispersal and a safe breeding place 
[135,136]. 

Curiously, Herrera et al. [39] showed that free-ranging bumble bees (Bombus terrestris) preferred to 
feed on yeast-containing nectar of the early-blooming herb Helleborus foetidus. However, yeast presence 
led to a reduction in the number of pollen tubes in style and, consequently, a decline in plant fecundity. 
In agreement with these findings, M. reukaufii has been considered a nectar contaminant. By consuming 
the nectar sugars, this yeast ends up inhibiting pollen germination (which relies on these carbohydrates 
as carbon and energy sources) and probably limits fertilization and fruit set in Asclepias syriaca [137,138]. 
The negative effect of M. reukaufii on plant fecundity was also corroborated by de Vega and Herrera 
[139], who demonstrated that the growth of this yeast species renders floral nectar nutritionally poor; 
the nutrient concentration on flower decreases while yeast density increases. In contrast, Zhou et al. 
[140] recently showed a positive effect of Pichia fermentans on Carya illinoinensis pollen germination 
ability, with an average increase of 33.6%. Additionally, Colda et al. [141] observed significantly higher 
visitation rates of honeybees and hoverflies to the flowers of different varieties of European pear trees 
(Pyrus communis) when M. reukaufii was inoculated on nectar with the bacterium Acinetobacter nectaris. 
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However, this visitation increase was not seen when both microorganisms were separately sprayed in 
the pear flowers [141]. 

Finally, de Vega et al. [142] have recently reported that the effects of M. reukaufii on the 
reproduction of different Mediterranean plants ranged from negative to neutral or positive, depending 
on the plant species. Moreover, the authors suggested that the inter-species variation in the indirect 
effects of nectar-inhabiting yeasts on plant pollination might be due to the variation in the pollinator 
community, the specific microbes colonizing floral nectar, and the order of microbial arrival to the 
nectary (i.e., priority effects) [142]. Therefore, the differences between treatments observed by these 
authors might be driven not only by the interaction of M. reukaufii with insect pollinators, but also by 
the interactions of this yeast species with other nectar microbes, such as bacteria [142]. 

Be that as it may, the nutritional decay of floral nectar results in decreased concentrations of 
sucrose, glucose, and fructose, as well as intraspecific characteristics of the nectar, directly impacting 
the behavior of pollinators [34,53]. Herrera et al. [129] emphasize that the density of yeast cells in nectar 
can reach an order of between 103 and 105 cells/mm3, which explains such a change. On the other hand, 

 of 
view), it is worth noting that the biotransformations carried out by these microorganisms and even their 
own cells may be attractive to pollinators and other flower-visiting insects. Furthermore, these metabolic 
activities produce heat [143,144] and can increase flower temperature by up to 6 °C [145]. This increase 
in temperature, especially in winter-blooming plants or angiosperms from arctic and alpine 
environments, has been shown to be beneficial for pollination. In this context, some hypotheses can be 
raised to explain this benefit: (i) the heat released warms the internal air of the flower and, to a certain 
extent, the air around it as well, making the temperature more attractive to pollinators; (ii) the increase 
in temperature favors plant metabolism and, consequently, pollen germination [145]; and (iii) the heat 
gain facilitates the volatilization of compounds that attract pollinating insects [146]. 

2.4 PROSPECTING YEASTS FOR BIOTECHNOLOGICAL PURPOSES 

The ecological functions of nectar-inhabiting yeasts and the relevance of their relationship with 
angiosperms and insects for the environmental equilibrium are unquestionable. Furthermore, from a 
biotechnological point of view, the exploitation of yeast VOCs emerges as a strategy for process 
development, since there is an increasing commercial interest and market expansion of these 
compounds. Acetaldehyde, dimethyl disulfide, ethyl acetate, 2-phenyl ethanol, 3-methyl-1-butanol, 2-
acetyl furan, indole, geranyl acetone, hexanoic acid, and benzyl alcohol are some examples of VOCs 
emitted by nectar-inhabiting yeasts that could be commercially exploited as biotechnological products 
in fermentative processes [133]. 

investment for product development. For example, from the aldehyde class, acetaldehyde is highlighted 
as a VOC widely expanding in the market and which may be of interest for production by yeasts 
prospected from angiosperms. This compound is considered a building block for its wide industrial 
application, being used in the manufacture of acetic acid, flavorings, dyes, and medicines, and it is an 
intermediate compound for the production of different alcohols [147]. Between 2015 and 2021, the 
market value of acetaldehyde increased from USD 1.14 billion to USD 1.53 billion, and is expected to 
further increase to USD 2.54 billion by 2029 [148]. Notably, acetaldehyde is commonly reported as a 
VOC produced by yeasts obtained from floral nectar, such as M. reukaufii and M. gruessii [88,112]. 
Aureobasidium pullulans also has the potential for acetaldehyde production. This species has also been 
reported to produce other compounds of interest, such as n-propanol, isobutanol, 2-methyl-1-butanol, 
and ethanol [88]. Another important characteristic of A. pullulans is its ability to assimilate glucose and 
xylose, which makes it a promising candidate for the co-production of second-generation bioethanol 
(using hydrolysates from lignocellulosic biomass) [149]. 

Given their commercial relevance, the alcohols produced by nectar yeasts can expand the field of 
biofuels and fine chemical production. For example, ethanol is a primary metabolite of yeast 
fermentative processes, being a widely reported VOC among prospected yeasts of angiosperms, and 
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has a high expanding economic interest [88,112,149]. The compound annual growth rate (CAGR) of 
ethanol is estimated to increase by 4.8% from 2020 to 2027, with a market value of USD 89.1 billion in 
2019 [150]. The application of ethanol as a biofuel is the most widespread. Furthermore, ethanol is 
considered a building block in the industry, since it can be used in the automotive industry and in the 
medical and food fields. Besides the potential of A. pullulans for xylanase production and ethanol co-
production, yeasts prospected from angiosperms, such as M. reukaufii, M. koreensis, and Rhodotorula sp. 
are also associated with ethanol production [149,151]. 

Other alcohols of interest detected in these natural systems are, for example, 2-methyl propanol, 2-
phenyl ethanol, 3-methyl-butanol, 2-methyl-butanol, and 2-ethyl-1-hexanol [88,112,133,151]. The 
prospection of VOC-producing yeasts in angiosperms is an alternative for the biotechnological 
development of a mixture of alcohols with high added value for the biotechnological industry, since 
these alcohols are used in different sectors for the development of solvents, sanitizing agents, 
plasticizing agents, and in other highly valued chemicals. The commercial interest of these compounds 
is associated with the growth of other sectors where these alcohols are building blocks for interesting 
products, e.g., a 5% growth in the CAGR of 2-ethyl-1-hexanol is estimated between 2020 and 2025. As 
this alcohol is used in products such as paints, coatings, other construction materials, and adhesives, its 
market value is projected to expand while its demand increases [152]. 

A dual role of yeasts in this insect angiosperm relationship can also be considered. On the one 

VOC mixtures that can attract more insects to the plant. Therefore, the main market interest is focused 
on prospecting yeasts as VOC production biofactories. On the other hand, this distinctive mixture of 
VOCs can have a neutral or repelling effect on insects, and exert antimicrobial functions, which can be 
of interest to exploring the potential of these yeasts and the compounds they produce in agricultural 
biocontrol [112,153]. 

The mechanisms of communication between insects and their microbiota have yet to be explored, 
but there is growing interest in exploiting the insect microbe system for agricultural biocontrol. These 
processes may boost studies on the possibilities of using the attraction based on the insect
microorganism system. Since it has been shown that VOCs produced by yeasts can attract hosts to locate 
food, Sobhy et al. [112] have suggested that strategies to attract the insect out of the planting area would 
prevent agricultural pest populations from reaching levels of economic damage. 

Other strategies such as the production of extracts containing VOC-producing yeast cells or other 
antimicrobial compounds may also be exploitable. Metschnikowia pulcherrima was used for postharvest 
biocontrol of blue mold infections of apples (caused by Penicillium expansum) and was observed to 
significantly reduce the disease on the fruit during one month of storage, and, to exhibit resistance to 
diphenylamine, a postharvest antioxidant treatment [154]. Similarly, Sporobolomyces roseus was isolated 
from grape flowers and used for postharvest biocontrol against P. expansum, proving to control 
pathogen growth and mycotoxin production. The results were associated with competition for nutrients 
and the production of antifungal VOCs [155]. Due to the advances in research on reducing the use of 
agrochemicals in agriculture, this field of using yeasts related to pollination systems as biocontrol agents 
for pests in agriculture is still an unexplored gap in research that has a broad biotechnological potential 
[154 156]. 

The biotechnological potential of yeasts in the foods and beverages industry (for example in 
bioflavor production) can be achieved through two approaches: by adjusting the environmental factors 
of fermentation conduction or via genotype modification of yeast strains. Changing environmental 
factors can be an important and convenient but sometimes challenging strategy to optimize the 
production of desired compounds. Therefore, given the recent expansion of the biodiversity of newly 
isolated yeasts, genetic engineering strategies have been driven to select or develop strains with 
aromatic properties far beyond what is possible by adjusting environmental parameters [76]. 

The scenario herein described thus makes clear the importance of prospecting new yeast strains 
for their potential for VOC production, leading to expanding the biotechnological markets. Table 3 
summarizes the industrial application of the main VOCs produced by insect plant-associated yeasts. 
Although the real industrial potential nectar-inhabiting yeasts remains to be thoroughly evaluated in 
terms such as process yield vs. production costs, some yeasts species often found in flowers (including 
floral nectar) and insects, such as Aureobasidium pullulans, Sporobolomyces spp., and Yarrowia lypolytica, 
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have already demonstrated unique metabolic, genetic, and/or physiological features to play a major role 
in diverse bioprocesses [157 159]. All in all, the near future seems promising, since new technologies 
for evaluating and collecting these compounds have been investigated and could be significant drivers 
of further research and investments in the field [157]. 
 

Table 3. Summary of the biotechnological potential of insect plant-associated yeasts for VOC production. 

VOCs Producing Yeasts Industrial Application References 

Acetaldehyde 

Aureobasidium pullulans 
Metschnikowia reukaufii 
Sporobolomyces roseus 
 Hanseniaspora uvarum 

Yarrowia lipolytica 

Adhesive 
Corrosion inhibitor 

Flavoring agent  
Personal care 

Pesticide 
Solvent 

[88,112,158,159] 

Dimethyl disulfide 

Metschnikowia reukaufii 
Metschnikowia gruessii 
 Hanseniaspora uvarum 
Sporobolomyces roseus 

Yarrowia lipolytica 

Flavoring agent  [112,158,160] 

Ethyl acetate 

Metschnikowia reukaufii 
Sporobolomyces roseus 
 Hanseniaspora uvarum 
Aureobasidium pullulans 

Adhesive 
Household care 
Flavoring agent 

Furniture 
Medical supplies 

Motor oil 
Personal and pet care 

Paint composition 
Pesticide 

Pure chemical 
Solvent 

[88,112,158] 

Ethanol 

Rhodotorula sp. 
Metschnikowia koreensis 
Metschnikowia reukaufii 
Aureobasidium pullulans 

Yarrowia lipolytica 

Antifoaming agent 
Antimicrobial active 

Astringent 
Defoamer 

Drying agent 
Flavoring agent 
Hand sanitizer 

Laboratory supplies 
Personal and pet care 

Sealant 
Stabilizing agent 

Surfactant 
Solvent 

[88,112,133,149,151,158,
159,161] 

2-phenyl ethanol 

Aureobasidium pullulans 
 Hanseniaspora uvarum 

Lachancea thermotolerans 
Metschnikowia reukaufii 

Yarrowia lipolytica 

Flavoring agent 
Household care 
Personal care 

Pesticide 
Preservative 

[88,112,158,162,163] 

2-methyl-1-butanol 

Aureobasidium pullulans 
 Hanseniaspora uvarum 
Metschnikowia gruessii 

Metschnikowia reukaufii 
Sporobolomyces roseus 

Flavoring agent [88,112,151,158,161] 

2-ethyl-1-hexanol 
Aureobasidium pullulans 
Metschnikowia reukaufii 

Additive 
Building materials 

Dispersant 
Flavoring agent 

Solvent 

[88,151,161] 

Indole 
Lachancea thermotolerans 

Yarrowia lipolytica 
Flavoring agent 
Personal care [162,164] 

Geranyl acetone Lachancea thermotolerans Flavoring agent [162] 
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Hexanoic acid 
Lachancea thermotolerans 

Yarrowia lipolytica 

Household care 
Cleansing 

Emulsifying 
Chemical 

Personal care 
Surfactant 

Solvent 

[159,162] 

Benzyl alcohol Lachancea thermotolerans 

Antimicrobial 
Adhesive removers 

Binder 
Craft supplies 

Chemical synthesis 
Cleaning agent 
Curing agent 

Emulsifier 
Flavoring agent 

Personal and pet care 
Solvent 

Surfactant 
Viscosity modifier 

[162] 

Acetic acid 
Metschnikowia reukaufii 
Metschnikowia koreensis 

Yarrowia lipolytica 

Antimicrobial agent 
Craft supplies 

Buffering agent 
Flavoring agent 
Household care 

Laboratory supplies 
Pesticide 

Refining agents 

[151,159] 

2.5 CONCLUSIONS 

It is generally acknowledged that a better understanding of yeast diversity in natural habitats, their 
tolerance to environmental stressors, their relationships with other organisms, and their ecological roles 
may help to improve the current biotechnological uses of these microorganisms and develop novel 
applications. Furthermore, the application of ecological concepts to the design of yeast-based 
bioprocesses might contribute to achieving the major goals of a circular bioeconomy, namely, the 
sustainable, resource-efficient valorization of biomass and other resources in integrated production 
chains [165]. 

As discussed in previous sections, nectar-inhabiting yeasts have a huge potential in diverse 
bioprocesses due to the diverse metabolic capabilities linked to niche adaptations they possess and their 
tolerance to the multiple stress factors often encountered in their natural habitat, such as high osmotic 
pressure, limited nitrogen availability, acidic pH, presence of toxins of plant origin, and strong 
competition with other microbes [56,58,61,103,166 169]. Production of a huge variety of VOCs is an 
additional desirable trait of some nectar yeasts that opens the door to new strategies for controlled 
pollination and pest biocontrol [112,141,170]. Therefore, although it might still take a long time to 
dethrone Saccharomyces cerevisiae as the main (and sometimes the only) yeast used in most current 
bioprocesses, we expect that further research on nectar-inhabiting yeasts might lead to expanding the 
list of non-conventional yeasts of biotechnological interest [171]. 
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3 ARTIGO A SER SUBMETIDO: ANÁLISE DA PRODUÇÃO DE COMPOSTOS 

ORGÂNICOS VOLÁTEIS POR LEVEDURAS DA MICROBIOTA DE BESOUROS 

E ABELHAS 

 

RESUMO 

A produção de etanol que ocorre pela fermentação microbiana está consolidada no mercado 
há décadas e é uma alternativa sustentável e renovável.  Também na natureza, leveduras 
consomem carboidratos como a sacarose, principal dissacarídeo presente na cana-de-açúcar 
e no néctar das flores, e os convertem no referido álcool e noutros compostos orgânicos 
voláteis. A Saccharomyces cerevisae é a levedura mais utilizada nos mais variados 
bioprocessos, porém ela possui algumas limitações quanto à geração de alguns metabólitos, 
exigindo modificações genéticas para essa produção. No entanto, como alternativa, pode-se 
recorrer a leveduras selvagens presentes em diversos ambientes. Leveduras que habitam 
nectários florais, por exemplo, consomem nutrientes do néctar e produzem Compostos 
Orgânicos Voláteis (COVs) que são responsáveis por atrair ou repelir insetos, impactando 
diretamente na polinização ou servindo de biocontrole contra pragas, protegendo algumas 
plantas. O presente trabalho isolou 26 cepas de leveduras, sendo 7 de abelhas e 19 de 
besouros. Aleatoriamente foram selecionadas sete dessas cepas para um screening em um 
meio de cultura que simulou o néctar (pH 5, 150 g/L de sacarose e 2 g/L de peptona de 
caseína) e um meio rico (pH 5, 150 g/L de sacarose e 20 g/L de peptona de caseína e 10 g/L 
de extrato de levedura), com o intuito de observar através de perfis de crescimento, a 
performance de biomassa dessas leveduras. Dessa triagem, três cepas (CHAP-242, CHAP-
245 e CHAP-248) se destacaram em ambos os meios e foram submetidas a um Delineamento 
de Composto Central (DCC) com quatro variáveis (pH e concentração de sacarose, peptona 
de caseína e extrato de levedura). O consumo de sacarose e a produção de etanol em 34 e 
96 horas de incubação foram quantificadas em HPLC, e três respostas foram analisadas: 
percentual de consumo de sacarose e rendimento e produtividade de etanol. No DCC, a cepa 
que obteve destaque em todas as respostas foi a CHAP-248, que atingiu, em algumas das 
condições testadas, 100% de consumo de sacarose, rendimento de 472,66 mgetanol/gsacarose e 
produtividade de etanol de 1595,96 mg/L*h. A análise dos COVs produzidos além do etanol 
foi realizada por extração líquido-líquido por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria 
de massas (GC-MS). Cinco compostos mostraram-se prevalentes: o 2-Feniletanol foi 
identificado em todas as amostras do screening e do DCC; o triptofol foi identificado na CHAP-
245 em ambos os meios do screening e em algumas condições do DCC; o metionol apareceu 
somente na CHAP-245 e CHAP-248 do meio rico do screening; o fosfato de trietila foi 
identificado somente no meio rico do screening em 70% das cepas analisadas; e, o 2-
Ciclohexen-1,3,5,5-trimetil, somente no néctar sintético em 60% das cepas analisadas. 
 
Palavras-chave: Insetos; Néctar floral; Prospecção de leveduras; Sacarose; Fermentação; 
COVs; Etanol; Biotecnologia. 
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3.1 INTRODUÇÃO 

A utilização excessiva de combustíveis fósseis apresenta sérios riscos para o 

meio ambiente. Por serem recursos não renováveis, esgotam em curto período de 

tempo, acarretando mudanças climáticas drásticas e indesejáveis (Eswaran; 

Parameswaran; Johnson, 2021). Com isso, surge a necessidade de se encontrar 

maneiras renováveis e sustentáveis de obtenção de produtos que são altamente 

demandados pelos mais diversos setores industriais. O etanol é um composto que 

possui aplicação nos setores farmacêuticos, alimentícios, bebidas e principalmente no 

ramo dos combustíveis, atuando como combustível primário ou complementador da 

gasolina, recurso proveniente diretamente do petróleo (fonte não renovável), como 

forma de aumentar a eficiência energética (Iram; Cekmecelioglu; Demirci, 2022). 

Leveduras são microrganismos unicelulares pertencentes ao reino Fungi que 

há centenas de milhões de anos vivem em simbiose com diversos seres vivos, como 

plantas, insetos e até mesmo seres humanos (Heckman et al., 2001). As leveduras 

utilizam carboidratos como fonte de energia para aumentarem sua biomassa e 

consequentemente expelirem metabólitos que podem ser de grande interesse 

comercial, como os Compostos Orgânicos Voláteis (COVs) (Giehl et al., 2022). O 

dissacarídeo mais consumido por esses microrganismos é a sacarose, que está em 

maior quantidade na cana-de-açúcar e nos nectários florais. A glicose é o 

monossacarídeo mais consumido pelas leveduras, porém a frutose e a xilose, que 

estão presentes nesses vegetais, também fazem parte dos substratos por elas 

consumidos et al., 2009). 

O néctar presente nas flores é rico em açúcares e pobre em aminoácidos. As 

leveduras selvagens estão presentes em quase todos os ecossistemas, inclusive em 

ambientes florais, usando dos recursos disponíveis no néctar para se reproduzirem. 

Como consequência de seu metabolismo nesses ambientes, elas produzem COVs 

(Becher et al., 2018; Pozo et al., 2009). Ao metabolizar os nutrientes presentes nas 

flores, as leveduras geram COVs que podem servir de atrativos ou repelentes para 

insetos que irão ou não visitar determinada planta. Essa interação pode resultar em 

benefício para as flores. Quando há atração, consequentemente ocorre a polinização 

que acaba propagando algumas espécies de plantas. Quando os compostos gerados 

repelem insetos, eles podem estar atuando como controladores biológicos de pragas. 
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As leveduras também se aderem à superfície ou adentram a microbiota intestinal de 

insetos no momento em que se alimentam do néctar ou do pólen das flores. Assim, 

esses microrganismos usam os insetos como forma de transporte de um local para 

outro ou até mesmo como forma de se preservarem em épocas de temperaturas 

baixas e fora dos períodos de floração (Colda et al., 2021; Fenner et al., 2022; Makopa 

et al., 2024; Sobhy et al., 2018). 

Alguns desses compostos voláteis possuem uma altíssima demanda no 

mercado global, fazendo parte de um mercado bilionário e crescente. O ácido acético, 

popularmente conhecido por conta do vinagre, é obtido pela oxidação do etanol que 

acontece em rotas metabólicas de microrganismos. Esse ácido fraco é utilizado para 

a fabricação de diversos produtos químicos e aplicado em vários setores, como 

alimentício, plástico, borracha, tinta e têxtil, movimentando no ano de 2022 cerca de 

13 bilhões de dólares, e com perspectiva de até 2030 o mercado atingir patamares de 

23 bilhões de dólares (Grand View Research, 2022). O isobutanol, que é utilizado em 

tintas, revestimentos, produtos têxteis, químicos e farmacêuticos, movimentou cerca 

de 1 bilhão de dólares em 2020, com expectativa de dobrar esse valor até 2030 (Allied 

Market Research, 2022). Acetaldeído, produto intermediador para produção de outros 

compostos nas mais diversas indústrias, teve uma demanda em 2022 de 1,39 milhões 

de toneladas (Statista, 2022). O acetato de etila, em 2020, teve uma receita global de 

2,8 bilhões de dólares do produto, e há previsões que até 2028 atinja valores acima 

de 5,38 bilhões de dólares (Globe Newswire, 2022). 

O etanol é indubitavelmente o composto orgânico volátil mais produzido e com 

maior receita no mundo, sendo que somente em 2023 foram produzidos 112 bilhões 

de litros de etanol no planeta, gerando uma receita de aproximadamente 260 bilhões 

de reais (CEPEA-Esalq, 2023; Renewable Fuels Association, 2023). Nesse cenário, 

os países líderes no ranking global são o Brasil e os Estados Unidos, que 

responderam, no último ano, por 81% da produção do etanol. O Brasil ocupa o 

segundo lugar nesse ranking, com 28% do montante mundial, o que representa 

aproximadamente 31,3 bilhões de litros de etanol produzidos. Os Estados Unidos 

ocupam o primeiro lugar, tendo produzido, em 2023, em torno de 59,2 bilhões de litros 

desse álcool. Entre os anos de 2021 e 2023, o Brasil e os Estados Unidos tiveram um 

aumento de produção de 12,84% e 4%, respectivamente (Renewable Fuels 

Association, 2023). 
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Muitas leveduras possuem características fundamentais para o processo 

fermentativo em biorrefinarias, como a tolerância à alta concentração de etanol no fim 

do processo fermentativo, ao elevado estresse osmótico causado pela alta 

concentração de açúcares e aos níveis baixos de pH nas dornas e no reciclo celular, 

sendo a Saccharomyces cerevisae o microrganismo mais utilizado para fins industriais 

que visam obtenção de etanol (Fernandes et al., 2022; Alves Jr et al., 2022). Apesar 

das cepas industriais já realizarem seu papel de forma eficiente, há estudos que estão 

prospectando leveduras selvagens que são capazes de fermentar tão bem (ou quase 

tão bem) quanto as convencionais (Hawary et al., 2024). Há também estudos que 

estão isolando leveduras de insetos e plantas para produção de bioetanol. Alguns 

desses trabalhos visam também cepas capazes de suportar efeitos de compostos 

inibidores e/ou de produzirem enzimas que atuem na quebra dos polissacarídeos 

complexos presentes em resíduos lignocelulósicos, como da cana-de-açúcar ou do 

coco, liberando mono ou dissacarídeos que são mais facilmente fermentados 

(Albarello et al., 2023; Alves Jr. et al., 2019; Lucaroni et al., 2022; Tadioto et al., 2023) 

Haja vista a crescente demanda de COVs, principalmente do etanol (cujos 

países líderes produzem cada vez mais no decorrer dos anos), e o desempenho 

positivo de leveduras selvagens para outros produtos biotecnológicos, o presente 

trabalho buscou inicialmente avaliar o desempenho, através de um screening, de sete 

cepas de leveduras isoladas de besouros e abelhas sem ferrão. Dessas sete 

linhagens, as três que obtiveram melhor performance nos perfis de crescimento, foram 

submetidas a um Delineamento de Composto Central (DCC) para avaliar o consumo 

de sacarose, rendimento e a produtividade de etanol. O trabalho também analisou o 

potencial de produção de COVs, além de etanol, e qualitativamente avaliou a 

predominância de alguns dos principais compostos. 

3.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.2.1 Isolamento de leveduras 

Os besouros foram coletados sobre flores com tubos Falcon estéreis. As 

abelhas foram capturadas com puçá entomológico e então transferidas também para 
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tubos Falcon estéreis. Após a coleta, os insetos inteiros ou macerados foram 

inoculados em frascos Erlenmeyer com 20% de sua capacidade preenchida com meio 

YNB (6,7 g/L de base nitrogenada de leveduras, pH 5,0) suplementado com 10 g/L de 

xilose (forçando a eliminação de leveduras Saccharomyces) e 0,2 g/L de Cloranfenicol 

(antibiótico para inibir o crescimento de bactérias). Os frascos foram mantidos a 30 ºC 

sob agitação de 145 rpm. Entre o terceiro e o quinto dia de incubação, foram 

realizados esgotamentos através de estrias feitas em placas de Petri contendo meios 

com os mesmos carboidratos e nutrientes supracitados, porém acrescidos de 20 g/L 

de ágar. Após confirmação morfológica das colônias e das células de leveduras ao 

microscópio, os isolados receberam um código e foram adicionados à Coleção 

Microbiológica do Laboratório de Bioquímica de Leveduras (LabBiolev)  UFFS 

Chapecó. Dentre os isolados assim obtidos, quatro cepas isoladas de besouros e três 

de abelhas sem ferrão (Tabela 1) foram escolhidas aleatoriamente para a realização 

dos experimentos descritos a seguir. 

 

Tabela 1  Leveduras isoladas de insetos que foram submetidas ao screening 

Inseto (Espécie) Cepa 

Besouro  
(Astylus variegatus)  

CHAP-223 
CHAP-224 
CHAP-227 
CHAP-239 

Abelhas Mandaguari 
(Scaptotrigona postica) 

CHAP-242 
CHAP-248 

Abelhas Jataí (Tetragonisca 
angustula) 

CHAP-245 

Fonte: Elaborado pelo autor (2024) 

3.2.2 Screening das leveduras 

A triagem das leveduras foi feita com o intuito de comparar seus perfis de 

crescimento em meio rico YPS (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 150 g/L 

de sacarose) e néctar sintético (0,2% de peptona de caseína e 150 g/L de sacarose), 

confeccionado conforme descrito por Peach et al. (2021), Rering et al. (2018) e Sobhy 

et al. (2018). Os pré-inóculos das cepas foram preparados em meio sólido YPDA (10 

g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona de caseína, 20 g/L de glicose e 20 g/L 
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de ágar) por 60 horas a 30ºC. Ao fim deste período, uma alçada calibrada de 1 µL de 

células foi transferida para frascos Erlenmeyer preenchidos em 20% da sua 

capacidade com os meios YPS ou néctar sintético, acima descritos. Os frascos foram 

então incubados a 30 ºC sob agitação de 145 rpm por 72 h. Em tempos pré-

determinados conforme a Figura 1, alíquotas de 1 mL do cultivo foram transferidas 

para microtubos e então centrifugadas (9000 g / 3 min). Os sobrenadantes foram 

coletados, filtrados (filtro de 0,45 µM) e congelados para posterior análises por 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Nesses mesmos tempos de coletas, 

foram realizadas leituras de Densidade Óptica (DO) no espectrofotômetro Thermo 

Scientific Evolution 201 UV-Visible Spectrophotometer ajustado em comprimento de 

onda de 570 nm para realizar a curva de crescimento das leveduras. Ao fim dos 

cultivos, os conteúdos de todos os frascos foram centrifugados (9000 g / 3 min) e os 

sobrenadantes foram utilizados para extração líquido-líquido e subsequente análise 

de COVs por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) 

(vide seções 3.2.5.2.1 e 3.2.5.2.2). 

3.2.3 Delineamento Composto Central (DCC) 

As três cepas que apresentaram os melhores perfis de crescimento durante o 

screening acima descrito (CHAP-242, CHAP-245 e CHAP-248) foram submetidas a 

um DCC com quatro variáveis: pH, concentração de sacarose, concentração de 

peptona de caseína e concentração de extrato de levedura. As respostas observadas 

no DCC foram: percentual de consumo de sacarose, rendimento de etanol e 

produtividade de etanol. O planejamento foi montado no software Protimiza 

(Rodrigues; Iemma, 2014), onde foram inseridos os pontos mínimos (-1) e máximos 

(+1) para cada variável, gerando o ponto central (0) conforme a Tabela 2.  

 

Tabela 2  Variáveis e valores fixados 

Variáveis Unidades -1 0 1 
pH (x1) - 3 5 7 

Sacarose (x2) g/L 50 100 150 
Peptona de caseína (x3) g/L 2 11 20 
Extrato de levedura (x4) g/L 1 5,5 10 

Fonte: Elaborado pelo autor (2024) 
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Foram preparadas 17 soluções de meio de cultura conforme a Tabela 3. O 

ponto central foi realizado em triplicata (ensaios 17, 18 e 19). Os cultivos foram 

mantidos a 30ºC e 145 rpm por 96 horas. Amostras para determinação de crescimento 

celular e análises cromatográficas foram coletadas conforme descrito anteriormente.  

 

Tabela 3  Valores reais do delineamento experimental completo 

Ensaio pH 
Sacarose 

(g/L) 
Peptona de 

Caseína (g/L) 
Extrato de 

levedura (g/L) 
1 3 50 2 1 
2 7 50 2 1 
3 3 150 2 1 
4 7 150 2 1 
5 3 50 20 1 
6 7 50 20 1 
7 3 150 20 1 
8 7 150 20 1 
9 3 50 2 10 

10 7 50 2 10 
11 3 150 2 10 
12 7 150 2 10 
13 3 50 20 10 
14 7 50 20 10 
15 3 150 20 10 
16 7 150 20 10 
17 5 100 11 5,5 
18 5 100 11 5,5 
19 5 100 11 5,5 

Fonte: Elaborado pelo autor (2024) 

 

As análises estatísticas realizadas nesse estudo foram feitas através do 

software Protimiza por análise de variância (ANOVA) e significância dos dados 

obtidos. As Curvas de Contorno (CC) constando a comparação entre variáveis foram 

gerados no mesmo programa. 
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3.2.3.1 Métodos analíticos 

3.2.3.2 Determinação de sacarose e etanol 

A quantificação de etanol e carboidratos foi realizada em cromatógrafo líquido 

(LCMS-2020, Shimadzu) com detector de índice de refração RID-10 (Shimadzu), 

coluna Aminex HPX-87P, água ultrapura (Milli-Q) como fase móvel e vazão de 0,6 

mL/min. Foram injetadas no cromatógrafo amostras retiradas dos meios antes de cada 

inóculo (t = 0 h), no início da fase estacionária de crescimento (t = 34 h) e no fim dos 

cultivos (t = 96 h). O percentual de sacarose consumida pelas leveduras, o rendimento 

e a produtividade de etanol foram calculados, respectivamente, conforme as equações 

1, 2 e 3. 

 

       eq (1) 

PCsac = Percentual Consumido de sacarose (%); 

Cisac = Concentração inicial de sacarose (g/L); 

Cfsac = Concentração final de sacarose (no seu respectivo tempo) (g/L). 

 

         eq (2) 

Retanol = Rendimento de etanol (getanol/gsacarose); 

Cfet = Concentração final de etanol (no seu respectivo tempo) (g/L); 

Cisac = Concentração inicial de sacarose (g/L). 

  

         eq (3) 

Petanol = Produtividade de etanol (getanol/L*h); 

Cfet = Concentração final de etanol (no seu respectivo tempo) (g/L); 

t = Tempo de fermentação (h). 
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3.2.3.3 Análise de COVs 

3.2.3.3.1  Extração dos COVs 

Foi feita uma extração líquido-líquido dos compostos em um funil de separação 

de 250 mL, conforme protocolo adaptado de Roque et al. (2019). No funil foi inserido 

um volume de 20 mL de amostra coletada no fim do cultivo e 6,67 mL de 

diclorometano. O funil foi fechado e agitado manualmente sendo expelido a pressão 

realizada dentro dele. O líquido da fase imiscível foi coletado e finalmente injetado no 

cromatógrafo gasoso (GCMS-QP2010Ultra, Shimadzu). 

3.2.3.3.2  Identificação dos COVs 

No GC-MS foram injetados 2 µL das amostras em uma coluna capilar NST05ms 

(30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) com fluxo de fase móvel de gás hélio de 14 mL/min. A 

temperatura do injetor foi de 150ºC com um split de 1:10. O fluxo de purga foi de 3 

minutos. A temperatura do forno foi de 100ºC por 6 minutos com uma taxa de elevação 

de 4ºC/min até 150ºC. De 150ºC para 220ºC, a taxa foi mantida em 8ºC/min com um 

tempo final de 40 min. O espectrômetro de massas foi configurado com temperatura 

de fonte de ionização e interface de 200ºC e 220ºC respectivamente, com o 

escaneamento (m/z) ajustado na faixa de 50 400, que corresponde a faixa de pesos 

moleculares de compostos orgânicos que são voláteis. Para a identificação dos 

compostos foi utilizada a própria biblioteca do equipamento, NIST08s.  

3.2.3.3.3  Critérios de seleção de COVs 

Nos cromatogramas obtidos, foram selecionados os 15 20 picos de maior 

destaque em cada amostra. Com essa seleção, foram gerados relatórios com a 

porcentagem de área de cada composto (em relação a quantidade de picos 

selecionados) e o Índice de Similaridade (IS), ou seja, o percentual de similaridade 

entre o composto detectado e a respectiva molécula da biblioteca do NIST08s. Assim, 
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foram consideradas moléculas que tinham IS maiores que 90%. Essa análise foi feita 

para cada experimento, do screening e do DCC, bem como do próprio diclorometano 

e do meio de cultura puro sem inóculo (possibilitando uma comparação de quais 

compostos foram oriundos do metabolismo das leveduras, e quais estavam 

naturalmente contidos no solvente e nos meios). 

 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

3.3.1 Cepas de leveduras obtidas pelo isolamento 

Foram isoladas 26 linhagens de leveduras, das quais 19 foram obtidas do 

besouro Astylus variegatus, 5 de abelhas Mandaguari (Scaptotrigona postiça) e 2 de 

abelhas Jataí (Tetragonisca angustula) (Tabela 4). Dentre as 26 cepas isoladas, foram 

escolhidas sete para um screening em dois meios de cultura diferentes, um rico (YPS) 

e um com restrição de nitrogênio (néctar sintético), apresentado a seguir. 

 

Tabela 4  Classificação de leveduras isoladas de insetos 

Inseto (Espécie) Cepa 

Besouro                     
(Astylus variegatus)  

 

 

 

 
 

CHAP-223 * (M) 
CHAP-224 * (M) 
CHAP-225   (M) 
CHAP-226   (M) 
CHAP-227   (M) 
CHAP-228   (M) 
CHAP-229   (M) 
CHAP-230   (M) 
CHAP-231   (M) 
CHAP-232   (M) 
CHAP-233   (M) 
CHAP-234   (M) 
CHAP-235   (M) 
CHAP-236   (I) 
CHAP-238   (I) 
CHAP-237 * (I) 
CHAP-239 * (I) 
CHAP-240   (I) 
CHAP-241   (I) 
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Abelhas Mandaguari 
(Scaptotrigona postica) 

CHAP-242 * (I) 
CHAP-243   (I) 
CHAP-246   (I) 
CHAP-247   (I) 
CHAP-248 * (I) 

Abelhas Jataí    
(Tetragonisca angustula) 

CHAP-244   (I) 
CHAP-245 * (I) 

                   (M) Cepas isoladas de insetos Macerados; 

                  (I)  Cepas isoladas de insetos Inteiros; 

                 * Cepas escolhidas para o screening. 

Fonte: Elaborado pelo autor (2024) 

3.3.2 Perfis de crescimento das leveduras submetidas ao Screening 

Foram realizados de forma paralela crescimentos em meio rico YPS (com 

extrato de levedura a 1%, peptona a 2% e sacarose a 15%) e néctar sintético (com 

apenas 0,2% de peptona de caseína e 15% de sacarose). Interessantemente, as 

cepas de besouro e abelhas tiveram comportamentos distintos quando comparadas 

as situações com alta (YPS) ou baixa (néctar sintético) disponibilidade de nitrogênio. 

Enquanto os isolados de abelha apresentaram maior crescimento em YPS, as 

leveduras da microbiota de besouros apresentaram biomassa celular até 50% superior 

quando em restrição de aminoácidos (Figura 1), situação semelhante à observada nos 

nectários florais (Nicolson; Thornburg, 2021). 

Conforme pode ser verificado na Figura 1, é notório que as três cepas que mais 

geraram biomassa celular foram aquelas oriundas de abelhas (CHAP-242, CHAP-245 

e CHAP-248). Por isso, elas foram as escolhidas para o DCC. 
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Figura 1 Curvas de crescimento das cepas CHAP-223 (A), CHAP-224 (B), CHAP-

237 (C), CHAP-239 (D), CHAP-242 (E), CHAP-245 (F) e CHAP-248 (G) em meio rico 

YPS (curvas azuis) ou néctar sintético (curvas vermelhas).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

  A

  B

  C

  D

  E

  F

  G
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3.3.3 Dados compilados do DCC 

Em 34 horas de cultivo, as três leveduras já haviam consumido toda a sacarose 

em cerca de 50% dos experimentos. Após 96 horas, o dissacarídeo foi inteiramente 

consumido em praticamente todos os ensaios (Figura 2). 

O rendimento de etanol se baseia na relação de quantos gramas de etanol foi 

produzida por grama de açúcar consumido. Através da Figura 3, é notório que o 

experimento 10 (pH 7; 50 g/L sacarose; 2 g/L peptona de caseína; 10 g/L extrato de 

levedura) da CHAP-248 foi o de melhor rendimento, com 472,66 mgetanol/gsacarose, 

o que corresponde a uma eficiência fermentativa de 88% se considerada a conversão 

estequiométrica (rendimento máximo teórico) de cada grama de sacarose em 538 mg 

de etanol. É interessante notar que, no Brasil, a eficiência fermentativa observada nas 

usinas sucroalcooleiras gira em torno de 90 92% (Lopes et al., 2016).  

A produtividade é a relação da concentração de etanol gerada pelo tempo de 

incubação das leveduras. Nesse caso a maior produtividade foi no experimento 15 

seguida do experimento 16 da CHAP-248 com valores de 1595,96 mg/L*h e 1490,74 

mg/L*h respectivamente (Figura 4). Em trabalho recente, Hawary et al. (2024) 

analisaram a produção de etanol por uma levedura selvagem diante da glicose (açúcar 

que, como a sacarose, é amplamente fermentado por leveduras utilizadas nas 

indústrias de álcool) e verificaram que a sua produtividade atingiu um máximo de 

1247,00 mg/L*h. 
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Figura 2 Percentual de sacarose consumida em cada experimento do DCC: CHAP-

242 (A); CHAP-245 (B); CHAP-248 (C). Tempos de análises: t=34h (barras claras); 

t=96h (barras escuras).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

A

B

C
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Figura 3 Rendimento de etanol em cada experimento do DCC: CHAP-242 (A); 

CHAP-245 (B); CHAP-248 (C). Tempos de análises: t=34h (barras claras); t=96h 

(barras escuras).

Fonte: Elaborado pelo autor

A

B

C
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Figura 4 Produtividade de etanol em cada experimento do DCC: CHAP-242 (A);

CHAP-245 (B); CHAP-248 (C). Tempos de análises: t=34h (barras claras); t=96h

(barras escuras).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

A

B

C
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3.3.4 Análises estatísticas e comparações entre variáveis 

Os resultados obtidos do HPLC com aplicações das respectivas equações 

apresentadas na seção 3.3.2 foram todos submetidos a análises estatísticas com um 

nível de significância de 10%. Ademais, para a construção das superfícies de 

resposta, considerou-se a ANOVA satisfatória quando o coeficiente de correlação (R²) 

da regressão linear entre valores preditos e reais foi superior a 75%. Vale destacar 

que até os parâmetros que não foram significativos nesse experimento, foram 

mantidos para que fosse possível gerar as curvas de contorno. 

3.3.4.1 Percentual de açúcar consumido 

-se a linhagem 

CHAP-242. De acordo com a Figura 5, que apresenta o gráfico de Pareto ao fim de 

36 h de cultivo, é possível notar que as concentrações de peptona (variável x3) e 

extrato de levedura (x4) exerceram efeito positivo no consumo de sacarose, indicando 

que a maior disponibilidade de nutrientes (conferida às leveduras por esses dois 

compostos) favorece o metabolismo do açúcar. Em 96 h de cultivo, não foi possível 

observar diferença significativa exercida pelas variáveis testadas (dados não 

mostrados), haja vista que, neste ponto, o açúcar já havia sido majoritariamente 

consumido em todas as condições analisadas (conforme pode ser visto na Figura 2). 

O efeito de interação da peptona e do extrato de levedura sobre o consumo de 

sacarose pode ser visualizado também na curva de contorno apresentada na Figura 

6: quanto maior a concentração de peptona de caseína e extrato de levedura nesse 

delineamento, maior o percentual de consumo de sacarose. Vale destacar, que a 

literatura apresenta diversos trabalhos em que a fonte de nutrientes, especialmente 

dos aminoácidos, pode interferir diretamente no crescimento das leveduras, na sua 

capacidade de metabolização de carboidratos, bem como os COVs que elas irão 

gerar. Isso ocorre pois essas fontes de nitrogênio podem favorecer a síntese de 

enzimas que podem aumentar a eficiência do consumo de açúcares (Austin; Hand; 

Elia, 2016; Bogo et al., 2021; Dzialo et al., 2017). 
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Figura 5 Percentual de açúcar consumido: Gráfico de Pareto (t=34h) da CHAP-242. 

Variáveis: pH (x1); Sacarose (x2); Peptona de caseína (x3); Extrato de levedura (x4).

* Indica o tcalc negativo

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Figura 6 Percentual de açúcar consumido: CC (t=34h) da CHAP-242: Peptona de

caseína x Extrato de levedura.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

*

*

*

p-valor
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3.3.4.2 Rendimento de etanol 

Sobre o rendimento de etanol da linhagem CHAP-242 no tempo de 34 horas, a 

concentração de sacarose exerceu influência significativa negativa. Haja vista que o 

cálculo de rendimento de etanol considera o quociente entre etanol produzido e açúcar 

disponível (vide equação 2), espera-se de fato que menos açúcar promova maior 

rendimento. Por outro lado, a peptona e o extrato de levedura influenciaram 

significativamente de forma positiva o rendimento de etanol, demonstrando uma 

proporcionalidade direta com os nutrientes desses compostos (dados não mostrados).  

Na fermentação conduzida pela cepa CHAP-248, essas variáveis exerceram 

influência significativa positiva tanto independentemente quanto de forma conjunta 

com a sacarose (x2 x3 e x2 x4) (Figura 7), indicando que, diante de uma maior 

concentração de compostos nitrogenados, o rendimento de etanol pode ser superior 

mesmo com mais açúcar a ser fermentado. Essa sinergia pode ser observada nas 

superfícies de resposta apresentadas na Figura 8. Vale ressaltar que, neste DCC, a 

regressão linear dos valores experimentais versus previstos apresentou um alto 

coeficiente de correlação (88,09%) e o quociente Fregressão/resíduos foi aproximadamente 

duas vezes o valor do F tabulado, validando assim o seguinte modelo empírico 

codificado (eq. 4) através de ANOVA com valor de p<0,1:  

 

  (eq. 4) 

 

Para o rendimento de etanol da linhagem CHAP-245, nenhuma variável 

exerceu influência significativa (dados não mostrados). Nas análises realizadas em 96 

horas, o coeficiente de correlação (R²) da regressão linear entre valores preditos e 

reais ficou abaixo de 75%, por isso os dados não foram aqui considerados. Haja vista 

que as fases estacionárias ocorreram em torno das 34 h, já se esperava de fato que, 

após esse ponto, as células passassem pela diauxia e iniciassem o consumo do 

etanol, prejudicando a análise de rendimento de etanol após 96 h de cultivo. 
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Figura 7 Rendimento de etanol: Gráfico de Pareto (t=34h) da CHAP-248. Variáveis: 

pH (x1); Sacarose (x2); Peptona de caseína (x3); Extrato de levedura (x4).

* Indica o t calc negativo

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

*

*

*

*

p-valor
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Figura 8 Rendimento de etanol: CC (t=34h) da CHAP-248: Sacarose x Extrato de 

levedura (A); Sacarose x Peptona de Caseína (B).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

  A

  B
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3.3.4.3 Produtividade de etanol 

As linhagens CHAP-242 e CHAP-248 foram as que apresentaram as maiores 

produtividades de etanol (vide Figura 4). Ademais, para a CHAP-245, o R² da análise 

dessa resposta ficou abaixo de 75%. Assim sendo, na sequência, são mostradas as 

influências das variáveis testadas nos delineamentos conduzidos com as cepas 

CHAP-242 e CHAP-248 (Figura 9). 

 Conforme apontam os gráficos de Pareto da Figura 9, as mesmas variáveis 

independentes (sacarose, peptona e extrato de levedura) exerceram influência 

significativa também na produtividade de etanol. Contudo, importa ressaltar que, neste 

caso, também a sacarose teve efeito positivo. Assim sendo, embora o rendimento de 

etanol possa se beneficiar de menores concentrações do açúcar, uma maior 

concentração desse dissacarídeo eleva a produção e, consequentemente, a 

produtividade do álcool em questão (Figura 10). 
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Figura 9 Produtividade de etanol: Gráficos de Pareto (t=34h): CHAP-242 (A); CHAP-

248 (B). Variáveis: pH (x1); Sacarose (x2); Peptona de caseína (x3); Extrato de levedura 

(x4).

* Indica o t calc negativo

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

*

  A

  B

*

*

*

*

*

*

p-valor

p-valor
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Figura 10 Produtividade de etanol: CC (t=34h) da Sacarose x Extrato de levedura,

CHAP-242 (A); CHAP-248 (B). CC (t=34h) da Sacarose x Peptona de caseína, CHAP-

242 (C); CHAP-248 (D).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

  A   B

  C   D
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3.3.5 Identificação de COVs 

3.3.5.1 COVs encontrados 

Todos os cultivos celulares aqui realizados tiveram seus sobrenadantes, ao fim 

do tempo de incubação, submetidos a análises em GC-MS para determinar a 

produção de Compostos Orgânicos Voláteis. Com isso, então, foram analisadas 14 

amostras oriundas da fase de screening (7 amostras do néctar sintético e 7 do meio 

rico), 57 amostras oriundas do DCC (19 para cada cepa) e 19 amostras de todos os 

meios de cultura antes da inoculação (aqui tratados como os brancos de cada ensaio).  

Somente compostos com Índice de Similaridade (IS) maior que 90% foram 

contabilizados. As plataformas PubChem e Yeast Metabolome Database (YMDB) 

foram utilizadas como referência de aplicação dos compostos e como confirmação do 

registro deles como metabólitos já observados em leveduras. 

Dentre os diversos compostos identificados, a grande maioria eram 

hidrocarbonetos alcanos ou variações dos mesmos como decano, dodecano, 

tetradecano, heptadecando, tetradecano,4-metyl, eicosano, eicosano,7-hexil-, dentre 

outros. Alguns aminoácidos como Glicil-L-Prolina, L-Prolina e L-leucina também 

apareceram. Alguns compostos, como Pirrolo[1,2-a] pirazine-1,4-dione e hexahidro-3-

(2-methilpropil), apareceram tanto nas amostras como nos brancos. De fato, como o 

meio de cultura possui peptona de caseína, rico em aminoácidos, e extrato de 

leveduras, que possui células mortas de leveduras, possivelmente esses 

hidrocarbonetos, aminoácidos e compostos afins sejam provenientes já desse 

conjunto compostos. 

Cinco compostos se destacaram como produtos do metabolismo das leveduras 

(ou seja, não foram detectados nos brancos). O 2-feniletanol apareceu em todas as 

17 condições do delineamento e no screening, seja nos cultivos em néctar sintético 

(pobre em aminoácido) ou em meio rico (rico em aminoácido). O indol-3-etanol 

(triptofol) foi detectado como produto do metabolismo da cepa CHAP-245 em ambos 

os meios do screening; durante o DCC, esse composto foi produzido pelas três cepas 

testadas, embora somente em alguns experimentos. O metionol e o fosfato de trietila 

apareceram somente nos cultivos em meios ricos, ao contrário do 2-Ciclohexen-

1,3,5,5-trimetil (isoforona), que foi encontrado somente em néctar sintético. Isso pode 
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ocorrer pois, além da quantidade e tipo de carboidrato, a concentração de 

aminoácidos presentes no meio pode também implicar em qual COV a levedura irá 

gerar (Fenner et al., 2022). A Tabela 5 sumariza os dados supramencionados. 

 

 

Tabela 5: COVs identificados por cepas de leveduras selvagens do DCC e do 

screening 

Composto CAS Cepas (experimento) DCC 

Néctar 
sintético (2 

g/L 
peptona) 

Meio rico 
(20 g/L 

peptona) 

Média 
aproximada da 

área do pico 
(%) 

2-Feniletanol 60-12-8 Todas + + + 66 

Indol-3-etanol 526-55-6 

CHAP-245 (screening); 
CHAP-242 (10); CHAP-
245 (13); CHAP-248 (6; 

10)  

+ + + 3 

Metionol 505-10-2 
CHAP-245; CHAP-248 

(screening) 
- - + 3 

Fosfato de 
trietila 

78-40-0 
CHAP-223; CHAP-224; 
CHAP-239; CHAP-242; 
CHAP-245 (screening) 

- - + 20 

2-Ciclohexen-
1-one, 3,5,5-

trimetil- 
78-59-1 

CHAP-223; CHAP-224; 
CHAP-237; CHAP-239; 

(screening) 
- + - 17 

Legenda: + (Composto presente); - (Composto ausente) 

Fonte: Elaborado pelo autor (2024) 

 
 

Com base nesses cinco compostos, foi realizada uma análise quali-quantitativa 

em boxplot (Figura 11). Com essa análise, fica nítida uma maior variabilidade no 2-

Feniletanol, o que se justifica por ele estar presente em todas as amostras obtidas ao 

fim dos cultivos celulares. É possível observar na Figura 11 que 75% dos valores estão 

mais concentrados acima da mediana e possuem uma variabilidade baixa comparada 

aos outros 25%, que possuem uma alta variabilidade. Os maiores valores de área do 

pico nos cromatogramas desse composto são: CHAP-242 no experimento 14 com 

88,64%; CHAP-245 no experimento 11 com 97,15%; CHAP-248 no experimento 9 

com 97,33%. É notório também que há alguns outliers de baixas áreas de pico em 

comparação aos outros valores no 2-Feniletanol, isso ocorreu especificamente nas 

cepas de besouros analisadas no screening para ambos os meios analisados. O 
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Fosfato de trietila foi identificado somente em cinco situações e teve um outlier alto 

em comparação aos outros 4 valores, especificamente na CHAP-224 com uma área 

de pico de 70,80%. O Indol-3-etanol, o Metionol e a Isoforona tiveram uma distribuição

de área de pico mais homogênea sem nenhum valor discrepante, e os números de 

identificação em amostras foram menores.

Figura 11 Análise Quali-Quantitativa da presença dos COVs

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

3.3.5.2 Aplicações e relevância comercial dos COVs encontrados nesse estudo

O único composto que apareceu em absolutamente todas as amostras de

cultivo e de todas as cepas analisadas do screening e do DCC foi o 2-Feniletanol

(também conhecido por álcool feniletílico). Vale ressaltar que esse composto sempre 

se destacava com aproximadamente uma área de pico de 65% do cromatograma e 

sempre com IS superior a 90%. O YMDB apresenta algumas características 

interessantes desse álcool que possui um agradável odor floral e ocorre amplamente 

na natureza. Ele é encontrado em uma variedade de óleos essenciais, incluindo rosa, 

cravo, jacinto, pinheiro de Aleppo, flor de laranjeira, ilangue-ilangue, gerânio, néroli e 

champaca (Yeast Metaboloma Database, 2024). É, portanto, um ingrediente comum 
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em aromas e perfumaria, principalmente quando se deseja o cheiro de rosa. É 

responsável pelos aromas semelhantes aos do mel e um importante componente 

aromático do vinho Moscatel (Antonelli et al., 1999; Tsakiris et al., 2010). Também é 

utilizado como conservante em sabonetes devido à sua estabilidade em condições 

básicas. Na biologia, é de interesse devido às suas propriedades antimicrobianas 

(Sampaolesi et al., 2024; Zou et al., 2023). 

Diversos estudos também tiveram o 2-Feniletanol como parte de seus 

compostos obtidos. Um estudo, por exemplo, para modular o perfil aromático de 

hidroméis com baixo teor alcoólico utilizou leveduras selvagens assim como no 

presente trabalho e identificou esse composto nos seus experimentos (Van Mullem et 

al., 2022). Outro apresentou o resultado positivo de COVs produzidos por leveduras 

com efeito antifúngico para Botrys cinerea (um fungo filamentoso comum em frutas) 

em morangos. Nas amostras com esse efeito, o 2-Feniletanol não só estava presente 

como foi um dos compostos com mais atuação para eliminação do referido fungo (Zou 

et al., 2023). Nessa mesma perspectiva de agentes antifúngicos, Sampaolesi et al. 

(2024) avaliaram o efeito dos COVs produzidos por leveduras Saccharomyces 

pastorianus, S. cerevisiae, Pichia kudriavzevii e Meyerozyma guilliermondii atuando 

como agentes antifúngicos diante de fungos filamentosos (Aspergillus flavus e 

Aspergillus parasiticus), sendo novamente o 2-Feniletanol um dos principais 

compostos de biocontrole. Esse composto também foi identificado em outro trabalho 

que avaliou a produção de COVs com espécies de Malassezia (leveduras que habitam 

peles de mamíferos, inclusive a de seres humanos) (Rios-Navarro et al., 2023). Foi 

realizado por Traina et al. (2024) um trabalho da importância das leveduras no perfil 

organoléptico de azeitonas Taggiasca, onde foram isolados leveduras das oliveiras e 

essas submetidas a extração de COVs, e o 2-Feniletanol foi gerado pela levedura 

Candida parapsilosis.  

Estudos também apontam que as leveduras presentes nos nectários florais 

podem produzir COVs com efeitos de biocontrole em plantas para repelir insetos 

indesejáveis, que podem ser pragas para plantações, ou atrair insetos que são 

importantes para a polinização de plantas. Dito isso, o 2-Feniletanol aparece em 

diversos estudos como atrativo para insetos (Ljunggren et al., 2019). Um experimento 

demonstrou a produção desse composto por leveduras de diferentes espécies 

(Candida albicans, Candida californica, Candida glabrata, Dekkera bruxellensis, 

Kluyveromyces lactis, Metschnikowia andauensis, Pichia kluyveri e Saccharomyces 
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cerevisiae) e mostrou ser ele um atrativo para a mosca Drosophila melanogaster e 

para o colêmbolo Folsomia candida (Becher et al., 2018). A atração por esse composto 

foi constada na literatura também para besouros de diversas espécies (Kandasamy; 

Gershenzon; Hammerbacher, 2016). 

Outro COV que apareceu em algumas situações do screening e do DCC foi o 

Indol-3-etanol, também conhecido como triptofol. De acordo com o YMDB, o triptofol 

existe em todas as espécies vivas, desde bactérias a plantas e humanos. Nas 

leveduras, o triptofol está envolvido na via metabólica do triptofano. Esse composto 

pode ser utilizado também como aumento de eficácia no biocontrole. Essa aplicação 

foi confirmada por um estudo que realizou a adição de triptofol em morangos 

contaminados por Botrys cinerea (Zhao et al., 2023). Em relação a interferência do 

crescimento de leveduras, outro trabalho também analisou essa questão, mostrando 

que o triptofol altera as fermentações de Saccharomyces cerevisae (Valera et al., 

2019). 

O metionol é um volátil com sabor de enxofre, e é produzido por diversas 

espécies de leveduras como Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis, 

Kluyveromyces marxianus Yarrowia lipolytica, Candida kefyr, além de S. cerevisiae e 

Saccharomyces bayanus (Liu; Crow, 2010; López Del Castillo-Lozano et al., 2007; Yin 

et al., 2015). Em vinhos, o metionol aparece no processo de fermentação atuando no 

aroma e sabor dessas bebidas não sendo desejável nessas bebidas (Mestres; Busto; 

Guasch, 2000; Silva Ferreira et al., 2003). Esse composto também foi gerado por 

besouros machos da espécie Eustromula valida, atuando como feromônio sexual de 

agregação, servindo de isca química para alimentação ou acasalamento (Zou et al., 

2024). Nessa mesma linha, outro trabalho também confirmou a atração da mosca 

Drosophila suzukii pelo metionol (Cha et al., 2018).  

O 3,3,5-trimetilciclohexanona (TMCH) é um importante composto químico 

plataforma para produzir produtos farmacêuticos, atuando como solvente orgânico, 

atingindo até mesmo o setor de tintas. A hidrogenação de 2-Ciclohexen-1,3,5,5-trimetil 

(Isoforona) gera o TMCH, que pode então ser usado nas indústrias (Hou et al., 2018; 

Rodríguez-García et al., 2015; Xu et al., 2021). Além do estudo em questão, Sánchez 

et al. (2006) também identificou isofrona gerado por Saccharomyces cerevisae.  

O Fosfato de Trietila encontrado nesse estudo, conhecido pela sigla TEP (do 

inglês, Triethyl Phosphate), faz parte dos ésteres organofosforados, atuando como 

retardador de chamas ou plastificante (Liao et al., 2023). O TEP foi a base de um 
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eletrólito não inflamável de Baterias Recarregáveis de Metal de Lítio (BRML) para 

atuar na estabilidade de baterias (Sun, Huaihu et al., 2022). Também foi utilizado com 

um estabilizador na separação de fases na produção de biovidros (Bueno et al., 2021).  

De maneira geral, os COVs são compostos de altos valores agregados 

movimentando bilhões de dólares anualmente. O 2-feniletanol, principal composto 

detectado neste estudo, por exemplo, somente em 2022, superou valores no mercado 

mundial de US$ 255 milhões, com previsão de até 2028 esse valor superar os US$ 

370 milhões, ou seja, em 6 anos é estimado um aumento de receita de 48%. Esse 

composto é obtido diretamente de extratos vegetais ou produzido em indústrias 

químicas. O estudo em questão surge como uma perspectiva de impulsionar a 

obtenção desse produto da forma mais ecologicamente correta possível, pois esse 

composto é utilizado nos mais diversos setores, tais como indústrias químicas atuando 

como intermediador para fabricar compostos sintéticos que são caros e difíceis de se 

retirar da natureza, como o ácido fenil acético, ácido benzóico, dentre outros. No setor 

farmacêutico ele se destaca por ser um agente antisséptico, antimicrobiano e 

desinfetante. Já na indústria alimentícia, ele pode se comportar como aditivo 

aromatizante em alimentos e bebidas, oferecendo sabores e aromas mais frescos 

(Global Market Insights, 2022). O fosfato de trietila (TEP), também encontrado no 

presente estudo, está no mercado atuando como catalisador químico, sendo 

produzido em larga escala através de intermediadores químicos como o anidrido 

acético. O TEP é um retardador de chama e solvente orgânico nas indústrias de 

plásticos e pesticidas. O mercado desse composto em 2023 ultrapassou os valores 

de US$ 95 milhões, e há previsão que em até 10 anos esse mercado se aproxime da 

casa de um bilhão de dólares (Research Nester, 2024). A Isoforona também possui 

um valor de mercado altíssimo em razão das suas mais diversas aplicações em 

indústrias agroquímicas, produzindo pesticidas e herbicidas, bem como tinta, resinas 

dentre outros produtos. Esse mercado atingiu, em 2023, US$ 375,2 milhões, com 

perspectiva de atingir meio bilhão de dólares até os anos de 2030 (Market Research 

Insights, 2024). Haja vista as mais diversas indústrias e aplicações em que os 

compostos aqui encontrados podem atuar, este estudo surge como uma opção para 

complementar de forma significativa a necessidade da crescente demanda no 

mercado. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Com o exposto, é possível afirmar que o isolamento de leveduras de besouros 

e abelhas foi positivo, gerando cepas com potenciais biotecnológicos que estão 

evidenciados nos resultados apresentados nos itens acima. De uma forma geral, o 

delineamento experimental mostrou que o valor do pH não interferiu nos 

experimentos. Também se pode concluir que quanto menor for a concentração de 

açúcar e maior a de nutrientes, melhor é o desemprenho no rendimento de etanol para 

os microrganismos. A produtividade teve um comportamento contrário, ou seja, 

quanto maior a concentração de açúcar e maior a de nutrientes, maior foi a 

produtividade, e a explicação para isso é que a produtividade é calculada de acordo 

com o tempo de fermentação, ou seja, se a solução possuir mais quantidade de fonte 

de carbono para o microrganismo, consequentemente, a concentração de etanol 

produzida tende a ser maior, e quanto menor o tempo, maior será a produtividade 

dessa levedura. Nessa mesma perspectiva, por se ter maiores concentrações de 

nutrientes em geral, as leveduras ficarão fermentando por mais tempo, podendo gerar 

quantidades mais altas ainda de etanol mantendo a proporção alta de produtividade. 

Isso se confirma também pela Figura 2 que mostra o percentual de açúcar consumido. 

A cepa que mais se destacou nos experimentos foi a CHAP-248, sendo 

responsável pelos maiores valores de rendimento e produtividade de etanol. No caso 

do rendimento, seu desempenho foi bastante próximo àquele observado nas usinas 

sucroalcooleiras do país. 

Além do etanol, outros cinco COVs se mostraram bastante presentes como 

produto do metabolismo das leveduras. O 2-Feniletanol foi identificado nos cultivos de 

todas as cepas testadas, em ambos os meios do screening e em todas as condições 

do DCC. O Indol-3-etanol apareceu em ambos os meios de cultura do screening e em 

alguns experimentos do DCC. O metionol e o fosfato de trietila foram produzidos 

somente nos meios ricos, ao contrário da Isoforona, que foi encontrada somente em 

néctar sintético. Com isso, é possível concluir que as variadas concentrações de 

peptona de caseína empregadas nos meios avaliados podem alterar os voláteis 

gerados pelas leveduras.  

A CHAP-248 também se destacou entre os COVs, tendo sido capaz de gerar, 

num mesmo experimento, além do 2-Feniletanol, o triptofol e metionol. Os COVs 
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possuem diversas aplicações industriais e fazem parte de uma receita bilionária no 

mundo anualmente, sendo que somente o 2-Feniletanol, o fosfato de trietila e a 

isoforona sozinhos movimentaram cerca de 1 bilhão de dólares no ano de 2023.  

Avaliados em conjunto, nossos dados apontam que, embora a produção de 

etanol guarde uma correlação direta com a concentração disponível de peptona e 

extrato de levedura, a produção de COVs é bastante variada, e tende a ocorrer 

independentemente desses nutrientes. Assim sendo, as leveduras selvagens testadas 

neste trabalho mostram-se versáteis quanto a possíveis empregos em biorrefinarias, 

enquanto o enriquecimento dos meios pode levar a uma maior produção de etanol, a 

utilização de meios simples e baratos (pobres em fontes de nitrogênio e ricos em 

fontes de carbono) pode servir de substrato para a geração de diferentes produtos de 

interesse comercial. 
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