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Opuntia ficus-indica é uma cactacea utilizada na produgéo de bioprodutos, sendo rica em carboidratos e
reconhecida como fonte alternativa de alimento para agricultura de subsisténcia. Este trabalho objetivou
avaliar a utilizacdo do extrato liquido de O. ficus-indica como substrato para o crescimento de leveduras de
interesse biotecnolégico. Candida utilis, C. lipolytica, Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces
marxianus foram cultivadas no extrato obtido apds tratamento da cactacea. Aliquotas do cultivo
microbiano foram coletadas para anélise de biomassa, acucares redutores, pH e pardmetros cinéticos. K.
marxianus apresentou maior taxa de crescimento (Umax= 0,25h™) e maior porcentagem de consumo de
acucar (95,68%). C. utilis obteve melhor rendimento de biomassa em relacdo ao substrato consumido
(Yxs=2,69). C. lipolytica se destacou por exibir melhor perfil cinético uma vez que apresentou maiores
valores de produgdo de biomassa (AXmax=10,93 g/L) e produtividade (P= 0,58 g/L.h"*) em 24 horas de
cultivo. A influéncia de diferentes concentragdes salinas no crescimento de C. lipolytica cultivada em
extrato de O. ficus-indica foi testada com NaCl e KCI (0,1M, 0,25M, 0,50M, 1M, 2M e 4M). No
crescimento sob estresse a levedura foi tolerante as concentragdes salinas (até 1M de NaCl e a 0,5M para
KCI). As concentracGes maiores inibiram o crescimento celular. A concentragdo de 4M foi considerada
letal para ambas as células leveduriformes e a 2M sub-letal. As células de C. lipolytica expressaram
adaptacdo contra estresse osmético até a concentracdo de 1M. Os resultados sugerem a utilizacdo desta
cacticea como substrato alternativo para a produgdo de biomassa microbiana.

Palavras-chave: Candida spp., cactaceas, fermentagdo

Opuntia ficus-indica is a plant which can be applied in bioproducts production because of its composition
rich in carbohydrates and recognized as an alternative food source for subsistence agriculture. This work
aimed to evaluate the use of O. ficus-indica liquid extract as a regional substrate in yeasts growth of
biotechnological interest. Candida utilis, C. lipolytica, Saccharomyces cerevisiae and Kluyveromyces
marxianus were used. Aliquots of the fermented palm were collected for analysis of biomass, reducing
sugars, pH and kinetic parameters. K. marxianus had a higher growth rate (u = 0.25h™) and a higher
percentage of sugar consumption (95.68%). C. utilis demonstrated a better biomass production compared
to the substrate consumed (Yx / s = 2.69). C. lipolytica presented a better kinetic profile and values of
biomass (AXmax = 10.93 g/ L) and high productivity (P = 0.58 g / L.h'Y) in 24 hours of fermentation time.
Considering the NaCl and KCI salts as a growth inhibitory component, the influence at different
concentrations (0.1M, 0.25M, 0.50M, 1M, 2M and 4M) on the growth of C. lipolytica grown in a regional
extract was evaluated. On growth under stress, the yeast was tolerant to saline concentrations (up to 1M
NaCl and 0.5M to KCI). Higher concentrations inhibited cell growth, 4M and 2M concentrations were
considered lethal and sub-lethal for cells, respectively. Cells of Candida lipolytica expressed adaptation
against osmotic stress to the concentration of 1M. The results suggest the use of the regional substrate in

future productions of bio inputs using Candida lipolytica.
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1. INTRODUCAO

A palma forrageira (Opuntia ficus-indica Mill) é uma planta apropriada para o cultivo em
condicBes adversas como escassez de agua, temperaturas elevadas e solos pobres, proporcionando
alimentos para subsisténcia agricola das populacBes carentes, além de ser eficiente na
aplicabilidade de sua mucilagem que contém carboidratos de estruturas complexas [1] e
propor¢Bes variadas de L-arabinose, D-galactose, L-ramnose e D-xilose. Além disso, a
mucilagem seca contém em média 5,6% de umidade, 7,3% de proteina, 37,3% de cinzas, 1,14%
de nitrogénio, 9,86% de célcio e 1,55% de potassio [2].

A mucilagem hidrocoloidal apresenta propriedades farmacoldgicas e biopolimericas. Além da
producdo de xampu, sabonetes e cremes [3,4], agente espessante, aditivo para producdo de
alimentos e de cosméticos [5]. O caréater hidrofilico da mucilagem ndo interfere na sua utilizagéo
como biofilme [6], retardando a perda de agua e prolongando a firmeza da carne do fruto, em
fatias de kiwi frescas [7].

A empresa Elqui Global Energy, localizada no México, desenvolveu uma usina energética
utilizando a biomassa da palma na producéo do biogas [8]. Estima-se que 1,0 mg de biomassa de
palma tem potencial para produzir 50 a 60 m® de biogas (chegando a 70% metano) [9].

Visando agregar lucratividade e interesse econdmico no mercado biotecnoldgico industrial,
estudos sobre as diferentes aplicabilidades da mucilagem de Opuntia ficus-indica, além de
pesquisas para viabilizar a aplicacdo da biomassa da palma forrageira em biocombustiveis,
biopolimeros e biomoléculas sdo necessarios [10].

Em resposta a demanda por bioprodutos, tém sido descritos a utilizacdo e busca de novos
biocatalisadores biotecnoldgicos empregando leveduras que sdo microrganismos adaptaveis a
diversos substratos [11].

Alguns espécimes de Candida, Yarrowia e Sporobolomyces sdo conhecidas no controle da
degradacdo de substratos hidrofébicos ndo convencionais e sdo consideradas bons
biocatalisadores. As lipases sdo conhecidas como biocatalisador industrial devido a sua
capacidade de transportar uma infinidade de reacGes de bioconversao e séo utilizadas na producéo
de flavours de interesse industrial [12].

Substéncias formadas durante a fermentacdo de leveduras sdo metabdlicos intermediarios ou
subprodutos. Alcoois superiores, ésteres e dicetonas vicinais (VDKS) sdo os principais elementos
sintetizados. Flavours resultantes da bebida provém da soma incontavel de compostos ativo-
aromatizantes produzidos em cada passo da fabricacdo e irdo determinar a qualidade do produto
final [13].

Compostos como morfina, taxol, artemisina, coenzima Q10, acido docosahexaenoico (DHA)
e carotenoides sdo metabdlitos secundarios que existem em plantas, mamiferos, microalgas e
microrganismos que apresentam alto valor comercial [14]. No organismo, estes metabdlitos
apresentam funcdes importantes protegendo contra estresses abi6ticos, biéticos, radiagdo e agem
como moléculas reguladoras [15].

Bioprocessos na producéo dos carotenoides microbiol6gicos em substituicdo aos sintéticos,
que podem ser utilizados como corantes em géneros alimenticios, estdo em expansdo. A produgdo
comercial de carotenoides de origem microbiana é altamente eficiente porque tais compostos
podem ser facilmente controlados [16].

Leveduras que sobrevivem em estresse idnico tém uma forte habilidade a viver em ambientes
marinhos extremos. Tais microrganismos sdo potenciais candidatos para a sintese de
biomoléculas funcionais. A capacidade destes microrganismos em agir sinergicamente ou
antagonicamente contra 0s agentes contaminantes é frequente em rela¢do aos procedimentos de
fabricacgéo e preservacdo dos produtos alimentares [17].

As biomoléculas funcionais (enzimas, proteinas microbianas, entre outras substancias
bioativas) apresentam versatilidade para diferentes aplicagbes nas inddstrias de alimentos,
quimica, agricola, de biocombustiveis e farmacéuticas. Portanto, € importante explorar leveduras
resistentes e seus bio-produtos correspondentes para aplica¢do industrial [18].

A palma forrageira apresenta caracteristicas favoraveis, entre os vegetais existentes na regido
semidrida, por ser utilizada como substrato no desenvolvimento de microrganismos em processos
biotecnoldgicos. Dessa forma, o cultivo de leveduras nesse vegetal pode aumentar seu valor
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nutricional apds adi¢do de proteina microbiana, fésforo, potassio e vitaminas do complexo B, os
quais sdo importantes fatores de crescimento para os animais. Os cladodios (raquetes ou articulos)
da planta constituem boa fonte de fibras, um elemento importante para a dieta humana
apresentando um consideravel potencial na utilizacdo médica. Estudos utilizando a palma
forrageira tém apresentado esta planta como uma alternativa tecnoldgica devido a sua grande
disponibilidade no semiarido, agregando valor a esta cultura.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Microrganismos

Foram utilizadas as seguintes linhagens de leveduras: Candida utilis URM 115, Candida
lipolytica 1120 (gentilmente cedida pela Micoteca — URM do Departamento de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco-UFPE), Saccharomyces cerevisiae (Fleischmann®) e
Kluyveromyces marxianus CBS 6556 (CBS — Centraal bureau voor Schimmelcultures). Estas
duas Ultimas sdo designadas como “Geralmente Reconhecidas como Seguras” (do inglés:
Generally Regarded as Safe - GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA). As linhagens
foram mantidas em placas de Petri contendo meio YPD (extrato de levedura 1%, peptona 2%,
glicose 2% e agar 2%) e o estoque congelado foi armazenado a -70 °C, de acordo com Ausubel
et al. (2002) [19].

2.2 Obtencédo do extrato de palma

Os exemplares da O. ficus-indica foram obtidos no Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA-
PE), localizado em Caruaru, no Agreste do Estado. Foram coletados cladodios (raquetes) em
estagios terciario e quaternario de exemplares de Palma Gigante com idade aproximada de dois
anos. Amostras de O. ficus-indica foram submetidas aos tratamentos de retirada dos espinhos,
lavagem em &gua destilada, corte e desprezo da epiderme. Posteriormente, o material foi
centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos e filtrado a vacuo para remocao de particulas residuais
do substrato. O extrato liquido resultante foi esterilizado em autoclave e utilizado como substrato.

2.3 Cultivo celular em extrato de palma

Colénias isoladas de cada levedura foram retiradas de placas de Petri contendo meio YPD e
pré-inoculadas em Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio YPD por 12 h a 30 °C, sob
agitacdo orbital de 150 rpm. A partir da cultura obtida, uma concentracao inicial de células
correspondente a 0,1nm (DOgoonm) foi inoculada em frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo
180 mL de extrato liquido de O. ficus-indica. Os experimentos foram conduzidos por um periodo
de 60 h em agitador orbital a 150 rpm, sob temperatura de 30 °C. As amostras foram retiradas em
intervalos regulares de 12 h para a realizagdo de determinagdes analiticas. Todos os crescimentos
foram realizados em triplicata, de forma independente.

2.4 Avaliacgéo do crescimento microbiano

A biomassa foi avaliada por espectrofotometria. A absorbancia foi convertida para peso seco a
partir da equacdo gerada por uma regressdo linear. O pH foi determinado utilizando pHmetro
Micronal (B474). A concentragdo de agUcares redutores foi realizada seguindo a metodologia do
DNSA- Acido dinitrossalicilico descrita por Miller (1959) [20]. Todas as analises foram
realizadas em triplicata.

Os pardmetros cinéticos foram calculados como descrito por Pirt (1975) [21]. A taxa de
crescimento especifico maxima (umax) foi determinada durante a fase exponencial da curva de
crescimento. A producdo de biomassa (X) foi determinada em gramas de células secas produzidas
por litro de meio utilizado. O rendimento (Yys) foi calculado em gramas de células secas
produzidas por gramas de agucar redutor consumido. A produtividade (P) foi obtida a partir do
valor de biomassa produzida por litro de meio por hora de cultivo.
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2.5 Crescimento de Candida lipolytica em extrato de palma sob estresse salino

Nos ensaios de crescimento sob estresse salino, a levedura C. lipolytica foi pré-cultivada
conforme descrito anteriormente, e em seguida inoculada em Erlenmeyer de 500 mL contendo
180 mL de extrato liquido de O. ficus-indica adicionado dos sais NaCl e KCI nas concentracdes
de 0,1M, 0,25M, 0,50M, 1M, 2M e 4M. Amostras do cultivo microbiano foram coletadas em
intervalos regulares de 12 h para andlises de densidade dptica e pH.

2.5.1 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram comparados por meio de anélise de variancia (ANOVA) a um
nivel de significancia de 5%. Todos os valores sdo apresentados como meédias de trés
determinacdes e os resultados foram expressos como valores médios.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Perfil de Cinético dos microrganismos

O perfil de crescimento microbiano em extrato de palma forrageira pode ser observado na
Figura 1. As leveduras S. cerevisiae e C. utilis produziram 13,75 e 7,38 g/L de biomassa,
respectivamente. Tais valores correspondem a 84 e 35,32%, respectivamente, daqueles
observados no cultivo desses microrganismos em meio YPD. K. marxianus e C. lipolytica
também demonstraram a capacidade de crescimento nesse substrato.

3.1.1 Saccharomyces cerevisiae em Extrato de Opuntia max-indica

A levedura S. cerevisiae Fleischmann®, amplamente utilizada em processos biotecnoldgicos,
foi utilizada como microrganismo padrdo no crescimento cinético de leveduras em extrato de
Opuntia ficus-indica. As condicBes de cultivo de S. cerevisiae apresentaram desaceleracdo de
crescimento a partir de 8h de incubacdo, com fase estacionaria estabelecida apds 24 h de cultivo,
coincidindo com a baixa concentracdo de acucares redutores no meio de cultivo (Figura 1A). A
cinética de crescimento pela S. cerevisiae demonstrou uma taxa de crescimento especifico (Jmax)
de 0,40 e 0,39h! no extrato de palma e em meio YPD, respectivamente.

Ao final do processo, o consumo de agucares redutores pela S. cerevisiae foi de 6,84 e 15,08
g/L para extrato de palma e YPD, respectivamente. Estes valores correspondem a 95,9% e 86,9%
do total de acUcares redutores presentes no meio. Consequentemente, a baixa concentracdo de
acucares redutores totais no extrato de palma levou ao aumento do rendimento de biomassa em
relacdo ao agucar consumido no extrato, sendo cerca de 45% maior em palma. A produtividade
em extrato de palma foi menor (P= 0,65¢g/L.h"?) que no YPD (P= 1,06¢/L.h) devido a maior
biomassa produzida no meio de cultura padrdo, YPD (X =16,59¢/L).

Durante o cultivo de S. cerevisiae, 0 pH ndo apresentou grande variacdo, permanecendo na
faixa de 4,1 a 4,3 em extrato de palma. Enquanto no cultivo desta levedura em YPD, os valores
de pH quase atingiram a neutralidade, variando entre 5,7 — 6,9 no decorrer das 60 horas de
crescimento microbiano.
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Figura 1. Perfil do crescimento (producdo de biomassa e consumo de aglcares) das leveduras (A)
Saccharomyces cerevisiae Fleischmann®, (B) Kluyveromyces marxianus CBS 6556, (C) Candida utilis
URM115 e (D) C. lipolytica cultivadas em extrato de palma ou meio controle (YPD) a 150rpm e 30 °C

durante 60 h de incubac&o.

Os dados de producdo de biomassa de S. cerevisiae no presente estudo foram maiores do que
aqueles observados por Choi et al. (2002) [22] e Choi e Park (2003) [23] que utilizaram residuo
de palmito chinés como substrato e obtiveram aproximadamente 6g/L de biomassa para esta
levedura, apds 24h de cultivo. Estes autores demonstraram menor rendimento de biomassa devido
a alta concentracdo de acucares, em torno de 18 g/L. Por outro lado, Gélinas e Barrette (2007)
[24] obtiveram 27,6 g/L de biomassa da S. cerevisiae utilizando amido resultante da fabricacéo
de batatas tipo Chips, suplementado com glicose como substrato.

Yiizgeca et al. (2009) [25] observaram que S. cerevisiae consumiu mais de 95% (X=7g/L) da
fonte de carbono do substrato residual de melaco em 1,5 h de crescimento. Estes resultados sdo
compardveis aos obtidos com S. cerevisiae Fleischmann® cultivada em extrato de O. ficus-indica.
Tal comportamento pode estar relacionado a presenca de polissacarideos e oligossacarideos no
extrato de palma, que permitem grande consumo de agucares apds hidrolise das estruturas
complexas, resultando em grandes concentragdes de carboidratos monoméricos disponiveis [26].

3.1.2 Kluyveromyces marxianus em Extrato de Opuntia ficus-indica

A levedura K. marxianus apresentou baixa producéo de biomassa em extrato de O. ficus-indica
com desaceleracéo do crescimento a partir de 8 h de incubacéo, sendo observado um leve aumento
da biomassa até o final do cultivo (Figura 1B). Os resultados permitiram observar uma menor
producdo de biomassa (X= 7,32 g/L) e produtividade (P= 0,47g/L.h). Apesar da baixa
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concentracdo de acUcares redutores no inicio do cultivo (4,17 g/L), cerca de 95,68% (3,99 g/L)
foi consumida durante o crescimento, valor proximo ao observado para a linhagem controle de S.
cerevisiae em extrato de palma. Em meio YPD, 81,5% (14,46 ¢g/L) do total de glicose foi
consumido no mesmo periodo. A menor concentracdo de aclcar no extrato de palma levou ao
maior rendimento de biomassa da K. marxianus neste substrato. Além disso, esta levedura
apresentou uma menor taxa especifica de crescimento em extrato de palma e YPD (Mmax= 0,25 €
0,39 h%, respectivamente).

Em relacdo ao pH médio no extrato de palma para K. marxianus, houve grande varia¢do dos
valores, com tendéncia a formacdo de substancia de carater basico e consequentemente o aumento
de pH que variou entre 4,2 — 5,8. No entanto, o pH manteve-se acido durante todo o cultivo. No
meio YPD, o microrganismo apresentou variacdo de pH entre 5,7- 6,3 ao longo do crescimento.

Os valores de biomassa obtidos durante o cultivo de K. marxianus foram menores (X= 7,32
g/L) quando comparados ao estudo realizado por Hang et al. (2003) [27], que avaliaram a
producdo de biomassa durante 24h de crescimento por K. marxianus NRRLY-610 em residuo de
ensilagem de milho, produzindo acima de 13 g/L de matéria seca, com consumo completo de
acido latico, acido acético e etanol.

Ghaly e Kamal (2005) [28], utilizaram biorreator de bancada para produgdo de “Single Cell
Protein” (SCP) com K. marxianus em substrato de soro de queijo, obtendo uma taxa de
crescimento especifico pmax= 0.23h™. Valores semelhantes foram obtidos com extrato de palma
(Umax= 0.25h) apds cultivo da levedura em frasco aerado, demonstrando o potencial deste
substrato para cultivo da K. marxianus.

3.1.3 Candida utilis em Extrato de Opuntia ficus-indica

A levedura C. utilis, cultivada em extrato de palma apresentou um metabolismo mais lento que
as demais leveduras testadas, sendo observado o inicio da fase estacionaria apds 36 horas de
cultivo (Figura 1C). Em meio YPD, esta linhagem se comportou de forma semelhante as demais
leveduras, com desaceleragdo do crescimento apds 12 horas de cultivo. O consumo dos agucares
redutores presentes nos substratos durante as primeiras 12 h de cultivo foi mais evidente,
representando quase a totalidade de sua concentracao.

Assim como a K. marxianus CBS6556, a linhagem C. utilis URM115 também apresentou baixa
producdo de biomassa em extrato de palma (X= 7,38 g/L). Este valor é 53,67% menor que 0
obtido pela S. cerevisiae (X= 13,75 g/L) no extrato. A taxa de crescimento especifica de C. utilis
no extrato de palma foi extremamente baixa (Umax= 0,06 ht), assim como sua produtividade (P=
0,31 g/L.h?).

O maior consumo de agUcares redutores totais foi observado em meio YPD, chegando a 90,1%
(16,15 g/L) da concentracdo inicial. No entanto, o consumo de agucares redutores totais no extrato
de palma, foi de 2,74 g/L, equivalente a 71,40% do total presente no meio regional. Este
comportamento justifica o maior rendimento de biomassa para C. utilis em extrato de palma (Yxs=
2,69), sendo o dobro do valor obtido em YPD. Este valor de rendimento foi maior que o obtido
por S. cerevisiae em extrato de palma. O pH médio em extrato de palma variou de 4,2 - 5,4,
apresentando uma tendéncia a formacdo de substancia de carater alcalino, assim como em meio
YPD, no qual ocorreu variacdo entre 5,7- 6,8.

Os resultados de biomassa produzida por C. utilis URM115, tanto em extrato de palma (X=
7,38 g/L) quanto em YPD (X=20,8g/L), foram menores que os valores observados por Gélinas e
Barrette (2009) [24], que obteve X= 26,6g/L. Entretanto, o resultado de producdo de biomassa
de C. utilis foi superior ao estudo realizado por Gomes (2005) [29] quando cultivou esta em
extrato de cabeca de camardo obtendo X= 1,8 g/L e relata sobre a suplementagdo com glicose
que o levou ao aumento da biomassa para X= 8,2 g/L, além da melhora na taxa de crescimento,
que aumentou de pmax= 0,27 para 0,32h%. Por outro lado, o consumo de aclicar descrito por
Nascimento (2008) [30] para 0 mesmo hidrolisado de camaréo, adicionado de melaco, foi de 75%
do valor inicial com producdo de biomassa de X= 6,1 g/L em biorreator, sendo comparavel ao
valor obtido com o experimento aqui apresentado, com extrato de palma.
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3.1.4 Candida lipolytica em Extrato de Opuntia ficus-indica

A levedura C. lipolytica URM1120 apresentou elevada producdo de biomassa, tanto em extrato
regional de palma, como no meio YPD. A levedura entrou na fase estacionaria ap6s 12h de cultivo
em YPD, coincidindo com a fase estacionéria do extrato de palma (Figura 1D). O consumo dos
acucares redutores totais foi mais lento em ambos os meios de cultivo. Esta levedura apresentou
X=10,93 g/L de biomassa produzida em extrato de Palma. A producéo de biomassa em extrato
foi 43% menor do que o valor obtido em YPD (X= 25,33 g/L). No entanto, o rendimento de
biomassa foi 1,72 vezes maior em extrato de palma quando comparado ao meio YPD, obtendo
produtividade para o extrato regional de 0,58 g/L. h%, valor menor que o observado em YPD (1,89
g/L.hY). O consumo dos agUcares redutores foi de 4,31 g/L (79,90% do total) e 17,25 (93% do
total) em substrato de palma e YPD, respectivamente.

As cepas de Saccharomyces cerevisiae comercial e Candida lipolytica URM1120 cultivadas
em extrato de palma apresentaram producdo de biomassas compativeis, assim como a
produtividade; ambas apresentaram valores maiores que os alcancados por K. marxianus e C.
utilis. A relacdo rendimento da biomassa x consumo de acgucar, demonstrou que a levedura C.
lipolytica apresentou melhor desempenho quando comparada com S. cerevisiae. Em paralelo foi
possivel evidenciar desempenho préximo a levedura C. utilis, que obteve o maior valor de
rendimento (Y s = 2,69).

Crolla e Kennedy (2004) [31], utilizando substrato de n-parafina como a fonte de carbono para
producdo de acido citrico na fermentacdo de C. lipolytica NRRL-Y-1095 em reator de bancada,
observaram o inicio da fase estacionaria com 36h de crescimento sendo atribuida aos efeitos da
agitacdo no processo de fermentacdo, e obtiveram concentracdo de biomassa celular de X= 9g/L.
Estes dados foram comparaveis aos obtidos no presente trabalho que também demonstrou valores
de biomassa superiores aos descritos no estudo realizado por Cazetta e Celligoi (2005) [32] ao
empregar meio de melaco a 10% para o cultivo de C. lipolytica, obtendo X= 6,09 g/L de biomassa.

Uma vez que os resultados demonstraram a habilidade de S. cerevisiae Fleischmann® em obter
um crescimento satisfatorio no extrato de palma, esta levedura foi utilizada como microrganismo
referéncia (controle). C. lipolytica URM1120 foi a levedura que mais se aproximou do perfil
cinético da S. cerevisiae demonstrando valores de producdo de biomassa X= 10,93 g/L) e
produtividade em 24 horas de cultivo (P= 0,58 g/L. h!) elevados em relagéo as demais leveduras.
A taxa de crescimento especifica foi metade do valor observado em S. cerevisiae (Umax = 0,40 hr
1), sendo semelhante a de K. marxianus (Umax = 0,25 h). Entretanto, mesmo com uma taxa de
crescimento especifico (Uma= 0,20) relativamente baixa, a producdo de biomassa C. lipolytica
URM1120 foi maior que K. marxianus CBS 6556 e C. utilis URM115, indicando que o
metabolismo da Candida lipolytica esta direcionado para a conversao do substrato em biomassa
e ndo em metabolitos secundarios (alcoois e carboidratos), como ocorre com S. cerevisiae com 0
etanol e a Xanthomonas campestres com a goma xantana [33]. Tais resultados levaram a escolha
da C. lipolytica como levedura de melhor potencial biotecnoldgico visando a producdo de
proteinas em extrato de O. ficus-indica.

Varios estudos mostraram a capacidade de C. lipolytica para crescer em substratos residuais e
regionais como Unica fonte de carbono disponivel. Tal afirmacdo pode ser justificada pelos seus
genes em evolucdo que codificam diversas biomoléculas [34,35]. C. lipolytica é um
microrganismo modelo usado para produzir substratos hidrofébicos metabolizadores de lipidios
e biomoléculas de interesse biotecnoldgico [36].

3.2 Crescimento de Candida lipolytica em extrato de Opuntia ficus-indica sob estresse
salino

A aplicacdo de leveduras em processos biotecnoldgicos tradicionais, como panificacéo,
fabricacdo de cerveja, fermentacdo de destilarias e producdo de vinho, implica na sua exposicdo
a varias condicOes de estresse ambiental. Tolerancia a situacdes de estresse € a chave para o
aumento efetivo das leveduras industriais, tendo em vista um conjunto de respostas fisioldgicas
sob tais condigdes [37]. A eficiéncia desses processos em uma determinada variedade de
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leveduras determina sua robustez e, em grande parte, se € capaz de atuar nos padrdes comerciais
necessarios no processo industrial [38].

Alterac6es no processo fermentativo tais como o estresse osmotico € uma condicdo importante
na producdo de biomassa e fermentacdo alcodlica [39]. O perfil de crescimento da levedura C.
lipolytica URM1120 sob condicdes de estresse salino foi avaliado utilizando NaCl e KCI como
aditivos ao extrato de O. ficus-indica. O meio YPD foi usado como padrdo de crescimento. Em
extrato de palma, a estrutura celular da C. lipolytica demonstrou ser mais alongada com raras
aparigdes de estruturas ovaladas, sendo observada a presenca de pseudohifas para aumentar a area
de absorc¢do de nutrientes (Figura 2).

A levedura C. lipolytica apresenta como seu teleomorfo a levedura Yarrowia lipolytica, sendo
caracterizada morfologicamente pela formacdo de pseudomicélio em meio liquido [40,41].
Roostita e Fleet [42] avaliaram a influéncia da concentracdo salina e temperatura sobre o
crescimento de C. lipolytica em leite, juntamente com Debaryomyces hansenii, S. cerevisiae, K.
marxianus e C. catenulata. Neste trabalho, os autores demonstraram que as taxas de crescimento
especifico e a densidade celular maxima diminuiram quando a concentracdo de NaCl no leite foi
aumentada de 0 para 15%. Shahzad et al. [43] observaram a potencializacdo do crescimento de
arroz em estresse salino com o uso de microrganismos promotores do crescimento de plantas.

em extrato de palma (B) com 12h de crescimento em frasco aerado a 30°C em rotacéo de 150rpm. (40x +
Zoom).

O estresse osmatico é uma condicdo desfavoravel para as células de leveduras uma vez que a
regulacdo hidrica é essencial para o metabolismo celular. Quando células sdo expostas a0 meio
hiperosmotico ocorre a perda de &gua citoplasmatica e 0os mecanismos metab6licos sdo iniciados
para regular a desidratacdo e proteger a estrutura celular dos possiveis danos, desenvolvendo
como resposta molecular a tolerancia e resisténcia osmotica [44]. O conhecimento do estresse e
da resposta ao estresse é crucial para a compreensdo de como 0s organismos unicelulares e
multicelulares se adaptam as mudancas das condicdes [45].

Considerando que o sal pode ser um componente inibitorio do crescimento de microrganismos,
a levedura C. lipolytica URM1120 foi submetida ao crescimento em condigdes de estresse salino.
As células da levedura C. lipolytica, quando testadas com NaCl e KCI em resposta as mudancas
do potencial osmético, aumentaram a concentracao intracelular dos ions de K* e Na*. Os testes
realizados demonstraram que o cloreto de sodio (NaCl) levou a reducdo maxima de 31% da
producdo de biomassa celular quando utilizou a concentracdo de 0,50M. O aumento da
concentracdo para 1M levou a reducdo de 37,6% na producdo de biomassa. As concentracdes de
2M e 4M de NaCl ndo foram compativeis com o crescimento celular (Figura 3).

Quando os experimentos foram realizados com cloreto de potassio (KCI) houve inibigdo da
taxa de crescimento a partir da concentracdo de 0,50M, demonstrando maior sensibilidade desta
levedura ao respectivo sal (Figura 3). Concentragdes de KCl a 0,10 M e 0,25M levaram a reducao
na producdo de biomassa nas proporcGes de 22,5 e 36,8 %, respectivamente. No entanto, para a
concentracdo de 0,50M, o valor de biomassa produzida reduziu 81,7%, demonstrando grande
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impacto na viabilidade celular. Comportamento semelhante pode ser observado na concentracao
de 1M que resultou em 90% de decaimento na producao celular. As concentracGes de 2M e 4M
foram completamente inibitérias para o crescimento da levedura.

Uma levedura de boa qualidade deve apresentar fermentacdo vigorosa com uma fase latente
curta e segura, caracteristicas de fermentacdo reprodutiveis, comportamento previsivel e ser
tolerante e resistente a estresses adversos [39]. O conhecimento do comportamento de leveduras
comerciais em processos fermentativos é essencial, visto que durante a fermentacdo, as células
estardo sujeitas a um ou mais condicionantes de estresse. O estresse salino pode ser uma
caracteristica vital para melhorar a producdo e a tolerancia da cultura [46].

35
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Figura 3. Producéo de biomassa por Candida lipolytica URM1120 cultivada em extrato de palma
contendo diferentes concentracdes de NaCl e KCI. O crescimento da levedura ocorreu durante 60h de
incubacdo a 30 °C sob agitacdo de 150rpm. Letras diferentes na comparacao entre NaCl e KCI indicam
diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05).
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E possivel observar que o KCI apresentou maior efeito inibitorio no crescimento celular em
todas as concentra¢fes comparado ao NaCl. C. utilis URM 1120 exibiu maior sensibilidade a KCI
a partir da concentracéo de 0,50 M. Quanto ao NaCl, a levedura demonstrou sensibilidade a partir
da concentracdo de 1M. Resultados semelhantes foram descritos por Almagro et al. [17], para
fons sodio, onde os efeitos deste sal sobre o crescimento da D. hansenii e S. cerevisiae foi
influenciado fortemente a partir da concentracéo de 1M.

4, CONCLUSAO

Os dados obtidos sugerem que o extrato de O. ficus-indica pode ser utilizado para o
crescimento das leveduras utilizadas neste trabalho, apresentando potencial para aplicacdes na
area biotecnoldgica. O uso da palma forrageira como substrato alternativo na fermentagdo de
leveduras para obtenc&o de biomassa microbiana foi satisfatdrio. E possivel que este bioproduto
apresente ampla aplicabilidade uma vez pode ser empregado para uma provavel producdo de
biomoléculas funcionais, enzimas, substancias bioativas, Single Cell Protein - SCP e
nanoparticulas. Tais compostos sdo de crescente interesse nas indudstrias de alimentos, quimica,
agricola, de biocombustiveis e farmacéuticas.

Nos ensaios experimentais sob estresse salino, a levedura C. lipolytica URM1120 apresentou
tolerancia as concentracdes de até 1M de NaCl e 0,5M de KCL. Tais resultados sugerem que a
levedura C. lipolityca demonstrou ser um microrganismo resistente ao estresse i6nico,
apresentando potencial fisioldgico especifico para producgdo de biomoléculas funcionais e seus
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bioprodutos. Contudo, s&o necessarios estudos acerca da sua fisiologia e genética, permitindo uma
maior aplicabilidade e seguranca desta levedura.
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