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RESUMO

Este trabalho avaliou o comportamento do Cryptococcus laurentii em diferentes meios de cultura e 

sua relação com a L-prolina. Foram utilizados meios complexo (batata dextrose - BD) e sintético (G65) 

com e sem adição de L-prolina comercial. Utilizou-se ainda o meio complexo à base de mosto de uva 

(MM) no qual a L-prolina está naturalmente presente. Os meios foram inoculados e incubados em

agitador giratório (150 rpm, 25 °C por 16 horas). O crescimento foi monitorado por espectrofotometria

(600 nm) e por microscopia. Houve boa relação logarítmica entre estes dois métodos mas a contagem 

de células forneceu maiores contrastes. Enquanto a espectrofotometria mostrou diferença significativa 

apenas entre o crescimento no meio MM e aquele observado no meio BD (P<0,05), a microscopia

detectou diferenças altamente significativas (P<0,01) entre o crescimento no meio MM e o obtido nos 

dois meios BD e no meio G65 com L-prolina. O meio BD foi o melhor para o crescimento. Os resultados 

sugerem não haver envolvimento da L-prolina no crescimento da levedura e nem no processo de

brotamento, mas algum componente da uva parece atuar como um fator negativo nos processos de

amadurecimento e liberação dos brotos.
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SUMMARY

Influence of culture medium and presence of L-proline on Cryptococcus laurentii behaviour

This research evaluates the impact of L-proline and different culture media on the behaviour of

Cryptococcus laurentii. Complex (potato dextrose – PD) and synthetic (G65) media with and without 

commercial L-proline were used. Medium made with grape must (MM) was also used as a natural source 

of L-proline. Yeast cells were transferred to the respective media and incubated in an orbital shaker (150 

rpm, 25 °C for 16 hours). The growth was evaluated by measuring the absorbance (600nm) and by 

microscopy. The growth monitored by spectrophotometry and by microscopy has presented good

logarithmic relationship, but the later have provided greater contrasts. By spectrophotometry, the growth 

in MM was significantly different only from that obtained in PD irrespective of presence of L-proline (0,05).

By microscopy, however, the growth in MM has shown highly significant difference from those observed 

in both PD media and in G65 medium with L-proline (P<0,01). The PD medium was the best for growth. 
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The results suggest that L-proline does not affect either the growth or budding process, but some

component of the grape appears to act as a negative factor in budding maturation and release processes.
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1. Introdução

Um dos passos fundamentais para a obtenção de microrganismos é o meio de cultivo no 

qual vão crescer. A composição química e a concentração dos componentes do meio incidem 

de forma decisiva sobre o crescimento de microrganismos (Nochur et al [3]). Janisiewicz et al 

[2] observaram que, para inibição do crescimento do Penicillium expansum em maçã, não 

apenas a composição química mas também a concentração de nutrientes podem afetar a 

eficiência do controle. Cryptococcus laurentii é uma levedura que desde há muito se sabe 

possuir atividades antagônicas a determinados microrganismos (Fokkema e Van der Meulen 

[1]. Foi estabelecido, mais recentemente, o envolvimento desta levedura no processo de

controle biológico de fungos filamentosos (Schisler et al [4]). Trabalhos efetuados no Brasil,

para o controle de patógenos que causam podridões de maçãs, demonstram que linhagens de 

Cryptococcus laurentii apresentam potencial para uso em pós-colheita (Valdebenito-Sanhueza

e Silva [8]). Como a prolina mostrou-se importante na manutenção da viabilidade celular 

quando as células estão submetidas a condições desfavoráveis (Takagi et al [7]) e como o 

aminoácido aumentou o controle efetuado pelo antagonista Janisiewicz et al [2], este trabalho 

investiga a ação de diferentes meios de cultura e a influência da L-prolina sobre o crescimento 

da levedura Cryptococcus laurentii.

2. Materiais e métodos

O microrganismo utilizado neste trabalho foi uma linhagem de Cryptococcus laurentii

utilizada para controle biológico de Penicillium expansum (Valdebenito-Sanhueza e Silva [8]). 

Os meios de cultura foram: Batata dextrose com L-prolina (BDcp); Batata dextrose sem L-

prolina (BDsp); Meio Mosto (MM) (Silva [6], com redução no teor de mosto para 5%; Meio G65 

sem prolina (G65sp), de composição química estabelecida por Silva [5]; Meio G65 com L-

prolina (G65cp). Aos meios com prolina foi adicionado 0,2 mL da solução estoque contendo 20 

mg/L do aminoácido para cada 200 mL de meio. Os meios foram esterilizados e distribuídos em 

três frascos de Erlenmeyer de 250 mL. Uma alíquota de 100 µL de uma suspensão de células, 

contendo aproximadamente 103 células/mL, foi adicionada. Os frascos foram mantidos a 25°C, 

a uma rotação de 150 rpm por 16 horas. O crescimento foi avaliado por medição da

absorbância a 600 nm em espectrofotômetro Lambda-Bio (Perkin Elmer) e por microscopia 

(Carl Zeiss). Os resultados foram submetidos à análise de variância e a comparação das 

médias foi efetuada pelo teste de Tukey (P = 0,05 e P = 0,01).



3. 3. Resultados e discussão Minúscula

Observa-se que apenas a absorbância do meio MM diferiu daquela obtida no meio BD 

independentemente da adição da L-prolina (P<0,05) (Figura 1. 1). A L-prolina parece não 

influenciar o crescimento da levedura. Quando a avaliação é efetuada por microscopia (Figura 

1. 2), as diferenças entre MM e os demais meios são mais evidentes. Foram detectadas 

diferenças altamente significativas (P<0,01) entre o número total de células em MM e os 

obtidos nos meios BDcp, BDsp, e G65cp. O crescimento no meio G65sp diferiu

significativamente daquele obtido no meio BDsp (P<0,05) e apresentou diferença altamente 

significativa (P<0,01) com relação ao meio BDcp. A L-prolina não afetou o crescimento da 

levedura mas este é influenciado por outros componentes no meio de cultura. Os dois métodos 

de avaliação do crescimento, espectrofotométrico e microscópico, exibiram boa relação

logarítmica (NCT(106)=5,63*Ln(absorbância600nm)+10,61; r2 = 0,91), mas o último revelou

maiores contrastes. Com relação ao brotamento, podem-se observar dois grupos distintos com 

diferenças altamente significativas (Figura 2. 1). A L-prolina também não exerceu influência 

sobre o brotamento da levedura. 

Quanto à porcentagem de células em brotamento (Figura 2. 2), há dois grupos

significativamente distintos. Um formado pelos meios G65 e o outro pelos demais meios. Estes 

resultados sugerem haver algum componente da uva, presente no meio MM, que age como 

fator negativo sobre o processo de maturação e liberação do broto. Isto pode explicar o fato de 

se ter obtido baixo crescimento da levedura neste meio. O meio BD foi aquele que maior 



crescimento proporcionou. O crescimento da levedura independeu da presença de L-prolina no 

meio, embora não se descarte a influência da L-prolina sobre processos não relacionados com 

o crescimento, como a manutenção da viabilidade celular, observado em Saccharomyces

cerevisiae (Takagi et al [7]), durante o período de estocagem ou até mesmo, o aumento de sua 

agressividade, quando atua como antagonista. 

4. Conclusões

A L-prolina não afeta o crescimento da levedura Cryptococcus laurentii, não altera o 

processo de brotamento e nem se envolve com o sistema de liberação dos brotos. O mosto de 

uva não é um substrato adequado para o crescimento da levedura.

Acrescentar Conclusões, sob pena de não ter o aceite para publicação, já que
são parte das normas gerais.
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