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Resumo

O crescimento da levedura Candida lipolytica foi avaliado
em meios de culturaabase de agua do mar (Y SW - yeast salt
water), suplementados com fontes de carbono e nitrogénio
visando a preparacdo de meios de baixo custo de possivel
aplicagdo em processos biotecnoldgicos. Os estudos foram
realizados utilizando &guado mar (com aproximadamente 26%
desalinidade) suplementadacom fosfato, sulfato euréia, além
de 6leo de babacu e glicose como fontes de carbono. As fer-
mentagdes foram realizadas durante 240 horas a temperatura
de 28°C, sob agitacdo orbital de 150 rpm. Osresultados obti-
dosdemonstraram que osmeios Y SW-GPU (yeast salt water-
glucose, phosphate, urea) e YSW-BPSU (yeast salt water-
babassu, phosphate, sulphate, urea) apresentaram melhores
crescimentos, onde a adicdo do sulfato de aménio demons-
trou exercer maior influénciasobre o crescimento celular que
auréia. Observou-se também que a glicose ndo é uma fonte
de carbono superior ao 6leo de babacu para o crescimento de
C. lipolytica nas condicdes aqui estudadas.

Palavras-chave: Candida lipolytica, &gua do mar, fontes de
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Candida lipolytica growth in seawater supplemented
with carbon and nitrogen sources

Summary

The growth of theyeast Candida lipolyticain based seawater
media (Y SW- yeast salt water) supplemented with different
carbon and nitrogen sources was evaluated with the aim of
prepare low-cost media for application in biotechnological
processes. Studieswere carried out in seawater (approximately
26% salinity)containing phosphate, sulfate, ureaand babassu
oil and glucose as carbon sources. Fermentations were
conducted during 240 hoursat 28°C, under 150 rpm of orbital
agitation. Results obtained showed that the media Y SW-
GPU(yeast salt water- glucose, phosphate, urea) and Y SW-
BPSU (yeast salt water- babassu, phosphate, sulphate, urea)
were better for growth, where the addition of ammonium
sulfate exerted abigger influence on the cellular growth over
theurea. It was al so observed that glucose was not superior as
the carbon source than babassu oil for C. lipolytica growth
under the tested conditions.
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Introducéo

onida(;éo de hidrocarbonetos por microrga-
nismMos ocorre em meios muito simples e por
toda uma diversidade de condi¢Ges ambientais.
Assim, quando a agua do mar € suplementada com
hidrocarbonetos, fornece condigdes para o cresci-
mento, promovendo o metabolismo bioquimico dos
microrganismos. Agua do mar quando
suplementada com 0,1% de fosfato de ferro e
amonio (FeNH,PO,) foi utilizada parao crescimento
de microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos, possibilitando o seu emprego
como umaexcelente solugdo minera (Zobell, 1946).

Devido ao excelente contelido em sais mi-
nerais, a agua do mar tem sido empregada para o
crescimento de microrganismos degradadores de
petréleo e seus derivados, como também paraapro-
ducéo de metabdlitos utilizados para minimizar a
contaminagdo causada pelo derramamento de
Oleos. Reisfeld et al. (1972) utilizaram a dgua do
mar suplementada paraisolamento e estudos defa-
tores que afetam a cinética dadispersdo do 6leo cru
na é&gua do mar, pelos microrganismos.

O interesse por microrganismos com ca-
pacidade para degradar 6leo cru na dgua do mar
tem-se evidenciado em estudos realizados por
Horowitz et al. (1975), que utilizaram a agua do
mar em meios de cultura para avaliar o cresci-
mento de bactérias com capacidade de degradar
0leos com diferentes fontes de carbono para ou-
tro microrganismo.

Boyle e Reade (1983) caracterizaram dois
polissacarideos extracel ulares, que foram produ-
zidos por bactériasisoladas dazonainterdial, que
foram cultivadas em meio com &gua do mar, de-
vido a expectativa de mercado para o0s
biosurfactantes produzidos em agua do mar, com
grande potencial e alta demanda pela industria
petrolifera. Os autores sugerem que 0S
polissacarideos podem ser utilizados como
controladores de motilidade nos processos dere-
cuperacao de 6leos, de substancias com viscosi-
dade altamente especifica e tolerancia a condi-
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¢cOes extremas, temperaturas, sanilidade e pH,
além do comportamento reol dgico adequado.

A &guado mar artificial suplementada com
1% de n-hexadecano foi usada como meio de cul-
tura para o crescimento de Yarrowia lipolytica
NCIM 3589, fase perfeita de Candida lipolytica,
gue produziu neste meio um complexo lipideo-
carboidrato-proteinaextracel ular, termoestével, com
propriedadesemulsificantes (Zinjardeet al., 1997).
Recentemente, Vance-Harrop (2000) descreveu a
producdo de agentes surfactantes utilizando agua
do mar como meio basal.

Este trabal ho teve como objetivo avaliar o
crescimento de Candida lipolytica em meios de
cultura a base de dgua do mar, suplementados com
fontes de carbono e nitrogénio, visando a prepara-
¢do de meios de baixo custo, com possivel aplica
¢d0 em processos biotecnol 6gicos.

Materiais e métodos

Microrganismo: foi utilizada nos experimentos a
amostra de Candida lipolytica 1055, proveniente
da colecdo do Departamento de Antibidticos da
UFPE, e atualmente mantida na Colecgéao
UCP(Universidade Catdlica de Pernambuco). A
amostrafoi mantida sob refrigeragdo a4°C, em tu-
bos de ensaio contendo meio Yeast Mold Agar
(YMA), descrito por Cirigliano & Carman (1984,
1985), e repicada periodicamente para obtencao de
uma culturajovem.

M elosde crescimento: cinco meiosde culturacon-
tendo &gua do mar foram formulados para avalia-
¢ao das condigoes de crescimento do microrganis-
mo. A composi¢ao dos meios esta descrita na TA-
BELA 1.

TABELA 1 - Composi¢éo dos meios de cultivo contendo agua do mar

Congtituintes YSW-BPU [YSW-GPU | YSW-BPSU | YSW-BPSU; | YSW-GPS

(300mL de meio)
Fosfato de potassio 0,408g 0,408g 0,408g 0,408g 0,408g
monobasico a 10 mM
Sulfato deaménioal% |  ----- | = - 0,300g 0,300g 0,300g
Uréia 0,300g 0,300g 0,300g 07509 | ---
Glicoseal% | - 300 | @ - | - 3,000
Oleo de babacu a 5% 15,0mL 15,0mL 15,0mL 50mL | -
Aguado mar (sal. 26-29%) | 150,0mL 150,0mL 150,0mL 150,0mL 150,0mL
Agua degtilada 150,0mL 150,0mL 150,0mL 150,0mL 150,0mL
pH 6,3 6,3 6,3 6,3 6,3

YSW-BPU (yeast salt water, babassu, phosphateureia); YSW-GPU (yeast salt water, glucose,
phosphate, urea);Y SW-BPSU (yeast salt water, babassu, phosphate sulfate, urea); Y SW-BPSU; (yeast
salt water, babassu, phosphate, sulfate, ureia); Y SW-GPS (yeast salt water, glucose, phosphate,sulfate)

Condicdes de cultivo: as fermentagbes foram rea-
lizadas utilizando-se Erlenmeyers de 1000 mL de
capacidade, contendo 300 mL de mei os especificos
de producéo. A cada meio adicionou-se 6leo de
babacu arazdo de 5%. A todos os mei os adi cionou-
se 3,0mL do in6culo, contendo 10*célulag/mL. As
culturasforamincubadas a28°C sob agitacéo orbital
de 150 rpm durante 240 horas. A cada 24 horasfo-
ram col hidas aliquotasde 7,0 mL pararealizar con-
tagem de células, e pH.

Deter minagdo da biomassa: aviabilidade celular
foi verificada através de contagem de células em
Camara de Neubauer.

Deter minacéo do pH: o pH dasamostras coletadas
ao longo da fermentagdo foi determinado por
potenciometria.

Deter minagdo da salinidade: a determinagdo da
salinidade dadguado mar utilizadanosmeios Y SW
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foi utilizada pelo método Mohr-Knuden, descrito
por Strickland & Parsons (1965), e gustada com
agua destilada a fim de se obter uma salinidade de
26-29%. Nesse método, a salinidade € dosada por
titrimetria. 1,0 mL da amostra é titulada com uma
solugéo de AgNO, de 37,11 g/l e 20% diluida (con-
centragao final de 7,422 g/l), padronizada com
aliguotas de 5,0 mL, em triplicata, de agua do mar
padrdo mundial diluidaa20% (Standard Sea Water
Service Ingtitute of Oceanographic Sciences) que
possui uma concentragdo de cloretos conhecidos,
na presenca de 5 gotas do indicador cromato de
potéssio a 8%. A presenca de cloretos é indicada
pelo aparecimento de um precipitado vermelho ti-
jolodeAg,CrO,, nofinal datitulagdo. O volumede
AgNQ, 37,11 g/l e 20% diluida gastos na titulagéo
€ anotado para ser utilizado no célculo para deter-
minac&o da percentagem de cloretos, sendo dada
pelaférmula

V, X %Cl,
%Cl =
V, XV,
Onde:
V,= volume da solugéo de AgNO, 37,11 g/l e

20% diluida gastos na titulac&o da amos-
tra;

V.= volume da solugéo de AgNO, 37,11 g/l e
20% diluidagastos natitulacdo da aguado
mar padréo mundial;

%Cl_= percentagem de cloretos na agua do mar
mundial;

V,, = volumedeaguado mar padréo mundia uti-

lizada na padronizagdo da Solugéo de
AgNQ, 37,11 g/l e 20% diluida.

A salinidade é calculada pelaformula:

% salinidade = %Cl x 1,80655
Deter minacdo da velocidade maxima de cresci-
mento: a velocidade maxima de crescimento

(umax) foi calculada empregando aformula:

umax = Lnx-Lnx / T-T  (Pirt, 1975)

= Biomassafinal;

X,= Biomassainicial;
T=  Tempofina,
T,= Tempoinicia

O Tempo de Geragdo inicial (T ) foi obtido pela
formula:

T, = Ln2/umax

Resultados e discussao

O uso de 6leos vegetai s e seus subprodutos,
quando utilizados como substratos para crescimento
microbiano, apresentam vantagens sobre os
carboidratos, uma vez que séo fontes de carbono
mai s baratas, com alta percentagem de carbono uti-
lizavel e ndo possuem efeito téxico sobre as célu-
las; ndo sendo volétei s, ndo sofrem perdaspelaeva
poragdo durante a fermentacdo (Zinjarde et al.,
1997). A agua do mar tem sido bastante utilizada
pela literatura como um meio de cultura econémi-
co, tendo em vistaa suacomposi¢ao em saismine-
rais (Boyle e Reade, 1983). Recentemente, Vance-
Harrop (2000) e Vance-Harrop et al. (1999) demons-
traram que a agua do mar, com salinidade de até
13%, pode ser utilizada paraaprodugdo microbiana
como meio basal alternativo e econdémico, utiliza-
do para diferentes substratos.

Nesse sentido, os estudos realizados com C.
lipolytica, utilizando os meios denominados de
YSW-BPU, YSW-GPU, Y SW-BPSU, Y SW-BPSU,
e YSW-GPS, tendo como base a agua do mar,
suplementados com fosfato, sulfato e uréia, além
de 6leo de babagu e glicose como fontes de carbo-
no, foram avaliados para o crescimento da levedu-
ra. As fermentacOes foram acompanhadas durante
240 horas, a temperatura de 28°C, sob agitacdo
orbital de 150 rpm. Observou-se que o meio Y SW-
BPU (yeast salt water babassu, phosphate, urea)
apresentou biomassa com auséncia de “fase lag”,
com fase exponencia de 24 a 48 horas, ocorrendo
em seguida a fase estacionaria de crescimento, que
perdurou até 240 horas. A velocidade maxima de
crescimento foi de 0,15 h, com um tempo de gera-
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¢do de 4,6 h'. O pH do meio decaiu até 120 horas,
permanecendo em torno de 3,5 até o final da
fermentac&o.Enquanto que 0 mesmo meio, utilizan-
do glicose como fonte de carbono, apresentou uma
“faselag” quedurou asprimeiras 24 horas, seguida
de exponencial, iniciando afase estacionariaapar-
tir de 96 horas de crescimento. A vel ocidade méaxi-
ma de crescimento foi de 0,17 h, com um tempo
de geracdo de 4,07 h'*O pH, coincidentemente de-
caiu a partir das 96 horas, quando iniciou a fase
estacionaria de crescimento. E provavel que o
babacu como fonte de carbono tenhainduzido auma
maior velocidade de crescimento, contudo, rapida-
mente, entrou em fase estacionaria (Figural - A e B).

O meio YSW-BPSU, contendo 0,1 % de
uréia, apresentou o melhor crescimento celular den-
tre todos os outros meios. Observou-se uma “fase
lag” com 24 horas e exponencial até 96 horas, se-
guido de estacionéria até 240 horas de fermenta-
¢do. A velocidade méxima de crescimento foi de
0,17 h, com um tempo de geragdo de 4,07 h'. O
pH variou de 6,57 com 24 horas, continuando a
decair para 3,0, até atingir 2,67 com 240 horas de
fermentacdo (FIGURA 1 - C). A adicéo
concomitante de sulfato de amdnio, fosfato e uréia
a0,1 % demonstrou ser uma associagao maisfavo-
ravel ao crescimento celular de C. lipolytica. Esse
meio demonstrou que as vias de acesso de utiliza-
¢do de fosfato, sulfato e uréia contribuiram para
maior formagao de biomassa, devido a uma maior
disponibilidade de fonte de carbono e nitrogénio,
sem causar repressao catabolica.

Por outro lado, o meio YSW-BPSU,  con-
tendo 0,3 % de uréia, demonstrou bom crescimen-
to celular, relativamente ao meio anterior (Y SW-
BPSU), contudo o aumento de uréia causou uma
discreta inibi¢gdo do crescimento de C. lipolytica,

entrando em fase estacionariacom 48 horas de cres-
cimento. A velocidade maxima de crescimento foi
de 0,2 h, com um tempo de geracéo de 3,46 h
(FIGURA 1-E). O pH do meio baixou de 6,38 na
primeiraafericdo para 2,65 naultima, as 240 horas.
Os resultados desse meio sugerem que o aumento
daconcentracéo de uréiapara0,3 % néo foi benéfi-
CO ao crescimento celular.

O meio YSW-GPS, que apresenta glicose
como fonte de carbono, demonstrou um desenvol-
vimento celular limitado, atingindo 0 maximo de
biomassa com 240 horas de fermentag&o. O cultivo
em meio YSW-GPS apresentou duas fases
exponenciais de crescimento. Observou-se uma
vel ocidade méxima de crescimento de 0,2 h, com
um tempo de geracdo de 1,98 h' para a primeira
faseede 0,071 h*' comtempo de geracdo de 9,76 hr
! para a segunda fase, demonstrando um perfil
diauxico (FIGURA 1- D). Comrelagdo ao pH, este
baixou de 5,31 nasprimeiras 24 horas,decaindo para
2,67 com 240 horas.

Conclusdes

Comparando-se todos os meios utilizados,
observou-se que a glicose ndo é uma fonte de car-
bono superior ao 6leo de babagu paraC. lipolytica.
Osmeios Y SW-GPU e Y SW-BPSU apresentaram
os melhores crescimentos da levedura, onde a adli-
¢do do sulfato de ambnio demonstrou exercer me-
Ihor influéncia sobre o crescimento celular do que
auréa.
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FIGURA 1 - Curvade Crescimento e de pH de Candida lipolytica nos meios Y SW-
BPU (yeast salt water, babassu, phosphate, ureia) (A); Y SW-GPU (yeast salt water,
glucose, phosphate, urea) (B); Y SW-BPSU (yeast salt water, babassu, phosphate
sulfate, urea) (C); Y SW-GPS (yeast salt water, glucose, phosphate,sulfate) (D) e
Y SW-BPSU, (yeast salt water, babassu, phosphate, sulfate, ureia) (E)
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