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RESUMO 

O melão amarelo é uma Curcubitaceae bem estabelecida na agricultura brasileira. A 

microbiota epidérmica do melão abrange diversos organismos endofíticos, incluindo 

leveduras. As leveduras são fungos unicelulares que podem ser encontrados em 

diferentes ambientes, superfícies e substratos. Apresentam diversos mecanismos, 

dentre os quais vale ressaltar a importância da formação de biofilme, que se trata de 

uma camada bioprotetora com função de proteção às colônias. Não há um método 

universalmente padronizado para quantificar a capacidade de formação e manutenção 

de biofilme promovido por leveduras, desse modo, a metodologia varia de autor para 

autor. Porém, a utilização do cristal violeta em processos de corar células é o mais 

utilizado, contudo, muitas das avaliações apresentam apenas resultados qualitativos, 

baseados em um gradiente de cores. Alguns autores classificam dados quantitativos 

se baseando apenas nos valores de absorbância, entretanto esses valores não 

representam, significativamente, a eficiência de produção e manutenção de biofilmes. 

O objetivo deste trabalho é identificar a população de leveduras isoladas do pericarpo 

do melão amarelo (Cucumis melo L.) e verificar a eficiência quantitativa destas 

leveduras quanto a formação e manutenção de biofilme. As leveduras foram 

identificadas molecularmente a partir de filogenia baseada em sequências da região 

ITS do DNA. Foram submetidas a teste in vitro em placas de microtitulação do tipo 

Elisa por 24, 48 e 72 h, corados por cristal violeta obtendo-se porções líquidas das 

concentrações de células coradas. A partir da avaliação das alíquotas, em uma leitora 

de microplacas Elisa foram obtidos valores de concentrações, baseados nas 

diferentes colorações do cristal violeta. Utilizando uma equação adaptada observou-

se os valores quantitativos de cada isolado, classificando-os em alta, média e baixa 

produção de biofilme. Todas as leveduras apresentaram capacidade de produção de 

biofilme em pelo menos um dos períodos avaliados, destacando-se os isolados da 

espécie Candida orthopsilosis. A eficiência das leveduras na produção e manutenção 

de biofilme nos períodos avaliados variou entre gênero, espécies e entre cepas da 

mesma espécie. Conclui-se que a microbiota de tecidos epidérmicos do melão 

apresenta riqueza de espécies de leveduras e demonstram diferentes padrões de 

eficiência na produção e manutenção de biofilme. 

Palavras-Chave: Curcubitaceae; Fungos; Cristal Violeta; Biotecnologia 
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1. Fundamentação Teórica 

 

1.1 Características gerais, nutritivas e econômicas do melão 

O melão amarelo (Cucumis melo L.), pertencente à família Cucurbitaceae e ao 

gênero Cucumis, o qual compreende cerca de 34 espécies conhecidas (ALMEIDA, 

2006). Trata-se de uma dicotiledônea de hábito perene, que possui um sistema 

radicular superficial formado por poucas raízes adventícias e caule herbáceo. O 

crescimento do melão amarelo é rasteiro e suas folhas, que apresentam tamanho 

variável, são simples, alternadas e ásperas, com presença de pelos, e o limbo pode 

ser orbicular, reniforme e pentalobadas com margens denteadas (KIRKBRIDE, 1993; 

MCCREIGHT et al., 1993; de OLIVEIRA et al., 2017). Os frutos do meloeiro amarelo podem 

ser redondos, ovais e alongados, com tamanhos que variam de 20 a 25 cm de 

diâmetro, a casca pode ser lisa, enrugada ou rendilhada, seu peso e coloração variam 

de acordo com a variedade podendo ser branca, esverdeada, amarela, laranja e 

salmão (MOREIRA et al., 2009).  

Genericamente, no Brasil são cultivadas principalmente seis tipos de melão, 

com diversas variedades híbridas, sendo cultivadas, principalmente, as variedades C. 

melo var. inodoros e C. melo var. cantalupensis que correspondem, respectivamente, 

às características inodoros e aromáticos (MENEZES et al., 2000) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: (Adaptado de CUNHA, 2019) 

 

Figura 1. Principais tipos de melões cultivados no Brasil: (a) Melão Amarelo; (b) Melão Pele de Sapo; (c) 
Melão Honey Dew; (d) Melão Gália; (e) Melão Cantaloupe; (f) Melão Charentais. 
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Entre essas variedades comercializadas no Brasil, o melão amarelo tipo 

valenciano, de origem espanhola, destaca-se por ser a variedade mais produzida e 

consumida. Os frutos dessa variedade são arredondados, com casca amarela, poupa 

espessa e bastante resistente ao processo de transporte e armazenamento, o que por 

sua vez, confere a essa variedade destaque e preferência de mercado, principalmente 

para exportação (MOREIRA et al., 2009). 

Estima-se que, no Brasil, o melão foi introduzido pelos escravos, no século XVI, 

mas não representava interesse agrícola e econômico. Apenas no século XIX, quando 

a cultura foi reintroduzida pelos europeus, o melão passou a ter seu plantio expandido 

nas regiões Sul e Sudeste para fins comerciais (NAKAMEA, 2004; MOREIRA et al., 2009).  

O melão, quando imaturo, é utilizado em saladas, cozidos, ensopados e 

maduros são consumidos frescos, em conservas, caldas ou geleias (McCREIGHT et al., 

1993) e podem ser utilizados na fabricação de bebidas alcoólicas fermentadas (BESSA 

et al., 2018). Nutricionalmente, uma porção de 100 g de melão cru representa 89,82 g 

de água; um valor energético de 36 kcal; 0,54 g de proteína; 9,09 g de carboidratos e 

0,8 g de fibra alimentar. Nessa mesma porção de melão, o potássio é o nutriente 

majoritário, com 228 mg, seguido por sódio, fósforo, magnésio, cálcio, ferro e zinco, 

destacando-se as vitaminas C e B6 (Tabela 1) (UNIFESP, 2016). Em conjunto, esses 

minerais, vitaminas e açucares associados a um alto percentual de água, tornam o 

melão cada vez mais apreciável, com predileção ao consumo in natura por pelo menos 

85% dos consumidores (ABRAHÃO et al., 2009). 

 

Tabela 3. Composição nutricional de uma porção de 100 g de melão amarelo 
(Cucumis melo L.). 

Composição Conteúdo Composição Conteúdo 

Umidade (%) 89,82 Potássio (mg) 228,00 

Energia (kcal) 36,00 Fósforo (mg) 10,00 

Proteína (g) 0,54 Magnésio (mg) 6,00 

Carboidratos (g) 9,09 Sódio (mg) 11,20 

Fibra alimentar (g) 0,80 Ferro (mg) 0,2 

Vitamina C (mg) 8,70 Cálcio (mg) 2,9 

Vitamina B6 (mg) 0,09 Zinco (mg) 0,1 

Fonte: UNIFESP (2016).   
 

A produção de melão representa 1,7% da área cultivada no mundo e 2,2% da 

produção agrícola mundial, das quais 73% dessa produção está concentrada na Ásia 
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(KYRIACOU et al., 2018). O Brasil é o 11º no ranking mundial de produção de melão 

(FAOSTAT, 2018) (Tabela 2). Em 2018 havia 23.342 hectares de área agrícola brasileira 

plantada com melão onde 89,84% dessas áreas estão distribuídas pelo Nordeste, com 

destaque ao estado do Rio Grande do Norte, o maior produtor da região (IBGE, 2018).  

Tabela 4. Área, produção e rendimento de melão nos principais países, em 2013 
(Embrapa, 2017) 

País Área (ha) Produção (t) 
Produtividade 

(t há-1) 

China 425.050 14.336.814 33,73 

Turquia 100.578 1.699.550 16,90 

Irã 80.211 1.501.411 18,72 

Egito 44.500 1.020.679 22,93 

Índia 39.682 1.000.000 25,20 

Estados Unidos 33.508 986.066 29,42 

Espanha 26.700 857.000 32,10 

Casaquistão 37.100 774.190 20,86 

Marrocos 21.586 700.034 32,43 

Guatemala 25.340 569.050 22,45 

Brasil 22.021 565.900 25,70 

Mundo 1.185.303 29.462.541 24,85 

Fonte: FAO (2015)   
 

1.2 Exigências particulares no plantio do melão 

Mesmo sendo produzido em diferentes partes do planeta, o meloeiro apresenta 

certas exigências, que influenciam e podem limitar drasticamente o seu cultivo. Alguns 

dos fatores mais importantes são: a temperatura, a umidade relativa do ar e a 

disponibilidade hídrica, que afetam diretamente a espessura e a qualidade da polpa 

do fruto (FARIA et al., 2015). Outro fator limitante é a exigência nutricional, por isso 

sugere-se a complementação com potássio para proporcionar um maior rendimento 

na produtividade (BARDIVIESSO et al., 2015). Além dos fatores mencionados acima, vale 

ressaltar que o melão é muito sensível a acidez do solo, apresentando maior aptidão 

em solos com pH entre 6,0 a 6,5, por isso, em solos ligeiramente ácidos, recomenda-

se a prática da calagem para promover a neutralização do alumínio trocável (Al³+) e o 

aumento da disponibilidade de fósforo (P), cálcio (Ca), magnésio (Mg) e molibdênio 

(Mo) (COSTA, 2017). 
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Acerca dos fatores fitossanitários na cadeia produtiva do melão, as incidências 

de pragas e doenças configuram-se como fatores limitantes de extrema importância, 

principalmente as doenças causadas por fungos (PUJARI et al., 2013). Esses patógenos 

podem ser introduzidos a partir de sementes infectadas, podendo influenciar 

diferentes fases do ciclo de desenvolvimento da planta, bem como na pós-colheita 

(SARKAR, 2016). Na cultura do melão, a incidência de doenças ocorre principalmente 

nos órgãos radiculares por ação de fungos como Fusarium solani, Macrophomina 

phaseolina e Rhizoctonia solani (PORTO et al., 2020).  

Estima-se que 25% das perdas de produção mundial de melão são 

exclusivamente causadas por doenças (LUGTENBERG, 2015). Essa expressiva restrição 

e impacto aos sistemas de produção ocorre porque o meloeiro é, naturalmente, 

suscetível a patógenos como vírus, bactérias e fungos (O’BRIEN, 2017). Diante da 

diversidade de fitopatógenos que podem incidir sobre a cultura do melão, o sistema 

produtivo convencional tornou-se dependente do uso de produtos químicos, para 

garantir uma produção estimada (CARDON et al., 2016). 

Na busca de métodos que possam ser aplicados para reduzir ou mesmo 

substituir o uso de defensivos químicos, alguns métodos mostram-se promissores, 

como a refrigeração controlada na pós-colheita (TERAO et al., 2007), utilização de óleos 

essenciais (FREIRE et al., 2010), uso de extratos etanólicos vegetais (MEDEIROS et al., 

2011), incorporação de fungos micorrizos ao solo (SARAIVA et al., 2012), compostos 

bioativos de bactérias (SANTOS et al., 2006), tratamento de sementes via bactérias 

epifíticas e endofíticas (OLIVEIRA et al., 2006), entre outros métodos. Outra forma 

comumente utilizada pelos produtores, para evitar perdas expressivas em suas 

plantações e danos econômicos de produção, é a utilização de plantas geneticamente 

melhoradas. Como exemplo, temos algumas cultivares desenvolvidas com 

características resistentes a espécies do gênero Fusarium: AF 4945, Durasol, Goldex, 

Gladial, Hibrix, Iracema, Natal, Raysol, Soleares, Tikal; do tipo Pele de Sapo: Astúria, 

Grand Prix, Ibérico, Jabalón, Medellín, Sancho, Acclaim, Torreon, Caribean Gold, 

Cabbean Pearl e Florentino e o tipo Gália: Amaregal, Ciro e Yelogal (COSTA, 2017).  

Sem dúvida a variedade melão amarelo desponta na comercialização e 

consumo, em relação as demais variedades comercializadas. Contudo, vale ressaltar 

algumas variedades que apresentam importantes características que ultrapassam os 

quesitos sabor e riqueza à saúde. O melão amargo, por exemplo, possui atividades 

antioxidante, antiflamatória, anti-cancer, anti-diabética, antibacteriana, anti-obesidade 
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e imunomoduladora (DANDAWATE et al., 2016). Essa fruta, além do tradicional uso do 

mesocarpo como principal região comestível, apresenta uma fonte de fibra alimentar 

em sua casca e as sementes concentram níveis representativos de proteínas, fibras 

e minerais (MALLEK-AYADI, 2017).  

 

1.3 Potencial biotecnológico do melão  

O melão apresenta diversos potenciais biotecnológicos, que o torna uma 

cultura de aproveitamento máximo. São diferentes potenciais relacionados a linhas de 

pesquisas distintas como a remoção de arsênicos de águas subterrâneas, um 

elemento químico tóxico de alta letalidade, a partir de suas cascas (SHAKOOR, 2018), a 

produção de carvão ativado, tendo como fonte as faixas do tecido epidérmico ao tecido 

endodérmico (ELAIYAPPILLAI et al., 2019), a disponibilização de moléculas bioativas e 

carotenoides em seu subproduto (GÓMEZ-GARCÍA et al., 2020).  

Os subprodutos do melão também são utilizados como suplementos 

alimentares: em rações para ovinos (LOUSADA JUNIOR et al., 2005); em ações sinérgicas 

para a silagem de capim elefante (Pennisetum purpureum), juntamente com as suas 

cascas (POMPEU et al., 2002); como substituto ao milho para a dieta de ovinos, sem 

influenciar na redução do ganho de peso do animal (LIMA et al., 2012); e com 

possibilidades de uma substituição de até 100% da ração industrial de cordeiros 

(COSTA et al., 2011). 

As sementes detêm consideráveis quantidades de óleo com ácido graxos 

essenciais e biocompostos como polifenóis, fitoesteróis e tocoferóis (MALLEK-AYADI 

2018), além de serem consideradas um potencial ingrediente alimentar. Os polifenóis 

são agentes antioxidantes, fornecem proteção contra doenças cardíacas, previne 

artrite rematóide e doenças inflamatórias intestinal, além de impedir formação de 

coágulos sanguíneo e dar suporte no controle de açúcar no sangue (FALCÃO, et al., 

2007). Os fitoesteróis atuam reduzindo o colesterol e o LDL colesterol, (de MELO et al., 

2019) e os tocoferóis manejam o sistema imunológico, atuando contra doenças 

cardiovasculares e cerebrovasculares (TANG, 2000; LA SILVA et al., 2007). Os subprodutos 

das sementes são comprovadamente agentes poderosos no retardamento oxidativo 

em compostos lipídicos, por exemplo no óleo de soja (MALACRIDA et al., 2007). 

Naturalmente, as superfícies de diferentes órgãos vegetais possuem 

microbiotas compostas por microrganismos patogênicos e não patogênicos ao 
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hospedeiro. Tratando-se do melão, há relatos de fungos dos gêneros como Phoma, 

Cladosporium e Fusarium em sementes (DELWING et al., 2007), leveduras, bolores 

(PINHEIRO et al., 2005) e bactérias em polpas (ARRUDA et al., 2004), cepas leveduriformes 

do gênero Hanseniasporaspe em suco (SOARES et al., 2015) e fungos filamentosos e 

leveduras em fragmentos epidérmicos (ANTONIOLLI et al., 2005). 

Considera-se endofíticos os microrganismos habitantes do interior de órgãos 

vegetais, por, pelo menos, uma fase de seu ciclo de vida, sem lhe causar danos nem 

doenças (BORGES, 1999; PIMENTEL et al., 2006). Ecologicamente, fungos endofíticos 

atuam sinergicamente com seu hospedeiro vegetal. Endofíticos, como as leveduras, 

podem atuar no aumento da resistência do hospedeiro, impedindo, por exemplo, 

ataques de fungos fitopatogênicos a estruturas vegetais (TAECHOWISAN et al., 2003). 

 

1.4 Características gerais das leveduras 

Os fungos são organismos cosmopolitas, eucarióticos, podendo ser 

unicelulares, no caso das leveduras, e multicelulares, quando filamentosos. Estão 

presentes em vegetais, animais, detritos, solo e água. Por muito tempo, esses 

microrganismos foram considerados vegetais. A partir de 1969, foi descoberto que os 

fungos são aclorofilados, não possuíam celulose na parede celular (exceto fungos 

aquáticos) e não eram capazes de armazenar amido como substância de reserva. 

Desde então passaram a ter seu próprio reino denominado Fungi (TRABULSI e 

ALTHERNUM, 2015; CAMPOS et al., 2020).  

As leveduras constituem-se de células eucarióticas, com diâmetros acima de 

10 µm e apresentam morfologia oval ou cilíndrica e pertencem ao Sub-Reino Dykarya, 

sendo classificadas nos Filos Basidiomycota e Ascomycota (FEYDER et al., 2015). 

Apresentam diversas formas morfológicas em suas colônias (Tabela 3; Tabela 4). 

Esses microrganismos compreendem cerca de 600 espécies, distribuídas 

principalmente no Filo Ascomycota. Têm o núcleo bem definido, podendo ser 

pequeno, esférico ou reniforme com localização variável, associado ao vacúolo 

nuclear, possuem plasmídeos e enzimas lisossômicas que digerem células 

danificadas (BLACK, 2002). A parede celular das leveduras destaca-se pelo seu efeito 

probiótico, pois não pode ser digerida pelo organismo animal é, portanto, capaz de 

estimular o desenvolvimento e a atividade metabólica de bactérias comuns ao trato 

digestório (ZAINE, 2014).  
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Tabela 5. Macromorfologia quanto a forma, margem e a elevação de colônias de leveduras (adaptado 
de Madigan et al, 2010). 

Forma 
  

Margem 
  

Elevação 
    

Puntiforme 

 

  

 

Inteira / lisa 

 

   

Achatada 

 

   

Filamentosa 

 

  

 

Lobada 

 

   

Elevada 

 

   

Irregular 

 

  

 

Dentada 

 

   

Convexa 

 

   

Lenticular 

 

  

 

Ondulada 

 

   

Pulvinada 

 

   

Circular 

 

  

 

Filamentosa 

 

   

Umbiculada 

 

   

Rizóide 

 

  

 

Encaracolada 

 

     

 

 

 

 

Tabela 4. Macromorfologia quanto a superfície, textura e brilho de colônias de 
leveduras (adaptado de Madigan et al, 2010). 

Superfície 
  

Textura 
  

Brilho 
    

Lisa  Cremosa  Brilhante 

Polvilhada 
 Mucosa  Opaca 

Rugosa  Filamentosa   

Estriada 
 Farinosa    

Peluda  Consistente    

Setoreada 
 Pastosa    

Pliçada       

Verrugosa 
      

Canelada       
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Irregular 
            

        
 

As leveduras apresentam reprodução assexuada por brotamento ou fissão. 

Quando por brotamento, a célula parental desenvolve uma protuberância, 

denominada broto, em sua superfície celular. Este broto se alonga, o núcleo parental 

se divide e um desses núcleos desloca-se até o broto, produz-se o material da parede 

celular entre o broto e a célula parental e finalmente o broto acaba se separando. 

Quando por fissão, há um alongamento da célula parental, o núcleo divide-se, e duas 

células-filhas são produzidas a partir da célula inicial, denominada célula mãe 

(TORTORA et al. 2016). ... 

1.5 Importância das leveduras na saúde, agricultura e biotecnologia 

As leveduras estão entre os primeiros microrganismos  domesticados pelos 

homens, com relatos do seu uso na produção de pão e cerveja vivenciado pela 

civilização egípcia.  Em meados de 1680, o holandês Anton Van Leeuwenhoek, 

comerciante de tecidos, cientista e construtor de microscópios, realizou as primeiras 

observações microscópicas de células de leveduras. Apenas em 1837, Louis Pasteur 

constatou que a fermentação alcoólica seria promovida por  leveduras (PASTEUR, 1860).  

Populações de leveduras podem ser encontras em diferentes ambientes, seja 

em superfícies bióticas ou abióticas, seja vivendo em harmonia com seu hospedeiro 

ou atuando como patógeno. O gênero Candida, por exemplo, já foi relatado em pera, 

citrino, carambola, ameixa, melão (HISIU-JUNG, 2017) e tomate (ROBL et al., 2014), sem 

causar danos aos hospedeiros. Por outro lado, este mesmo gênero está intimamente 

relacionado a infecções hospitalares (NIARÉ-DOUMBO et al., 2014) com espécies 

pertencentes ao complexo de doença Candida parapsilosis (CANTÓN et al., 2011) e 

apresentando resistência a antifúngicos como anfotericinina B, demonstrando alta 

capacidade de adesão em superfícies de aço inoxidável e ao látex FERREIRA et al., 

2019).  

Há relatos de leveduras encontradas no milho (ABE et al., 2015), maçã (WEI et al., 

2017), kiwis (NIU et al., 2016), mamão, cacau, banana, rambutão (JACQUES & 

CASAREGOLA, 2019), pêssego (HALL et al., 2018), cereja (KESMEN, OZBEKAR & BUYUKKIRAZ, 

2018), pepino (HIRAI & KAWASUMI, 2020), cana-de-açúcar, arroz (KHUNNAMWONG et al. 

2019) entre outros. Além de estarem presentes em diversos frutos, as leveduras 
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também são frequentes em diversas florações, por exemplo, em camélia (KANPIENGIAI 

et al., 2016), rosa damascena, rosa do damasco (CORBU; VASSU & CSUTAK, 2019), em 

néctares de flores silvestres (VEGA; ALBALADEIO & LACHANE, 2018), flores de manga, 

goiaba, romã, limão, eucalipto e petúnia (MOUBASHER; ABDEL-SATER & ZEINAB, 2018). 

As leveduras possuem diversas características e potenciais que as tornam 

promissoras biotecnologicamente na produção de biocombustíveis, enzimas, 

biosurfactantes e carotenoides (LYMAN et al., 2019), por exemplo. Apresentam potenciais 

relevantes na biodegração de micotoxinas, tal como aflotoxinas (TAHEUR et al., 2020), 

que são um risco à saúde; no processo de fermentação para produção de vinho, com 

cepas termotolerantes (AMOIKON et al., 2018); e na indústria da cerveja, com a histórica 

atuação do bem sucedido gênero Saccharomyces (ROSA & AFONSO, 2015).  

 Uma importância na área da saúde são as habilidades de resistência das 

leveduras a antifúngicos, tais como fluconazol (YANG et al., 2009), 5-flucitosina (YANGHUA 

et al., 2010), anfotericina B (FERREIRA et al., 2019), antifúngicos azólicos e griseofulvina 

(MUKHERJEE et al., 2014). Esta indiscutível competência em resistir a antifúngicos é, 

corriqueiramente, relacionada com a capacidade de produção de biofilme (MAZARI et 

al., 2015).  

Esses microrganismos possuem potencial inibitório que pode ser aproveitado 

na contenção de fungos filamentosos, como o Penicillium expansum (COELHO et al., 

2011), Fusarium graminearum (de OLIVEIRA et al., 2015) e no controle de bactérias como 

Pectobacterium carotovorum (MELLO et al., 2011). As leveduras destacam-se como 

antagonistas por serem efetivos competidores de nutrientes, por rapidamente 

colonizar ferimentos, podendo até induzir o crescimento e a resistência do vegetal, 

bem como na sua eficiência em produzir enzimas líticas (SILVA et al., 2014).  

Alguns exemplos do potencial de levedura ao controle de fitopatógenos são as 

espécies Rhodotorula glutinis, detentora de um ótimo potencial inibitório sobre o 

desenvolvimento da antracnose em pimentão (VIEIRA & SANTOS, 2015), Metschnikowia 

drosophilae, que inibe por competição o crescimento de Botrytis em videira e 

morango, além do controle da moniliose de pêssego (BOULY et al., 2018) e 

Saccharomyces cerevisiae, no controle efetivo de doenças foliares e de flores 

causadas por Mycosphaerella fragariae, Dendrophoma obscurans e Colletotrichum 

acutatum (GOUVEA et al., 2009). 

Outra característica marcante das leveduras é a produção de micotoxinas, 

capazes de inibir microrganismos uni ou pluricelulares. Uma destas substâncias, de 
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natureza proteica, denomina-se fator killer, toxina killer ou proteínas killer (BENDOVÁ, 

1986; CÂNDIDO et al., 1995). Associado ao potencial biocontrolador, o fator killer pode 

atuar na inibição de fitopatógenos, a exemplo, sobre o Botrytis cinerea (de OLIVEIRA et 

al., 2011). Também demonstra potencial de atividade fermentativa (de LIMA et al., 2007) e 

inibem bactérias contaminantes de processos fermentativos alcoólicos (MENEGHIN et 

al., 2010). Aplicam-se também sob a eliminação de leveduras patogênicas a humanos 

do gênero Candida (ROBLEDO-LEAL et al, 2018), contra fungos dermatófitos (LANDELL et 

al, 2007), antagonizam Candida albicans de cavidades bucais (RIBEIRO et al., 2007) entre 

outras aplicações. 

 A indução de resistência de plantas, por meio da ação de leveduras, também 

é uma característica bastante explorada, tal como Saccharomyces cerevisiae em 

plântulas de pepineiro resistentes a Colletotrichum lagenarium (ZANARDO et al., 2009), 

em frutos de morangos inoculados com Rhizopus nigricans (BENDO & VIECELLI, 2009) e 

em eucaliptos, reduzindo a severidade da ferrugem causada por Puccinia psidii 

(BOAVA et al., 2010). O gênero Saccharomyces também atua na indução à produção de 

fitoalexinas em sorgo, soja (STANGARLIN et al., 2010), feijoeiro (MULLER et al., 2011), 

morangueiro (GOUVEA et al., 2009) entre outros hospedeiros.  

Outro importante mecanismo é a produção enzimática. Esse fator reafirma a 

importância das leveduras no campo da biotecnologia, visto que estas expressam 

enzimas como amilase (BASTOS, et al., 2015), configurando-as como promissoras 

produtoras de álcool (COELHO et al., 2020). As enzimas catalase, beta-glucosidase, 

protease, lipase (NOGUEIRA et al., 2012) e beta-galactosidase (HEIDTMANN et al., 2012), 

também fazem parte da variedade enzimática produzidas por leveduras. 

 

1.6 Biofilme microbiano 

Biofilmes são descritos como uma matrizes poliméricas, aderidas sobre 

diferentes tipos de superfícies sólidas, circundando colônias que, geralmente, estão 

submersas em meio líquido. Biofilmes também podem ser configurados por um 

amontoamento de células de origens microbianas e pelos produtos gerados na 

excreção de substâncias poliméricas extracelulares dessas células (BARROS, 2009; 

LANGER et al., 2018). Além das leveduras as bactérias, protozoários e fungos 

filamentosos exibem capacidade de formação de biofilme (HARDING et al., 2009). 
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O processo de formação de biofilme por leveduras ocorre em cinco etapas (HA, 

2013; TAN et al., 2014; XAVIER et al., 2003; DORIA et al., 2015). Inicia-se com a adesão de 

células em superfícies bióticas e abióticas via interações físico-químicas, em seguida 

acontece o agrupamento das células dentro de uma matriz extracelular polimérica. 

Posteriormente, sucede a formação de uma camada basal de micro colônias e, 

consequentemente, o aumento da matriz polimérica induzindo a organização de 

agregados em multicamadas. Na última etapa, ocorre a maturação das células que 

estão sobre a superfície e essa maturação ocasiona a liberação de células que ficarão 

sujeitas à formação de um novo biofilme (BLANKENSHIP & MITCHELL 2006; SUN et al., 2015) 

(Figura 2). 

O mecanismo de formação e manutenção de biofilmes é estudado por 

diferentes perspectivas, a exemplos, a relação entre resistências bacterianas e a 

capacidade de produção de biofilme (QI et al., 2016), gama de leveduras antagônicas a 

antifúngicos, tais quais fluconazol e anfotericina (ZAHRAN et al., 2015) e a contenção do 

desenvolvimento de doenças em frutos, como a manga (Mangifera indica L.) sob 

ataques de Botryosphaeria dothidea e contida por Meyerozyma guilliermondii (TERAO 

& HALFELD-VIEIRA, 2017). 

O perfil do caráter produtor de biofilme, produzido por leveduras, pode variar 

entre gêneros, espécies (TREVIÑO-RANGEL et al., 2015) e até mesmo entre indivíduos da 

mesma espécie (FERREIRA et al., 2019). A etapa crucial para o sucesso na produção 

deste biopolímero se dá durante o processo de adesão celular via interações célula-

Figura 2. Etapas de formação de biofilme por leveduras de acordo com (Blankenship & MItchell 2006; 
Sun et al., 2015. Ilustrado por Ribeiro, 2016) 
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célula e/ou célula-substrato (WILLAERT, 2018), uma vez que essa bioadesão seja 

inibida, a produção de biofilme é interrompida (INÉS & DHOUHA, 2015). 

O aumento gradual do estresse sobre as leveduras está diretamente 

relacionado ao aumento na produção de biofilme (SEMLALI et al., 2014). Os principais 

fatores estressores são: a idade da cultura, os nutrientes disponíveis, alterações no 

pH (SHIBATA, OBASE, ITOH & AMEMIYA, 2018), salinidade no meio (SOLIERI et al., 2016), 

metabólitos secretados pela própria cepa, como o etanol, ácido succínico e glicerol 

(MEERTS et al., 2018), que por sua vez provocam intoxicação às colônias. 

Ao longo dos anos, vários protocolos foram desenvolvidos e aprimorados para 

avaliar a formação de biofilme. Dentre tantos, os mais usuais são os que utilizam 

microplacas de 96 poços, como aparato para desenvolvimento das colônias, 

associados a utilização de corantes como o cristal violeta, safranina e resazurina, para 

observação das camadas de biofilme (HANEY et al., 2018; CAIXETA et al., 2019). Diversos 

autores comparam métodos para avaliar as leveduras quanto a produção de biofilme 

e muitos observaram que o uso de cristal violeta é efetivo na quantificação de 

biomassa de biofilme (STIEFEL et al., 2016) e o método da redução de sal tetrazólico 

responde bem na avaliação de atividade celular (ZAHRAN et al., 2015), porém, ambas 

técnicas se complementam (XU et al., 2016).  

A avalição experimental baseada no uso do corante cristal violeta, afere-se os 

valores de absorbância via espectrofotômetro. Entretanto, a calibração da densidade 

óptica no instrumento aferidor não segue um padrão comum, podendo variar em: 550 

nanômetros (nm) (RAJENDRAN et al., 2010), 570 nm (NUNES, BIZERRA, FERREIRA & 

COLOMBO, 2013), 590 nm (FRACCHIA et al., 2010), 595 nm (LEON-ROMERO et al., 2016) e 620 

nm (INTO et al., 2020).  

Além da calibração da densidade óptica no espectrofotômetro, outro fator que 

varia de autor para autor é a interpretação e categorização dos indivíduos testados a 

partir da concentração de cristal violeta (CCV). Para Ferreira (2019), valores de CCV 

abaixo de 0,036 classifica o isolado como fraco produtor de biofilme, porém para 

Rajendran (2010) valores de CCV abaixo de 0,15 representa um perfil de cepa com baixo 

potencial de produção do biopolímero, sendo que ambos utilizaram a calibração de 

densidade óptica em 550 nm. 

  Um outro fator crucial, para esse tipo de análise é o período de avaliação, visto 

que a curva de crescimento pode ser homogênea para um grupo ou específica para 

um indivíduo, condicionando-se em aspectos de aptidões ambientais e genéticos 
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(HERRICKS et al., 2017). Uma mesma espécie, por exemplo Candida albicans, pode 

apresentar maior caráter produtivo de biofilme em 24 (RAJENDRAN et al., 2010), em 48 

(FRACCHIA et al., 2010) e em 72 horas (SEMLALI et al., 2014) dependendo das condições 

ambientais a qual se encontra. Outro exemplo a ser observado é o caso em 

Saccharomyces cerevisiae que pode apresentar o pico na massa celular em 24 (LIU et 

al., 2016) e em 56 horas (JIANG, XU & CHEN, 2019). 

Diante das divergências quanto aos métodos de avaliações na produção de 

biofilme, alguns autores recorrem a uma opção mais básica, considerando apenas se 

o isolado avaliado pode ser considerado como positivo ou negativo (SHEIK et al., 2015).  

 

2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

 Objetivou-se neste trabalho identificar as  leveduras isoladas do pericarpo do 

melão amarelo C. melo e verificar a eficiência quantitativa destas leveduras quanto a 

formação e manutenção do biofilme. 

2.2 Objetivos específicos 

• Identificar molecularmente as cepas de leveduras isoladas do pericarpo 

do melão amarelo; 

• Determinar in vitro a eficiência das leveduras isoladas do pericarpo do 

melão amarelo na formação e manutenção de biofilme em 24, 48 e 72 

h. 
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RESUMO: 
 
Biofilmes podem ser definidos como uma comunidade séssil de microrganismos, 

encapsulados por uma matriz de substâncias poliméricas extracelulares, formados e 

encontrados em substratos bióticos e abióticos. Bactérias, protozoários, leveduras ou 

fungos filamentosos apresentam a capacidade de formação de biofilmes e as 

características dessa formação variam conforme o tipo de microrganismo envolvido. 

Esse trabalho objetivou contribuir para o conhecimento de espécies de leveduras 

presentes na microbiota de frutos de melão, e caracterizá-las quanto a capacidade de 

formação e manutenção da camada de biofilme. Leveduras foram isoladas a partir de 

tecidos epidérmicos do melão amarelo Cucumis melo L. e as espécies a que 

pertencem foram identificadas com base em biologia molecular, utilizando sequências 

da região ITS. Um total de 18 cepas foram isoladas. O gênero Candida agrupou o 

maior número de cepas, totalizando 9 isolados. Todas as leveduras avaliadas 

apresentaram formação de biofilme, em pelo menos um intervalo de avaliação. Ao 

final de 24 h, o maior valor de concentração de cristal violeta (CCV) foi de 0,067 mg 

mL-1. Os maiores valores de CCV e das camadas de biofilme foram observadas as 48 

h e as 72 h. Os resultados apontados neste estudo, representam os primeiros relatos 

de Candida orthopsilosis, Candida sorboxylosa, Hyphopichia burtonii, Kodameae 

ohmeri, Metschnikowia sp., Meyerozyma guilliermondii, Pseudozyma 

churashimaensis e Rhodotorula sp. presentes naturalmente na microbiota de melão. 

O comportamento de formação de biofilme, demonstrados pelos isolados de C. 

sorboxylosa e C. orthopsislosis utilizados nesse trabalho, indicam que a eficiência de 

formação e manutenção de biofilme  é relativa e particular a cada isolado. A microbiota 

do melão amarelo apresenta uma ampla diversidade a nível de gênero e espécie e 

essa diversidade de leveduras apresenta diferentes comportamentos na formação e 

manutenção de biofilme, podendo se comportar com alta, média e baixa eficiência. 
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ABSTRACT: 
 

Biofilms can be defined as a sessile community of microorganisms, encapsulated by a 

matrix of extracellular polymeric substances, formed and found in biotic and abiotic 

substrates. Bacteria, protozoa, yeasts or filamentous fungi have the ability to form 

biofilms and the characteristics of this formation vary according to the type of 

microorganism involved. This work addresses aspects related to the recognition of 

yeast species present in the melon fruit microbiota, and the ability to form and maintain 

the biofilm layer by these yeasts. Yeasts were isolated from epidermal tissues of yellow 

melon and identified at the species level, totaling 18 strains. The genus Candida 

grouped the largest number of strains, totaling 9 isolates. All evaluated yeasts showed 

biofilm formation, in at least one evaluation interval. At the end of 24 h, the highest 

crystal violet concentration (CCV) value was 0.067 mg mL-1. The highest values of 

CCV and biofilm layers were observed between 48 h and 72 h. The results pointed out 

in this study represent the first reports of Candida orthopsilosis, Candida sorboxylosa, 

Hyphopichia burtonii, Kodameae ohmeri, Metschnikowia sp, Meyerozyma 

guilliermondii, Pseudozyma churashimaensis and Rhodotorula sp naturally present in 

the melon microbiota. The behavior of biofilm formation, demonstrated by the isolates 

of C. sorboxylosa and C. orthopsislosis used in this work, indicates that the efficiency 

of formation and maintenance of biofilm is relative and particular to each isolate. The 

yellow melon microbiota has a wide diversity in terms of genus and species and this 

diversity of yeasts presents different behaviors in the formation and maintenance of 

biofilms, and can behave with high, medium and low efficiency. 

 
 
Key-words: Yeast, biotechnology, biofilm, yellow melon 
 
 
INTRODUÇÃO 
 

As leveduras são fungos unicelulares capazes de formar estruturas conhecidas 

por biofilmes (FEYDER et al., 2015). Biofilmes podem ser definidos como uma 

comunidade séssil de microrganismos, encapsulados por uma matriz de substâncias 
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poliméricas extracelulares (SPE), formados e encontrados em substratos bióticos e 

abióticos (DONLAN & COSTERTON, 2002). 

Bactérias, protozoários, leveduras ou fungos filamentosos apresentam a 

capacidade de formação de biofilmes e as características dessa formação variam 

conforme o tipo de microrganismo envolvido (HARDING et al., 2009). A formação do 

biofilme por leveduras ocorre  em cinco etapas: 1) adesão de células a uma superfície, 

por meio de interações físico-químicas; 2) agrupamento de células em meio  presença 

de uma matriz extracelular polimérica; 3) formação de camada basal de micro 

colônias, com o desenvolvimento de hifas e o aumento na matriz polimérica, induzindo 

o estabelecimento de agregados em multicamadas; 4) maturação celular sobre a 

superfície; 5) a maturação provoca a liberação de células que poderão dar início a 

uma nova formação de biofilme (BLANKENSHIP & MITCHELL 2006; SUN et al., 2015). 

Em ambiente natural, biofilmes microbianos podem ser encontrados em quase 

todos os tipos de substrato, desde que estes tenham um nível de umidade suficiente 

para tolerar o crescimento desses microrganismos. Vale ressaltar que em ambientes 

inóspitos, a capacidade para formação de biofilme é uma estratégia de sobrevivência 

fundamental que pode ser desempenhada por alguns tipos de microrganismos (SREY 

et al., 2013). 

A formação e expressão de biofilme está relacionada a efeitos benéficos ou 

maléficos, dependendo da natureza e espécie do microrganismo formador dessa 

biocamada. Os efeitos negativos estão relacionados principalmente a microrganismos 

contaminantes e/ou patogênicos, capazes de provocar a biocorrosão de 

equipamentos; contaminação de alimentos; e danos para a saúde humana, devido ao 

desenvolvimento de biofilmes no interior do organismo, provocando infecções em 

tecidos, trato urinário, rejeição de próteses, entre outros problemas, podendo evoluir 

a óbito (PIZZOLITTO et al., 2001).  

Diferentemente, os efeitos benéficos são desempenhados por microrganismos 

com importante aplicação em diversas atividades como a produção e degradação de 

matéria orgânica; tratamento de efluentes, por meio da remoção de poluentes 

orgânicos e inorgânicos de águas contaminadas; em aplicações farmacêuticas, na 

produção de antibióticos; em processos biológicos na extração de metais a partir de 

minério; e em reatores nos processos fermentativos (KASNOWSKI et al., 2010).  

Biofilmes produzidos por leveduras são comumente encontrados em tecidos 

vegetais. A fixação de leveduras nesses tecidos é mediada por proteínas específicas 
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ancoradas ao glicosilfosfatidilinositol, presentes na parede celular das leveduras 

(FINKEL & MITCHELL, 2011; PU et al., 2014). Por competirem por espaço, nutrientes, e 

serem os principais organismos encontrados na superfície de folhas e frutos, as 

leveduras têm sido largamente estudadas como promissores agentes de biocontrole 

– BCA’s   de fitopatógenos em pré e pós-colheita (ARAÚJO et al., 2015), atuando como 

uma barreira física antimicrobiana impedindo a penetração de agentes externos 

(PARSEK & FUQUA, 2004).  

O estudo da formação de biofilmes, a partir de leveduras isoladas de vegetais, 

não só contribui com informações sobre o potencial de aplicabilidade dessas 

leveduras no controle de fitopatógenos, mas também como alternativa de substituição 

de revestimentos plásticos por filmes biodegradáveis (DAVANÇO et al., 2007) sobre frutos 

e vegetais, por exemplo, bem como se apresenta como um indicador de cepas 

potenciais ao processo de produção industrial de álcool (FIDALGO, 2006). 

Além dos tipos de efeitos envolvidos na ação microbiana, a capacidade de 

formação e manutenção de biofilme está relacionada diretamente ao gênero e/ou 

espécie de microrganismos envolvido. Por exemplo, espécies do gênero Candida, que 

é um competente produtor de biofilme, têm apresentado importante frequência de 

isolados, cerca de 80 %, nas infecções fúngicas registradas em ambientes 

hospitalares, além disso, se trata da quarta maior causa de infecção sanguínea, 

direcionando cerca de 38 % dos pacientes ao óbito (TAMURA et al., 2007). Pouco se sabe 

sobre as espécies de leveduras presentes na microbiota de melão, bem como sua 

capacidade de formação e manutenção de biofilme, assim este trabalho aborda 

aspectos relacionados ao reconhecimento de espécies de leveduras presentes na 

microbiota de frutos de melão, e a capacidade de formação e manutenção da camada 

de biofilme por essas leveduras. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 
 
Obtenção e seleção de leveduras 

 

As leveduras foram isoladas a partir dos tecidos do pericarpo de melão amarelo, 

adquiridos comercialmente no Centro de Abastecimento e Logística de Pernambuco 

(CEASA/PE) no município de Recife-PE em 2015 e, após processos de purificação e 

preservação em óleo mineral, armazenadas na Coleção de Fungos de Solo – CFS, 
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na Universidade Federal Rural de Pernambuco – UFRPE, localizada em Recife, 

estado de Pernambuco. 

Os isolados foram recuperados da Coleção CFS-LAFSOL/UFRPE, cultivados 

em meio yeast extract peptone dextrose (YEPD-ágar, Sigma Aldrich, USA) e foram 

selecionados 18 isolados (LCFS 001, LCFS 002, LCFS 003, LCFS 006, LCFS 007, 

LCFS, 008, LCFS 011, LCFS 012, LCFS 014, LCFS 016, LCFS 019, LCFS 022, LCFS 

029, LCFS 030, LCFS 031, LCFS 033, LCFS 034 e LCFS 044), considerando-se as 

diferenças morfológicas de crescimento e desenvolvimento das colônias em YEPD-

ágar. 

 

Identificação das leveduras 

 

As leveduras foram cultivadas por cinco dias em meio YEPD ágar e uma porção de 

crescimento das colônias foram removidas e transferidas para um microtubo de 

polipropileno estéril (Axygen® capacidade 2 mL) contendo 600 µl de tampão de 

extração para a extração de DNA genômico. O DNA foi extraído usando o protocolo 

CTAB (brometo de cetil trimetilamônio) descrito por Murray e Thompson (1980), com 

modificações. As amostras de DNA obtidas foram aferidas em espectrofotômetro 

NanoPhotometer UV/Vis (IMPLEN, Korea) e diluídas para 25 ng μL-1. 

Sequências de DNA dos espaços internos transcritos (ITS) 1 e 2, incluindo o 

gene 5.8S rRNA (ITS) foram amplificadas por PCR em reações de 25 µL contendo:  1 

µl de DNA tamplate (50 ng µl-1), 1 U Platinum® Taq DNA Polymerase; 2 µl 10X PCR 

Buffer; 1,8 µl magnesium chloride 50 mM; 2 µl nucleotídeo mix (Thermo Scientific, 

Waltham, USA); 1,8 µl de cada primer forward e reverse, a 10 µM (sintetizados por 

InvitrogenTM, Carlsbad, USA), 1 µl de dimethyl sulfoxide - DMSO (Synth, São Paulo, 

BR) e 13,5 µl de água ultrapura. As ciclagens foram realizadas em termociclador 2720 

Thermal Cycler (applied biosystems) e os fragmentos de DNA foram amplificados com 

desnaturação inicial a 94 °C por 2 min; seguidas de 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 57 

°C por 1 min., 72 °C por 1 min e extensão final a 72 °C por 10 min. 

Os produtos de PCR foram purificados com kit de purificação PureLinkTM PCR 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA), de acordo com as especificações do 

fabricante, e sequenciados em sequenciador automático ABI3500, na Plataforma de 

Sequenciamento de DNA do Laboratório de Bioinformática e Biologia Evolutiva 

(Universidade Federal de Pernambuco, Brasil). Os cromatogramas foram ajustados 
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em contigs, editados e as sequências consenso comparadas inicialmente com as 

sequências referências das espécies de leveduras recuperadas do GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), para verificar quais as possíveis espécies compatíveis. 

As múltiplas sequências de ITS foram alinhadas no portal MAFFT versão 7 e a 

filogenia foi inferida comparando-se os agrupamentos filogenéticos por Análise de 

Máxima Verossimilhança - MV aproximada no portal CIPRES (https://www.phylo.org).  

As análises de MV foram estimadas com a ferramenta RAxML-HPC2 on XSEDE, 

modelo GTR GAMMA, e a melhor topologia de árvore atrelada aos valores de 

Bootstrap em 1000 pseudoreplicatas. As árvores foram visualizadas utilizando a 

ferramenta FigTree Versão 1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/) com base nos resultados 

comparativos das filogenias obtidas por MV de ITS para o reconhecimento das 

espécies (Tabela 1) 

 

Tabela 1. Detalhamento informativo dos gêneros e espécies de leveduras incluídas nas 
análises filogenéticas deste estudo 

Táxona N. isoladob 
Região ITSc 

N. acesso NCBI 

Candida albicans* CBS 562T NR_125332 

Candida caryicola* CBS 8847T NR_077194 

Candida danieliae  CBS 8533T HM156530 

Candisa dubliniensis CBS 7987T NR_119386 

Candida hainanensis  AS2.3478 EU284099 

Candida leandrae  CBS 9735T NR_155222 

Candida loeiensis  CBS 11899 NR_155223 

Candida metapsilosis CBS 10907T NR_165186 

Candida orthopsilosis 

ATCC 96139T NR_130661 

CFS 014 ND 

CFS 031 ND 

Candida parapsilosis 

CBS 604T AJ635316 

CFS 007 ND 

CFS 012 ND 

Candida restingae  CBS 8493T NR_155225 

Candida sorboxylosa 

JYC536 MN244378 

CFS 022 ND 

CFS 029 ND 

CFS 030 ND 

CFS 034 ND 

Candida tropicalis CBS 94T NR_111250 

Hyphopichia burtonii 
CBS 2352T GU246247 

CFS 001 ND 

Hyphopichia fennica CBS 5928T NR_111246 

Hyphopichia gotoi CBS 8531T NR_137743 
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Hyphopichia pseudoburtonii CBS 2455T NR_138220 

Kodamaea anthophila  CBS 8494T NR_155239 

Kodamaea kakaduensis  CBS 8611T NR_155240 

Kodamaea nitidulidarum  CBS 8491T NR_155241  

Kodamaea ohmeri 

CBS 5367T NR_121464 

CFS 008 ND 

CFS 044 ND 

Kodamaea transpacifica  CBS 12823 KF002564 

Meyerozyma amylolytica  DSM 27310 T KY673531 

Meyerozyma athensensis CBS 9840 T AY553846 

Meyerozyma caribbica  CBS 9966 T NR_149348 

Meyerozyma carpophila  CBS 5256 T AF022719 

Meyerozyma elateridarum  CBS 9842 T NR_111350 

Meyerozyma guilliermondii* 

CBS 2030 T MW284473 

CFS 011 ND 

CFS 019 ND 

Meyerozyma neustonensis* CBS 11061T EF621563 

Meyerozyma smithsonii  CBS 9839T AY553844 

Metschnikowia lopburiensis DMKU-RK277 AB697761 

Metschnikowia agaves CBS 7744T NR_119735 

Metschnikowia caudata* CBS 13651 KM233175 

Metschnikowia drosophilae  CBS 8809T EU343805 

Metschnikowia laotica CBS 1296T NR_164084 

Metschnikowia torresii CBS 5152 KY102446 

Metschnikowia sp. 
CFS 006 ND 

CFS 003 ND 

Pseudozyma churashimaensis 
OK96 AB548947 

CFS 016 ND 

Pseudozyma jejuensis CBS 10454 EF079966 

Pseudozyma prolifica CBS 319.87T AF294700 

Pseudozyma thailandica CBS 10006T NR_155686 

Pseudozyma tsukubaensis JCM 10324T AB089372 

Rhodotorula araucariae  CBS 6031T NR_073277 

Rhodotorula babjevae  CBS 7808T NR_077096  

Rhodotorula dairenensis  CBS 4406 KY104735 

Rhodotorula diobovata CBS 6085T NR_073271 

Rhodotorula evergladiensis CBS 10880T FJ008054 

Rhodotorula glutinis  CBS 4406T AF444501 

Rhodotorula graminis  CBS 2826T NR_073273   

Rhodotorula kratochvilovae  CBS 7463T NR_073282 

Rhodotorula mucilaginosa  CBS 316T NR_073296   

Rhodotorula pacifica  SY-96 AB026006 

Rhodotorula paludigena* CBS 6567 AF444493 

Rhodotorula sinensis AS2.1389 KJ778637 

Rhodotorula sp. CFS 002 ND 

Rhodotorula sphaerocarpa CBS 5939 AF444499 

http://www.speciesfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=823540
https://www.jcm.riken.go.jp/cgi-bin/jcm/jcm_number?JCM=10324
http://www.speciesfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=813325
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Rhodotorula taiwanensis BCRC 23118 GU646862 

Rhodotorula toruloides CBS 349 AF444489 
TCultura ex-type;  

*Isolados utilizados como outgroup; 

bIsolados com número em negrito foram obtidos nesse estudo a partir de isolamentos dos tecidos 
de melão amarelo (Cucumis melo). 

cITS: Espaço de Transcrição Interna (ITS1-5.8S-ITS2); 

NDSequências serão depositadas no banco de dados do NCBI; 

ATCC – Department of Food Sciences and Nutrition,Laval University, Canadá; 

BCRC –  Projeto NCBI RefSeq Targeted Loci   

CBS – Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Holanda; 

CFS – Coleção Fungos de Solo, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, Brasil. 

 

 

Preparo de curva padrão  

 

A curva de calibração padrão utilizada para a determinação de formação de 

biofilme foi preparada a partir de uma solução estoque aquosa de cristal de violeta (CV) 

a 0,4% (Dinâmica Indústria Brasileira). A solução estoque de CV foi diluída onze vezes, 

pelo fator de diluição 0,5 para a obtenção de doze soluções denominadas de pontos de 

leitura, nas seguintes concentrações (mg mL-1):  4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,0313; 

0,0156; 0,0078; 0,0039 e 0,00195.  

Para cada ponto de leitura, 100 µL de solução foi transferido para um poço da 

placa de microtitulação com 96 poços do tipo fundo chato e estéreis (Olen® referência 

K30-5096P). As placas foram submetidas a leitura de absorbância em leitor de 

microplacas tipo Elisa (Biotek®, Winooski, VT, USA) em filtro de 595 nm. Os valores 

de absorbância obtidos foram correlacionados aos seus respectivos pontos de leitura 

e a relação entre absorbância e concentração de cristal violeta (mg mL-1) foi 

determinada pela equação linear (Figura 1):  𝐶𝑉 = (0,0366𝐴) − 0,0004; sendo CV = 

concentração de cristal violeta e A = absorbância.   
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Figura 1. Determinação da equação linear a partir da relação entre os valores de absorbância e concentração de 

cristal violeta. 

 

Preparo de células e formação de biofilme  

 

As leveduras foram cultivadas por 48 h em meio YEPD-ágar. Com auxílio de 

uma alça de repique, porções das colônias foram transferidas para um tubo de 

polipropileno para centrifugação (KASVI®, capacidade 50 mL) contendo meio de 

cultura YEPD líquido estéril, sendo a concentração de células ajustada para 107 

células mL-1. 

A suspensão de células foi transferida, em alíquotas de 100 µl, para o poço da 

placa de microtitulação, com 96 poços do tipo fundo curvo (fundo “U”) e estéreis (Olen® 

ref.: K30-5096U). Para promover a adesão das células de leveduras à parede dos 

poços, as placas foram incubadas por três horas, a 28 ± 2 °C em agitação constante 

a 75 rpm mesa agitadora horizontal (Nova Ética MOD. 109-2). No tratamento controle, 

a suspensão de células em meio YEPD foi substituída por meio YEPD estéril. 

Após a incubação, o meio de cultivo dos poços foi descartado e cada um dos 

poços foi lavado com 200 µl de phosphate bufferid-saline (PBS), por duas vezes. 

Adicionou-se aos poços 100 µl de meio de cultivo YEPD estéril e as placas foram 

incubadas, nas mesmas condições citadas acima, durante o intervalo pré-

estabelecido para a avaliação da formação e manutenção da camada de biofilme. 

Cada levedura representou um tratamento, totalizando 19 tratamentos (18 leveduras 

+ controle) avaliados em três períodos de incubação: 24 h, 48 h e 72 h e o experimento 

foi realizado em quadruplicata. Nos tratamentos incubados por 48 e 72 h, os meios 
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presentes nos poços foram submetidos a sucção total e reabastecimento com 100 µl 

de meio de cultivo YEPD estéril, a cada 24 h. 

 

Determinação de biofilme 

 

As placas foram retiradas da incubação, os meios dos poços foram descartados 

e cada poço foi lavado duas vezes com PBS, como descrito no preparo de células. 

Após a completa remoção do PBS, foram adicionados aos poços 100 μL de solução 

aquosa de cristal de violeta a 0,4%, para corar as células das leveduras, e a placa foi 

mantida em repouso durante 45 min. A solução de cristal violeta foi removida e os 

poços foram lavados três vezes, com adições e remoções sucessivas de 200 µl de 

água destilada estéril.  

As placas foram mantidas em posição invertida sobre papel toalha absorvente 

estéril durante 15 min e as células de leveduras foram descoradas com adição de 200 

µl de Etanol a 95%, por 45 min. Parte da solução alcóolica de cristal violeta obtida foi 

transferida para uma nova placa de microtitulação com 96 poços do tipo fundo chato 

(100 µl em cada poço), com disposição das amostras equivalentes a placa inicial, e  

adicionou-se 100 µl de água destilada estéril, totalizando 200 µl de solução em cada 

poço. Todos os procedimentos realizados nas amostras de leveduras foram realizados 

ao tratamento controle. 

As placas foram submetidas a leitura de absorbância em (Biotek®, Winooski, 

VT, USA) em filtro de 595 nm (Avaliado pelo Software Gen5®) da mesma forma como 

performado para a curva de calibração. Os valores de absorbância obtidos nas 

amostras foram transformados em valores de concentração de cristal violeta 

removidos das células de leveduras, utilizando a equação (y=0,0366x – 0,0004) da 

curva de calibração. 

As leveduras foram classificadas, para cada intervalo de avaliação, quanto a 

eficiências na produção de biofilme (ePB), de acordo com a quantidade de cristal 

violeta (mg ml-1) obtido nos processos de descoramento das células de leveduras, em 

alta eficiência (PBhi), média eficiência (PBme) ou baixa eficiência (PBlo), nos quais:  

PBhi ≥ 0,04; 0,04 > PBme ≥ 0,02 e PBlo<0,02. 

 
Delineamento experimental e análises estatísticas 
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As amostras foram distribuídas nas placas em quadruplicatas e os tratamentos 

delineados em blocos inteiramente casualizados – BIC. As médias de concentração 

de cristal violeta (CCV) foram submetidos a análises de variância (ANOVA) e para as 

análises significativamente diferentes (p ≤ 0,05), as médias foram comparadas pelo 

teste Scott knott a 5 % de probabilidade, utilizando software Sisvar v5.6 (Ferreira, 

2011). 

 
RESULTADOS 

  

Identificação das leveduras 

 

O reconhecimento específico de todos os isolados utilizados nesse trabalho foi 

realizado por meio de inferências filogenéticas baseadas nos agrupamentos dos 

isolados utilizados e representantes das espécies relacionadas, obtidos por meio de 

análises de máxima verossimilhança – MV. Em um subclado formado pelos 

representantes das espécies M. caribbica, M. guilliermondii e M. carpophila, dois 

isolados (CFS 011 e CFS 019) foram reconhecidos como Meyerozyma guilliermondii 

(Fig. 2). Relacionados ao gênero Metschnikowia, em um clado composto pelas 

espécies M. torresii, M. laotica, M. agaves, M. drosophilae e C. danieliae, os isolados 

CFS 003 e CFS 006 apresentaram distanciamento filogenético das demais espécies 

e, por isso, não foi possível determinar sua classificação a nível específico, utilizando 

a região gênica ITS, sendo esses isolados denominados de Metschnikowia sp.1 (Fig. 

3). 

Quatro isolados (CFS 007, CFS 012, CFS 014 e CFS 031) foram agrupados em 

um clado com representantes de Candida orthopsilosis, Candida metapsilosis e 

Candida parapsilosis. Dois deles (CFS 014 e CFS 031) foram reconhecidos como 

Candida orthopsilosis e os demais (CFS 007 e CFS 012) foram reconhecidos como 

pertencentes a espécie Candida parapsilosis (Fig. 4). Relacionado com o gênero 

Rhodotorula, CFS 002 foi agrupado em um clado com representantes de Rhodotorula 

toluroides e Rhodotorula sinensis, mas por não apresentar distinção entre as espécies 

citadas, não foi possível determinar sua classificação a nível específico, sendo 

denominados de Rhodotorula toluroides/sinensis (Fig. 5). 

No reconhecimento das espécies pertencentes ao gênero Pseudozyma e de 

Candida sorboxylosa o isolado CFS 016 foi agrupado em um clado com o isolado 
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representante de Pseudozyma churashiamaensis e os quatro isolados (CFS 022, CFS 

029, CFS 030 e CFS 034) agrupados com o representante de Candida sorboxylosa. 

(Fig. 6). No reconhecimento das espécies pertencentes ao gênero Kodamaea e 

Hyphopichia, por sua vez, o isolado CFS 001 foi agrupado em um clado com o isolado 

representante de Hyphopichia burtonii e os dois isolados (CFS 044 e CFS 008) 

agrupados com o representante de Kodamaea ohmeri, suportados por valores de 

bootstrap acima de 70 (Fig. 7). 

 

 

Figura 2. Relações filogenéticas entre espécies de Meyerozyma, por meio de análise de Máxima verossimilhança-

MV das sequencias do gene ITS. O dataset das sequências alinhadas abrangeu dez táxons, totalizando 502 

caracteres, sendo: 414 conservados, 31 parcimoniosamente informativos e 88 variáveis. O código de acesso do 

GenBank está grafado após os nomes dos táxons. Valores acima de 70% são grafados nos ramos, baseados em 

1000 réplicas de bootstrap. Meyerozyma neustonensi foi utilizada como espécie outgroup. Táxons em negrito 

representam os isolados utilizados neste estudo. 
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Figura 3. Relações filogenéticas entre espécies de Metschnikowia por meio de análise de Máxima verossimilhança-

MV das sequencias do gene ITS. O dataset das sequências alinhadas abrangeu dez táxons, totalizando 465 

caracteres, sendo: 196 conservados, 127 parcimoniosamente informativos e 208 variáveis. Números de acesso do 

GenBank estão grafados após os nomes dos táxons. Valores acima de 70% são grafados nos ramos, baseados 

em 1000 réplicas de bootstrap. Metschnikowia caudata foi utilizada como espécie outgroup. Taxons em negrito 

representam os isolados utilizados neste estudo. 

 

 

 

Figura 4. Relações filogenéticas entre espécies de Candida por meio de análise de Máxima verossimilhança das 

sequencias do gene ITS. O dataset das sequências alinhadas abrangeu dez táxons, totalizando 465 caracteres, 
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sendo: 287 conservados, 75 parcimoniosamente informativos e 170 variáveis. Números de acesso do GenBank 

estão grafados após os nomes dos táxons. Valores acima de 70% são grafados nos ramos, com base em 1000 

réplicas de bootstrap Candida albicans foi utilizada como espécie outgroup. Táxons em negrito representam os 

isolados utilizados neste estudo. 

 

 

Figura 5. Relações filogenéticas entre espécies de Rhodotorula por meio de análise de Máxima verossimilhança 

das sequencias do gene ITS. O dataset das sequências alinhadas abrangeu dezesseis táxons, totalizando 655 

caracteres, sendo: 499 conservados, 88 parcimoniosamente informativos e 134 variáveis. Números de acesso do 

GenBank estão grafados após os nomes dos táxons. Valores acima de 70% são grafados nos ramos, com base 

em 1000 réplicas de bootstrap Candida carycola foi utilizada como espécie outgroup. Taxons em negrito 

representam os isolados utilizados neste estudo. 
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Figura 6. Relações filogenéticas entre a espécie Candida sorboxylosa e espécies de Pseudozyma, por meio de 

análise de Máxima verossimilhança das sequencias do gene ITS. O dataset das sequências alinhadas abrangeu 

doze táxons, totalizando 499 caracteres, sendo: 208 conservados, 147 parcimoniosamente informativos e 270 

variáveis. Números de acesso do GenBank estão grafados após os nomes dos táxons. Valores acima de 70% são 

grafados nos ramos, com base em 1000 réplicas de bootstrap. Meyerozyma guilliermondii foi utilizada como 

espécie outgroup. Taxons em negrito representam os isolados utilizados neste estudo. 
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Figura 7. Relações filogenéticas entre a espécie pertencentes aos gêneros Kodamaea e Hyphopichia, por meio de 

análise de Máxima verossimilhança das sequencias do gene ITS. O dataset das sequências alinhadas abrangeu 

doze táxons, totalizando 487 caracteres, sendo: 249 conservados, 140 parcimoniosamente informativos e 215 

variáveis. Números de acesso do GenBank estão grafados após os nomes dos táxons. Valores acima de 70% são 

grafados nos ramos, com base em 1000 réplicas de bootstrap. Candia caryicola foi utilizada como espécie 

outgroup. Taxons em negrito representam os isolados utilizados neste estudo. 

 

Formação, manutenção e eficiência de biofilme  

 

Todas as leveduras avaliadas apresentaram formação de biofilme, em pelo 

menos um intervalo de avaliação. Ao final de 24 h, o maior valor de concentração de 

cristal violeta (CCV) foi de 0,067 mg mL-1. Os maiores valores de CCV, e 

consequentemente das camadas de biofilme, foram observados as 48 h. As 72 h os 

valores de CCV foram muito baixos e indetectáveis em alguns casos (Tab. 2).  

 

Tabela 2. Concentração média de cristal violeta – CCV (mg mL-1) descorados de células de 
leveduras, componentes de camadas de biofilme, mantidas por 24, 48 e 72 h de incubação. 
Classificação de leveduras quanto a eficiência de manutenção das camadas de biofilme – ePB.   

Espécies 
1 Código 

CFS 

24 h 48 h 72 h 

2 CCV 3 ePB CCV ePB CCV ePB 

Candida orthopsilosis 

LCFS 007 0,015 E PBlo 0,030 D PBme 0,010 C PBlo 

LCFS 012 0,052 B PBhi 0,085 A PBhi 0,030 B PBme 

LCFS 014 0,030 D PBme 0,075 A PBhi 0,027 B PBme 

LCFS 031 0,065 A PBhi 0,080 A PBhi 0,042 A PBhi 

Candida sorboxylosa LCFS 022 0,040 C PBhi 0,022 E PBme 0,000 D PBlo 
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LCFS 029 0,032 D PBme 0,040 C PBhi 0,005 C PBlo 

LCFS 030 0,022 E PBme 0,015 E PBlo 0,007 C PBlo 

LCFS 033 0,067 A PBhi 0,032 D PBme 0,010 C PBlo 

LCFS 034 0,012 E PBlo 0,007 E PBlo 0,010 C PBlo 

Hyphopichia burtonii LCFS 001 0,012 E PBlo 0,012 E PBlo 0,000 D PBlo 

Kodamaea ohmeri 
LCFS 008 0,015 E PBlo 0,032 D PBme 0,007 C PBlo 

LCFS 044 0,032 D PBme 0,032 D PBme 0,010 B PBlo 

Metschnikowia sp 
LCFS 003 0,057 A PBhi 0,047 B PBhi 0,005 C PBlo 

LCFS 006 0,042 C PBhi 0,037 C PBme 0,002 D PBlo 

Meyerozyma guilliermondii 
LCFS 011 0,040 C PBhi 0,040 C PBhi 0,010 C PBlo 

LCFS 019 0,067 A PBhi 0,035 D PBme 0,010 C PBlo 

Pseudozyma 
churashimaensis 

LCFS 016 0,015 E PBlo 0,027 D PBme 0,000 D PBlo 

Rhodotorula sp LCFS 002 0,042 C PBhi 0,045 B PBhi 0,000 D PBlo 

 CV 18,94  20,40  47,30  

 MG 0,037  0,039  0,010  
1 Isolados destacados em negrito representam leveduras selecionadas por apresentarem manutenção 
satisfatórias de biofilme durante o intervalo avaliado; 
2 Valores médios de concentração de cristal violeta – CVV descorados de células de leveduras. Nas coluna, 
diferentes letras representam diferenças significativas (p≤0,01) pelo teste de Scott knott a 5% de probabilidade, 
em DIC; 
3 Classificação quanto a eficiência de manutenção de biofilme – ePB: alta eficiência (PBhi), média eficiência 
(PBme) ou baixa eficiência (PBlo). 

 

Na transição de 24 para 48 horas, observou-se que 27,78% das cepas 

mantiveram-se no perfil PBhi, 11,1% dos isolados exibiram um aumento de eficiência 

ao sair do perfil PBme para PBhi e/ou 16,67% dos indivíduos migraram do perfil PBlo 

para PBme. Observou-se também queda na eficiência nos 22,22% dos isolados que 

transitaram do perfil PBhi para PBme e em 5,56% que tiveram PBmédio para PBlo. A 

manutenção de eficiência no intervalo 24-48 h foi observado em 5,56 % e 11,11 % 

dos isolados, que mantiveram perfis de PBme e PBlo, respectivamente. 

Diferentemente, na transição de 48 para 72 h, não houve incremento na eficiência 

de manutenção das camadas de biofilmes, ou seja, nenhum dos isolados foi capaz de 

ampliar essa eficiência. Contrariamente, aproximadamente 78% dos isolados 

apresentaram redução dessa eficiência:  com 44,44% de PBme para PBlo, 11,11% 

passaram de PBhi para PBme e 22,22% de PBhi para PBlo. Os demais 5,56% e 

16,67%, mantiveram eficiência constante de PBhi e PBlo, respectivamente (Fig. 7). 
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Figura 8. Frequência de isolados em relação a eficiência de produção e manutenção de camadas de 
biofilme durante 24, 48 e 72 h de incubação in vitro. Nota: Classificação quanto a eficiência de 
manutenção de biofilme – ePB: alta eficiência (PBhi), média eficiência (PBme) ou baixa eficiência 
(PBlo). 

 

O comportamento diferiu não apenas entre as espécies estudadas, mas também 

quando comparados os isolados pertencentes a uma mesma espécie. Todas as 

leveduras de Candida orthopsilosis apresentaram comportamento ascendente quanto 

a manutenção da camada de biofilme, com posterior declínio até as 72 h, com 

destaque ao isolados   LCFS 031 que foi classificado com PBhi nos 3 períodos de 

avaliação e LCFS 012 e LCFS 014, que apresentaram PBhi até as 48 h e apesar da 

redução para PBme às 72 h, mantiveram de forma satisfatória as camadas de biofilme, 

quando comparados aos isolados das outras espécies (Fig. 8).   
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Figura 9. Efeito do tempo na manutenção das camadas de biofilmes produzidas por leveduras. 
Isolados de Candida orthopsilosis, Candida sorboxylosa, Kodamaea ohmeri, Metschnikowia sp., 
Meyerozyma guilliermondii, Rhodotorula toruloides, Pseudozyma churashimaensis e Hyphopichia 
burtonii avaliados quanto a concentração de cristal violeta (mg mL-1) descorados das células 
presentes na camada de biofilme, no intervalo de 24 a 72 horas. 

 
 
DISCUSSÃO 
 

Os resultados apontados neste estudo, representam os primeiros relatos de C. 

orthopsilosis, C. sorboxylosa, H. burtonii, K. ohmeri, Metschnikowia sp., M. 

guilliermondii, P. churashimaensis e Rhotodotrula sp. presentes naturalmente na 

microbiota de melão. As espécies identificadas nesse estudo também são relatadas 

em outros estudos em diferentes tecidos vegetais e subprodutos de origem vegetal 
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(Tab. 3). O gênero Candida é frequentemente relacionado a patologias em casos 

clínicos e as outras espécies de leveduras identificadas nesse estudo, podem 

apresentar diferentes relações acerca de aspectos patológicos e respostas de 

resistência a fármacos (Tab. 4). 

 

 

Tabela 3. Relatos de espécies de leveduras em diferentes frutos, tecidos vegetais e 
subprodutos de origem vegetal 

a Espécies identificadas b Hospedeiros relatados Referências 

Candida orthopsilosis ¹ Pera, citrino e ² tomate 

¹ Hisiu-Jung et al. 
(2017); ² Robl et al. 

(2014); ³ Granter et al. 
(2017) 

Candida sorboxylosa  
¹ Tomate, carambola, ameixa 
e ³ cactos 

4 Abe et al. (2015); 5 
Gizaw et al. (2017); 6 
Kanpiengiai et al. 
(2016) 

Hyphopichia burtonii 

4 Milho, 5 resíduos de café, 6 
Camellia sinensisvar, 7 cascas 
de maçã 

7 Wei et al. (2017); 8 
Sharma et al. (2018); 9 
Corbu et al. (2019) 

Kodameae ohmeri 

8 Flores de Lagenaria sicraria, 
9 rosa do damasco, 10  kiwi, 11 
citrus, 12 mamão, cacau, 
manga e rambutão 

10 Niu et al. (2016); 11 
Abdel-Sater et al. 
(2020); 12 Jacques et 
al. (2019) 

Metschnikowia sp Sem relatos 

13 Graça et al. (2015); 14 
Kesmen et al. (2018); 15 
Moubasher et al. 
(2018) 

Meyerozyma guilliermondii 

13 Maçã, 10 kiwi, 14 cereja, 15 
flores de manga, goiaba, 
romã, limão, eucalipto e de 
petúnia, 16 pepino nukazuke 
(picles) 

16 Hirai et al. (2020); 17 
Lee et al. (2017); 18 
Khunnamwong et al. 
(2018) 

Pseudozyma 
churashimaensis 

17 Folhas de pimenta e 18 
tecidos de arroz, milho e 
cana-de-açúcar 

19 Coradetti et al. 
(2018); 20 Saran et al. 
2017) 
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Rhodotorula sp. 

18 Tecidos de milho, arroz e 
cana-de-açucar, 19 em 
gramínias e em 20 cascas em 
estágios de decompisição de 
banana, manga, lichia, melão 
e de ameixa 

 
a Espécies presentes na microbiota do melão amalero (Cucumis melo) 

b Relatos das espécies em diversos frutos, tecidos e subprodutos vegetais 

 

 

Tabela 4: Relatos da literatura de casos clínicos e resistências a medicamentos por espécies 
isoladas e identificadas do melão amarelo (Cucumis melo L.) 

Espécies identificadas Relatos clínicos Resistência a fármacos 

Candida orthopsilosis 

Infecções sanguíneas (Gomez-
Lopez et al., 2008); infecções 
fúngicas de ação secundária 

(Cantón et al., 2011) 

Resistência a medicamentos 
(Hsiu-Jung et al., 2017);  

Candida sorboxylosa  

Presença em secreções 
respiratórias de pacientes de onco-
hematologia (Niaré-Doumbo et al., 

2014) 

Sem relatos 

Hyphopichia burtonii b Sem relatos Sem relatos 

Kodameae ohmeri 
Infecção pulmonar (Diallo et al., 

2019); peritonite; fungemia (Huang 
et al., 2018);  

Resistênci a fluconazol (Yang 
et al., 2009); 5-flucitosina 

(Yanghua et al., 2010) 

Metschnikowia sp. Sem relatos Sem relatos 

a Meyerozyma guilliermondii 
Infecção e subsequente óbito 

(Nakazawa et al., 2018); onimicose 
(Zhang et al., 2020);  

Resistência a griseofulvina, 
anfotericina B (Mukherjee et al., 

2014); voriconazol, 
caspofungina (Mazari et al., 

2015) 

a Pseudozyma 
churashimaensis 

Fungemia (Chowdhary et al., 2020) Sem relatos 

Rhodotorula sp. Sem relatos Sem relatos 

a Os autores identificam as leveduras em seu estágio anamorfo. 
b Sem relatos de patogenicidade em humanos 
 

 
Algumas espécies de leveduras identificadas neste estudo são relatadas como 

agentes de importantes aplicações na biotecnologia. PARK & LEDESMA-AMAR (2018) 

destacam o gênero Rhodotorula na biossíntese de carotenoides e acúmulo de lipídios 

para as indústrias de alimentos, biocombustíveis, fármacos e cosméticos. MARTINI et 
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al. (2016) verificaram que M. guilliermondii apresenta alta eficiência na assimilação de 

xilose. IRIS BETSABEE et al. (2017) relatam M. guilliermondii como um produtor eficiente 

de metabólicos com baixos níveis tóxicos, para o controle de fitopatógenos. VENCINO 

et al. (2017) relatam P. churashimaensis como uma espécie competente na indústria de 

cosméticos. SHARMA et al. (2018) relataram o potencial fermentativo de k. ohmeri e 

ORTIZ-ÁLVAREZ et al. (2019) destacaram a capacidade de k. ohmeri em degradar alcanos 

com presença de metais pesados. TAHEUR et al. (2020) constataram a 

biodegradabilidade de micotoxinas do tipo aflotoxinas por C. sorboxylosa e AMIOKON 

et al. (2018) caracterizam essa mesma espécie como termotolerante no processo 

fermentativo de vinho ao resistir a temperatura de até 42 º C. FERREIRA et al. (2019) 

caracterizaram C. orthopsilosis como agente de alta adesão em superfícies de aço 

inoxidável e ao látex siliconado, capacidade adesiva essa que é intimamente 

relacionada com a capacidade de produção de biofilme. 

A utilização adequada de corantes no processo de avaliação e/ou quantificação 

de biofilme, formado por leveduras pode ser considerado um dos fatores 

determinantes nesse processo. STIEFEL et al. (2016), ao avaliarem treze métodos 

distintos, constatou que a utilização do corante cristal violeta (CV) foi o mais adequado 

para a quantificação na formação de biofilme. Semelhantemente, PANDA et al. (2016) 

confrontaram quatro métodos de detecção de biofilme e destacaram a ampla 

eficiência nos métodos que utilizaram o corante CV, assim como ZAHRAN et al. (2015) 

que evidenciaram a eficiência no uso de CV para a mensuração de formação de 

biofilmes.  

Apesar de apresentar larga utilização nos processos de avaliação de biofilme 

produzidos por microrganismos, esses métodos de avaliação não apresentam um 

padrão específico, havendo acentuadas divergências nos processos de calibração de 

amostras para leitura e valores de absorbância utilizados como padrões de 

comparação. 

LEÓN-ROMERO et al. (2016), por exemplo, definiram como parâmetro ao potencial 

relevante na produção do biopolímero o valor mínimo de 1 mg/CCV com calibração 

de absorbância em filtro de 595 nm (calibração utilizada nesse estudo). NUNES et al. 

(2013) ao avaliarem quantitativamente a eficiência de leveduras na formação de 

biofilme, calibrou a densidade óptica em 570 nm determinando como baixo produtor 

as leituras menores que 0,160 CCV, médio com as leituras entre 0,160 à 0,632 CCV 

e alto com os valores acima de 0,635 CCV.  
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Genericamente, a padronização na calibragem da densidade óptica não 

garante uma avaliação equivalente entre diferentes estudos de biofilme, 

principalmente no que se refere a eficiência dessa produção. CORDERO-BUESO et al 

(2017), utilizando uma densidade óptica de 590 nm, definiram como cepa potencial 

aquelas capazes de produzir valores acima de 0,1 CVV e ZAJC et al. (2019), seguindo a 

mesma configuração da densidade óptica, definiram a leitura de absorbância 1,2 CCV 

como valor mínimo para que a cepa seja categorizada como forte produtora de 

biofilme. 

O comportamento quanto o potencial de formação de biofilmes, apresentadas 

pelas leveduras desse estudo, incluindo as espécies de Candida, assemelha-se ao de 

FRACCHIA et al. (2010) que, ao avaliarem o potencial de biofilme por isolados Candida 

albicans, apontaram a ocorrência de uma fase estacionária, demonstrando uma 

estagnação, sem redução expressiva, na manutenção do biofilme.  

O comportamento da curva de crescimento é particular para cada indivíduo e 

depende dos aspectos de aptidão, além dos caráteres ambientais e genéticos 

(HERRICKS et al., 2017). Em suma, o comportamento da curva de crescimento é 

previsível, porém a padronização das fases em períodos específicos (minutos, horas, 

dias) é imprevisível. JIANG et al. (2019) avaliaram a curva de crescimento de 

Saccharomyces cerevisiae em processo de fermentação microbiana por 72 h e 

relataram que a fase de crescimento iniciou 8 h após a incubação, chegando ao pico 

de massa celular após 56 h, com tendências de declínios do volume de massa celular 

das leveduras a partir de 72 h. FELICIANO et al. (2019), ao avaliarem leveduras por 48 

horas, relataram que 16 dos 17 isolados apresentaram variações na taxa de 

crescimento entre 0,11 e 0,24 UFC/h (unidade formadora de colônia por hora) na fase 

exponencial e que Candida lusitaniae levou 15 h para alcançar fase estacionária.  

As particularidades de comportamentos na produção e manutenção de 

camadas de biofilme estão relacionadas primordialmente a taxa de crescimento das 

leveduras em relação ao tempo. Em condições in vitro, adicionalmente, outros fatores 

relacionados a esse desenvolvimento são fundamentais: a idade da cultura, a nutrição 

disponível, alterações no pH (SHIBATA et al., 2018), estresse salino (SOLIERI et al., 2016), 

o acúmulo de resíduos metabólicos secretados pela própria cepa, tais como etanol, 

ácido succínico e glicerol (MEERTS et al 2018) podem se tornar auto tóxicos às colônias 

e influenciar a taxa de crescimento.  
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As diferenças observadas quanto a eficiência de formação do biofilme entre os 

7 gêneros estudados foram esperadas, bem como o comportamento dos isolados de 

mesma espécie. Os resultados relacionados a C. orthopsilosis, e seus distintos 

comportamentos quanto a manutenção das camadas de biofilme ao longo do tempo 

são compatíveis com os resultados relatados por FERREIRA et al. (2019), nos quais 

houve variações significativas entre isolados de C. orthopsisilosis, caracterizados 

como produtores e não produtores de biofilme. TRENIÑO-RANGEL et al. (2015) relataram 

comportamento semelhante, observando que isolados de C. orthopsilosis foram 

associados aos fenótipos de alto e baixo produtor de biofilme, assim como GIACOBINO 

et al. (2016) que pontuaram a relação entre cepas de C. orthopsilosis, observando que 

75 % dos isolados testados apresentaram alta produção de biofilme, no entanto, não 

foram recuperados dados de caráter quantitativos, sobre a eficiência na formação de 

biofilme por C. sorboxylosa.  

O comportamento de formação de biofilme, demonstrados pelos isolados de C. 

sorboxylosa e C. orthopsislosis utilizados nesse trabalho, indicam que a eficiência de 

formação e manutenção de biofilme é relativa e particular a cada isolado.  PIRES et al. 

(2016), que relataram alta eficiência de C. orthopsislosis, com uma produção 

expressiva de camadas de biofilme em 24 h, e produção ascendente até as 48 h, 

seguida de maturação desse biofilme. Após 72 h de incubação a população C. 

orthopsilosis avaliada por PIRES et al. (2016) encontrava-se heterogênea com células 

em fase de declínio, morte celular e divisão celular interrompida.  

De forma geral, neste trabalho C. orthopsilosis caracterizou-se como a mais 

eficiente formadora de biofilme. Contudo, vale ressaltar o comportamento das 

espécies Metschnikowia sp., Meyerozyma guilliermondii e Rhodotorula 

toruloides/sinensis, consideradas PBhi nos dois primeiros períodos de avaliação. A 

eficiência na manutenção de biofilme de M. guilliermondii é confirmada por DE 

ANDRADE et al. (2017), que ao avaliarem o anamorfo de M. guilliermindii, Candida 

guilliermondii, evidenciaram boa produção de biofilme em 48 h. Conforme já 

mencionado, a falta de padrões comparativos e/ou parâmetros de classificação quanto 

a eficiência na formação de biofilme, provoca divergências nesse processo. Por 

exemplo, para CORDERO-BUESO et al. (2017), as cepas de M. guilliermondii eficientes 

deveriam apresentar valores de CCV acima de 0,1 (em densidade óptica: 590 nm), 

parâmetro quantitativo acima do proposto em nosso trabalho. Com a mesma 

calibração na densidade óptica, ZAJC et al. (2019) avaliaram por 48 h o comportamento 
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M. guilliermondii, definindo cepas eficientes com valores de CCV acima de 1,2, 

semelhantemente, esse tipo de parâmetro também não poderia ser aplicado aos 

isolados que aqui foram estudados.  

Apesar da escassez de estudos realizados in vitro que possibilitem comparar 

nossos resultados, isolados de M. guilliermondii são relatados biocontroladores 

eficientes na proteção de frutos à ataques de fungos filamentosos. TERAO et al. (2017) 

relataram que M. guilliermondii apresentou resultados significativos no controle da 

podridão em mangas (Mangifera indica L.), causada por Botryosphaeria dothide, 

sugerindo que entre os principais mecanismos de biocontrole relacionados a essa 

ação encontra-se a formação de biofilme, que atuaria como uma barreira biológica a 

ação desse fitopatógeno.  

Acerca da espécie R. toruloides/sinensis, não foram encontrados dados 

quantitativos quanto a formação de biofilme, desta forma este estudo é o primeiro a 

avaliar, quantitativamente, a formação de biofilme por R. toruloides/sinensis, em 

diferentes intervalos de tempo, bem como caracterizar isolados dessa espécie quanto 

a eficiência na produção e manutenção de biofilme. NUNES et al. (2013) avaliaram 61 

cepas, de cinco espécies pertencentes ao gênero Rhodotorula, porém R. 

toruloides/sinensis não estava entre as espécies avaliadas. Nesse trabalho os autores 

apontaram presença de cepas com baixa, média e alta eficiência na formação de 

biofilme, e como a maioria dos trabalhos de avaliação de biofilme citados, indicaram 

diferenças significativas entre a capacidade de formação de biofilme de cepas 

pertencentes a uma mesma espécie.  

Sobre os resultados das leveduras do gênero Metschnikowia não há relatos de 

avaliação quantitativa ou qualitativa de sua eficiência na formação de biofilme em 

diferentes períodos de avaliação. Da mesma forma, as espécies C. sorboxylosa, H. 

burtonii, e P. churashimaensis não apresentam relatos de avaliação quantitativa da 

eficiência na formação de biofilme.  

A microbiota diversificada e dinâmica de leveduras, coexistindo no pericarpo do 

melão amarelo C. melo, os distintos perfis de aplicabilidades dos gêneros encontrados 

nesse estudo e a triagem realizada a partir da avaliação da capacidade de formação 

e manutenção de biofilme em diferentes períodos avaliativos, demonstram a 

importância de estudos de microbiotas. A adequação da metodologia de avaliação de 

formação de biofilme a partir dos valores de concentração desse estudo apresentou-

se como um fator indispensável para uma leitura e interpretação mais coerentes, 
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podendo este método ser aplicado a outros gêneros de leveduras para avaliar a 

capacidade de formação e manutenção de biofilmes quantitativamente.  

Esse estudo evidencia a riqueza da microbiota do melão amarelo acerca de 

populações de leveduras e suas diversas importâncias em áreas como biotecnologia, 

agricultura, agroindústria e médica. Ressalta-se também a importância em realizar 

testes-triagens capazes de ranquear indivíduos de gêneros e espécies diferentes de 

uma microbiota, estudando o comportamento da formação e manutenção de biofilme 

de cada cepa e classificando-as a partir de um método aplicável para estudos 

posteriores. 

 

CONCLUSÕES 

 

 Diante do exposto, conclui-se que a microbiota do melão amarelo C. melo 

apresenta leveduras, e essa diversidade expõe diferentes comportamentos na 

formação e manutenção de biofilme, podendo se comportar com alta, média e baixa 

eficiência. 

Observado que há várias incoerências em métodos de avaliação de biofilme e 

a ausências de metodologias capazes de categorizar leveduras, quantitativamente, 

quanto a eficiência na formação e manutenção de biofilme em diferentes períodos, 

faz-se necessário outros estudos dessa natureza com a padronização de métodos.  

Considerando que a microbiota do melão amarelo apresentou uma importante 

diversidade de leveduras, estudos de outras microbiotas de frutos ou tecidos vegetais 

são necessários para incremento da literatura a respeito dos métodos de avaliação 

para formação e manutenção de biofilme.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 A partir do estudo da riqueza de espécies de leveduras encontradas na 
microbiota do melão amarelo (C. melo) e no ranqueamento destas, quanto a eficiência 
em formar e manter camadas de biofilme em diferentes períodos avaliativos, por meio 
de um método adaptado para obter dados quantitativos de concentração de células 
formadoras do biopolímero, consideramos que este trabalho apresenta três 
informações fundamentais: 
 

i) A microbiota do melão amarelo (C. melo) apresenta riqueza significativa 
em espécies de leveduras coexistindo entre si, demonstrando diferentes 
perfis de agentes formadores de biofilme; 
 

ii) A importância em promover teste-triagem,  ranqueando leveduras de 
gêneros e espécies distintas e comparando-as entre si até o nível 
espécie-espécie e observando que indivíduos de mesma espécie 
apresentam diferenças mínimas a diferenças expressivas; 
    

iii) Há uma escassez imensa em métodos que avaliam, quantitativamente, 
a formação de biofilme, sendo métodos qualitativos mais hipotéticos que 
promissores. Mesmo quando o método é quantitativo a falta de 
padronização nos parâmetros de avaliação, muitas vezes impossibilita a 
verificação coerente de resultados relatados e, neste estudo 
consideramos apresentar um método de avaliação adaptado valorizando 
leituras quantitativas e ranqueamentos estabelecidos a partir de valores 
de concentração de células formadoras de biofilme. 

 
Consideramos que o estudo de microbiotas de frutos ou outro órgão ou tecido 

vegetal devam ser mais frequentes, visto que os resultados desse trabalho apontam 
evidências que estas estruturas vegetais abrigam populações dinâmicas de leveduras 
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com ampla riqueza de gênero e espécies, além de fornecer informações importantes 
no mecanismo de formação de biofilme. As leveduras apresentam diversos 
mecanismos e nesse trabalho observamos apenas o biofilme, sugere-se, pois, que há 
um vasto campo de possibilidades para aferições de outros mecanismos por parte das 
leveduras. 
 

 

 

 

 

 

 


