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TRESUMO

Saccharomyces cerevisiae € uma levedura que possui papel fundamental na
transformacdo do mosto em vinho. Durante a fermentagdo, a levedura
selecionada transfere para o meio, componentes resultantes de seu
metabolismo como etanol, aldeidos, enzimas, proteinas, entre outros. Existem
algumas que possuem acao definida, como a proteina killer. Este trabalho teve
como objetivo determinar as condigdes necessarias para a deteccao e
expressao do fator killer produzido por linhagens de levedura Sacch. cerevisiae
isoladas de mosto de uva. Como linhagens killer, foram utilizadas as linhagens
Sacch. cerevisiae Embrapa 91B, Sacch. cerevisiae Embrapa 1B, e uma
linhagem comercial Sacch. cerevisiae K1 (Lallemand). Como linhagem
sensivel, foi empregada Sacch. cerevisiae Embrapa 26B. Para detecg¢do do
fator killer foram avaliados meios de cultura sélidos, preparados com diferentes
concentragdes de mosto de uva e extrato de levedura nao comercial (ELNC).
Para a producéo do fator killer foram avaliados meios liquidos com diferentes
concentracdes de mosto de uva, ELNC e sacarose. Foi avaliada a producao do
fator em condic6es aerdbicas e anaerdbicas de crescimento. O meio de cultura
definido para detecgéo do fator killer foi 0 meio contendo 80 % de mosto de uva
e 20 % de ELNC em sua composicdo. O meio liquido que proporcionou
melhores condicdes de sintese do fator killer foi o meio preparado com 5% de
mosto e 95 % de ELNC contendo 100 g/L de sacarose. A expressao do fator
killer foi inibida em condicbes aerdbicas, exceto quando as linhagens foram
cultivadas em meio liquido com elevada concentracéo de sacarose.

'Dissertagido de mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (100p.) Margo, 2009.
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CONDITIONS FOR DETECTION AND EXPRESSION OF KILLER FACTOR
PRODUCED BY Saccharomyces cerevisiae strains
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Co-Advisor: Dr. Gildo Almeida da Silva

2ABSTRACT

The yeast Saccharomyces cerevisiae has a key role in the process of
converting must into wine. During fermentation the selected yeast transfers to
the medium compounds resulting from metabolism such as ethanol, aldehyde,
enzymes and proteins. Some compounds have an antibiotic effect like killer
proteins. The aim of this work was to verify the conditions for detection and
expression of killer factor produced by Sacch. cerevisiae isolated from grape
must. The Killer yeast strains used for the experiments were Sacch. cerevisiae
Embrapa 91B, Sacch. cerevisiae Embrapa 1B and a commercial yeast Sacch.
cerevisiae K1 (Lallemand). The yeast Sacch. cerevisiae Embrapa 26B was
used as sensitive strain. Solid media prepared with different concentrations of
grape must and non-commercial yeast extract (ELNC), were used to detect the
killer factor. Culture media prepared with different concentrations of grape must,
ELNC and sucrose, were employed for killer factor expression. Synthesis of
killer protein was evaluated under anaerobic and aerobic growth conditions.
Detection of killer protein presented better results when using a culture medium
prepared with 80 % of grape must and 20 % of ELNC. The liquid medium that
provided the best conditions for killer factor expression was prepared with 5 %
of grape must and 95 % of ELNC supplemented with 100 g/L of sucrose. Killer
factor expression was inhibited under aerobic conditions, except when strains
were growth in liquid media prepared with high concentrations of sucrose.

®Master of Science dissertation in Agricultural and Environment Microbiology, Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (100p.) March, 2009.
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1. INTRODUCAO

Leveduras sao fungos de grande importancia econ6mica. Das
espécies fermentativas depende nao somente a transformacdo do mosto em
vinho, mas também outros processos fermentativos igualmente importantes.
Muitos componentes resultantes do metabolismo das leveduras, como etanol,
glicerol, alcoois superiores, ésteres, aldeidos e acidos, sdo secretados e
influenciam na qualidade do produto final. Outras substancias com acao
definida podem ser transferidas da célula para o meio. Entre estas estdo as
enzimas e outras proteinas.

A habilidade de matar que alguns microrganismos possuem nao €&
um fenémeno biol6gico novo. Algumas leveduras podem liberar proteinas ou
glicoproteinas que matam leveduras sensiveis. Estas proteinas sdo chamadas
de fator killer. Com relacao a este fator, as linhagens de leveduras sao
classificadas como killer (K'R"), sensiveis (K'R) e neutras (K'R"). Esta toxina
foi primeiramente detectada em Saccharomyces cerevisiae em 1963 e € uma

das inumeras toxinas produzidas por fungos. A toxina killer possui efeito letal



sobre linhagens de leveduras sensiveis da mesma espécie, de espécies
diferentes e, também, de géneros diferentes.

O fator killer é uma proteina de baixo peso molecular, de
aproximadamente 9.000 Da para a toxina killer do tipo K; e 12.000 a 14.000 Da
para a toxina do tipo K, (Bostian, et al.,, 1984), que mata células de levedura
sensiveis. Linhagens killer de Sacch. cerevisiae' devem possuir as particulas
de RNA de dupla fita (ds) semelhantes a virus L-dsRNA (L-grande) e M-dsRNA
(M-médio). A caracteristica killer € um dos atributos que muitos advogam ser
importante na elaborag¢ao de vinho porque, se nao elimina, pelo menos reduz a
carga microbiol6gica do mosto. Como este pode conter diferentes linhagens de
Sacch. cerevisiae com caracteristicas enolédgicas distintas, a reducdo ou
eliminacao de linhagens selvagens ndo adequadas ao processo de vinificacao
pode resultar na melhoria da qualidade do produto final.

As leveduras killer podem apresentar caracteristicas killer bastante
diversificadas. Esta diversificagdo de comportamento pode estar relacionada
com mutacdes no M-dsRNA, causando alteracdes na expressdo da atividade
da proteina killer. Tém sido demonstradas alteracbes no que tange a
neutralidade (KIL-n), com fenétipo KR™ e a imunidade (KIL-i), com fendtipo
K*RY. Em parreirais, ha linhagens de Sacch. cerevisiae que se comportam ao
mesmo tempo como Killer, sensivel e neutra. Isto foi observado com a linhagem
Sacch. cerevisiae Embrapa 1B. Além disso, ha linhagens, como K1, que se

mostram instaveis com relagao a capacidade killer.

' Neste trabalho foi utilizada a abreviacdo Sacch. cerevisiae sugerida por Kreger-

Van Rij (1984).



A adicao de linhagens killer ao mosto sé se justifica se houver
estabilidade de expressdo desta atividade e se as referidas linhagens
apresentarem componentes do metabolismo que nao alterem de forma
negativa a qualidade do produto final. Leveduras killer podem apresentar
habilidade em formar H.S. A capacidade killer de algumas linhagens parece
depender da fase de crescimento em que as células se encontram ou de
determinados produtos do metabolismo que conferem estabilidade a molécula
protéica. Este trabalho teve como objetivo verificar as condigcbes para a
deteccdo e expressao do fator killer produzido por linhagens de levedura

Sacch. cerevisiae isoladas de mosto de uva.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Saccharomyces cerevisiae é o agente principal da transformacao do
mosto em vinho. O vinho depende, entre outros fatores, dos componentes
resultantes do metabolismo das leveduras. A linhagem utilizada na
fermentacdo pode indiretamente afetar a qualidade do produto final. Bevan &
Makover (1963) detectaram que algumas linhagens de Sacch. cerevisiae
secretavam substancias com efeito antibidtico, capazes de matar outras
linhagens de leveduras. O agente liberado por determinadas células de
levedura causando a morte de células sensiveis é chamado de fator Kkiller,
sendo uma das inumeras toxinas produzidas por fungos. Este fator atua sem o
contato entre células de linhagens killer e células de linhagens sensiveis
(Woods & Bevan, 1968). A habilidade de matar que alguns microrganismos
possuem nao é um fendmeno bioldgico novo. As linhagens de leveduras sao
classificadas como killer, sensiveis e neutras. A proteina killer possui efeito letal
sobre linhagens de leveduras sensiveis da mesma espécie, de espécies

diferentes e, também, de géneros diferentes (Polonelli & Morace, 1986).



Na literatura ha uma vasta descricdo de microrganismos produtores
de toxina killer. Dentre eles, se podem destacar: Sacch. cerevisiae (Silva,
1996), Williopsis mrakii (Lowes et al., 2000), Kluyveromyces lactis (Kitamoto et
al., 1992), Hansenula anomala, Candida tropicalis (lzgu et al., 1997), Ustilago
maydis (Kinal et al., 1995), Kluyveromyces phaffii (Ciani & Fatichenti, 2001),

Pichia anomala e Kluyveromyces wickerhamii (Comitini et al., 2004).

2.1 Distribuicao na natureza

Na natureza o numero de linhagens Kkiller de uma populacao
heterogénea ¢é variado. O porcentual de leveduras Kkiller, no final da
fermentacao, pode variar de 0 % a 100 %, dependendo da regido geografica
(Cuinier & Gros, 1983). A freqiéncia de linhagens killer, imunes e resistentes,
depende do ambiente de onde foram isoladas. Ambientes promotores de maior
competitividade podem exercer uma pressdo de selecdo de linhagens Killer,
‘imunes” e resistentes. Meios de cultivo que permitam maior difusividade da
toxina desfavorecem a permanéncia das linhagens sensiveis. Por outro lado,
ambientes que estimulam a formacédo de enzimas proteoliticas por parte de
linhagens sensiveis podem contribuir para a convivéncia pacifica entre Killer,
sensiveis e neutras (Silva, 1996). Sao comuns relatos de isolamento de
leveduras sensiveis e killer utilizando o mesmo substrato e habitando o mesmo
ambiente (Somers, 1973; Silva, 1996; Abranches et al., 1997; Nout et al., 1997,
Sangorrin et al., 2001). Estudos indicam que interacdes de sensibilidade
ocorrem mais frequentemente entre leveduras isoladas de diferentes

localidades e habitats. Yap et al., (2000) observaram que leveduras isoladas de



ambientes que ndo o vinho apresentaram amplo poder de matar quando
comparadas com uma linhagem conhecida como autoctone da fermentagéo do

vinho.

2.2 Biologia de leveduras killer

A capacidade killer de Sacch. cerevisiae é determinada por
particulas citoplasmaticas semelhantes a virus (VLP). Estas particulas sao
formadas de fitas duplas de RNA dispostas linearmente. As linhagens killer de
Sacch. cerevisiae possuem duas VLPs de diferentes tamanhos, ou seja, L-
dsRNA (grande) e M-dsRNA (médio). Para que uma linhagem de Sacch.
cerevisiae se comporte como killer € necessario que esta possua a VLP M-
dsRNA. Esta é responsavel pela formacao da proteina killer e pela resisténcia
da levedura ao fator killer do mesmo tipo (Young, 1981). Linhagens sensiveis
nao possuem M-dsRNA, mas podem conter a forma L-dsRNA (Silva, 2003).
Uma caracteristica incomum destas VLPs em leveduras € que elas geralmente
nao produzem efeito adverso em seu hospedeiro sendo, em alguns casos, até
mesmo benéficas. Neste contexto, elas podem ser comparados com
plasmideos bacterianos, agindo como elementos extra-cromossémicos
desnecessarios, podendo ser Uuteis para seus hospedeiros (Polonelli et

al.,1992a).



2.3 Modo de acao da toxina killer

Linhagens distintas secretam toxinas com diferentes especificidades,
apresentam reacao cruzada e a secrec¢ao esta, de um modo geral, vinculada a
“auto-imunidade”. Atualmente, existem diferentes M-dsRNA (M1, M2, M3, M28,
etc.), cada um codificando uma distinta especificidade de imunidade a toxina
killer (Wickner, 1996) K1, Kz, K3 e Kag, respectivamente.

As toxinas do tipo Ky e K, sdo similares no seu modo de acéo,
embora sejam proteinas diferentes (Marquina et al.,, 2002). A acao do fator
killer compreende dois estagios: no primeiro estadgio a adsor¢ao da toxina killer
nos receptores da parede celular (1—6)-B-D-glicana € fortemente dependente
do pH (Hutchins & Bussey, 1983). Esta etapa é independente de energia. O
segundo estagio é dependente de energia e ha alteracao da membrana celular
(Skipper e Bussey, 1977). A toxina Kkiller interage com um receptor da
membrana plasmatica, tornando-a permeavel a prétons e ions de potassio.
Estas sao as primeiras respostas das células sensiveis, aparentemente, devido
a toxina killer agir como ionéforo e protonéforo. Mais tarde, a membrana se
torna permeéavel a moléculas de maior peso molecular, como o ATP (Marquina
et al., 2002).

A toxina Ky secretada € composta de duas subunidades distintas a e
B, ligadas por pontes de enxofre. Ambas as subunidades parecem participar na
ligacdo do receptor da parede celular. A subunidade B da toxina parece ser
necessaria para a ligacao do receptor glicana da parede celular, enquanto a
subunidade a, também envolvida na ligacdo da glicana (Bussey, 1991),

penetra, em um processo dependente de energia, nos sitios da membrana



plasmatica onde o efeito toxico € manifestado pela liberacdo de ions e morte
celular (de la Pefia et al., 1981; Polonelli et al, 1992a).

A toxina killer Kog de Sacch. cerevisiae difere da toxina Ky no seu
modo de acdo. A toxina Kyg se liga a manoproteina da parede celular de
leveduras. Esta toxina ndo se comporta como ionéforo e inibe a sintese do

DNA nuclear (Tipper & Schmitt 1991).

2.4 Mutacoes no M-dsRNA

O virus M-dsRNA de Sacch. cerevisiae pode sofrer mutacoes,
originando linhagens killer com caracteristicas particulares. Uma destas
mutacdes pode alterar a imunidade ao fator killer. Tais células possuem um
gendtipo KIL-i e um fendtipo K'R™ (Tipper & Bostian, 1984). Tem sido
verificado que, na natureza, algumas leveduras se comportam como Killer e
formam produtos indesejaveis no vinho (Silva, 1999a). Outras sao Kkiller e
apresentam sensibilidade a determinadas linhagens (Silvia, 1999b; Sangorrin
et al., 2001, Sangorrin et al., 2007; Kapsopoulou, et al., 2008). Leveduras
mutantes suicidas (fené6tipos K'R’) podem produzir quantidades normais de
toxina, embora apresentem uma reducido da imunidade. Linhagens K'R™ séo,
de alguma maneira, defeituosas na particula M-dsRNA que esta relacionado
com a imunidade (Bostian, 1983; Polonelli, et al, 1991). Mutantes suicidas sao
linhagens que sdo mortas por concentracdes de toxina apenas 100 vezes
maior do que a requerida para matar células sensiveis (Bussey et al., 1982;
Tipper and Bostian, 1984). Mutantes neutros (K'R") podem apresentar defeitos

no gene precursor da toxina M, embora sejam normais no componente



responsavel pela imunidade (Bevan & Somers, 1969; Polonelli, et al., 1991).
Bussey et al., 1982 observaram que linhagens K'R" podem secretar a toxina
inativa.

Estudos realizados por Silva (1999b) mostraram que a linhagem
Embrapa 1B, que se comporta como killer, é resistente a linhagem Ki
(linhagem Kkiller comercial), mas se mostra sensivel a outra linhagem Kkiller
denominada Embrapa 91B, isolada de Vinhedos da regido de Bento
Gongalves. Sangorrin et al., (2001) também observaram que todas as
linhagens killer autéctones, isoladas de mosto de uva das cultivares Merlot e
Malbec do noroeste da Patagbnia (Argentina), se comportaram como sensivel
a algumas toxinas killer de referéncia. O comportamento da linhagem Embrapa
1B e daquelas com acao semelhante a esta indica a presenca de fendtipo

suicida (Silva, 2003).

2.5 Fatores de alteracao da producao, expressao e estabilidade

do fator Killer

A determinacao de linhagens killer depende, entre outros fatores, do
meio de cultivo, pH, temperatura e da linhagem sensivel utilizada (Young and
Philliskirk 1977; Silva, 1996). A linhagem K1 tem se mostrado instavel com
relacdo a capacidade killer (Silva et al.,, 2006). Ha leveduras que nao sao
sensiveis a linhagem K1 e sdo sensiveis a linhagem 91B em meio soélido
YEPD-MB tamponado (extrato de levedura-10 g/L, peptona-20 g/L, dextrose-20
g/L, azul de metileno-0,03 g/L, agar-20 g/L; tampao Citrato/Fosfato (0,1M), pH

4,5), mas ndo sao em meio MA-MB (25 % de mosto de uva, 1 % de extrato de
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levedura, 0,003 % de azul de metileno e 2 % de agar) (Silva, 1996; Silva
1999b). Além do pH do mosto possuir influéncia, o comportamento das
linhagens nos diferentes meios de cultura se deve também a alguns fatores de
protecdo presentes no proprio mosto ou ainda, a formacado de enzimas
proteoliticas capazes de hidrolisar a toxina killer. Existe no sistema um
componente interativo microrganismo/microrganismo/meio muito
representativo. Além disso, existem outros fatores, como taxas volumétricas de
formacao da toxina e as fases nas quais os microrganismos sensiveis e killer
se encontram, que podem determinar a complexidade do efeito pratico do fator
killer em processos industriais (Silva, 2003).

Foi observado que o extrato de levedura e a peptona, presentes no
meio de cultura YEPD-MB, aumentam a producdo do fator killer (Woods &
Bevan, 1968). Kotani et al. (1977) observaram ainda que a presenca de ADP
neste mesmo meio aumenta a acdo deste fator. No entanto, estes
componentes parecem afetar apenas algumas linhagens, pois a sensibilidade
de algumas e a resisténcia de outras ndo sdo modificadas por nenhum meio.
Silva (1996) confirma esta observagdao. O autor verificou que a adicao de
extrato de levedura ao meio mosto-agar (MA-MB) nao foi suficiente para
manter a acdo killer das linhagens K1 (Lallemand) e Embrapa 91B contra
algumas linhagens.

A capacidade killer de uma levedura depende da velocidade de
formacao do fator killer e das condigdes em que este fator é utilizado (Silva,
2003). A atividade killer permanece estavel dentro de uma faixa estreita de pH

acido, é instavel a temperaturas acima de 25 °C e pode ser inativada pela
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agitacdo mecanica (Marquina et al., 2002) e oxigenacao (Silva, 2003). Polonelli
et al., (1992b) observaram que condicdes anaerobicas parecem interferir mais
no processo metabdlico de linhagens sensiveis do que na producao de toxina
por leveduras killer. A absorcao da proteina killer depende das condicdes de
crescimento, ndo sendo necessariamente fatal, a menos que a linhagem
sensivel seja exposta as condicdes 6timas para a estabilidade do fator killer
(Woods & Bevan, 1968). Estudos realizados por Skipper & Bussey (1977)
mostraram que na fase exponencial linhagens sensiveis sdo mais susceptiveis

a toxina.

2.6 Fatores de protecao do fator killer

A toxina killer possui alguns protetores contra a inativacao. Estudos
mostram que o glicerol estabiliza e, até mesmo, aumenta a atividade da toxina
killer (Panchal et al., 1985; Sugisaki et al., 1984). Sabe-se que o glicerol é
formado pela levedura durante o processo de fermentacdo. Existem também
proteinas que inibem a acao de algumas proteinases que podem inativar o fator
killer. Existem proteinases, que ao invés de inativar o fator killer podem, até
mesmo, estimular sua atividade, dependendo do pH (Silva, 2003).

Algumas leveduras neutras podem oferecer protecdo as células
sensiveis contra a toxina killer (Silva, 1996; Bussey et al., 1982). Esta protecao
pode ocorrer de duas formas: através de um mecanismo “competitivo” e de um
mecanismo “ndao competitivo”. No primeiro, a linhagem neutra secreta toxina
killer defeituosa (inativa) que possui afinidade pelos sitios de ligagdo de toxina

das linhagens sensiveis, competindo com a toxina killer ativa. Como esta
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proteina inativa compete com a toxina ativa pelo mesmo sitio de ligacdo, nao
ha necessidade da presenca de células protetoras na cultura (Silva, 1996).
Bussey et al. (1982) observaram que dois extratos de mutantes, NLP-3 e NLP-
7, competiram significativamente com a toxina ativa reduzindo a morte de
linhagens sensiveis. No mecanismo “ndao competitivo” a linhagem neutra
presente no meio fornece os sitios onde a toxina ativa se adere. Estas células
nao progridem do estagio 1 para o estagio 2 (os dois estagios que
compreendem a agao da toxina killer) e assim, permanecem viaveis. Como a
toxina ativa se liga tanto as células sensiveis como as neutras, a atividade killer
se dilui (Silva, 1996). No entanto, resultados obtidos pelo autor mostram a
complexidade da biologia de leveduras killer, pois uma linhagem neutra,
Embrapa 68B, protege eficientemente células sensiveis contra a agcdo da
proteina killer ativa, desde que as duas estejam presentes no meio. No entanto,
o0 sobrenadante estéril desta mesma linhagem, ou seja, sem a presenca de
células da linhagem Embrapa 68B, ao invés de proteger a linhagem sensivel,
potencializou o efeito killer. O autor sugere que, se a toxina inativa sozinha nao
conserva a habilidade de se ligar aos receptores da parede celular de
linhagens sensiveis, e se a presenca de células da linhagem neutra é
necessaria, entdo o mecanismo nao competitivo pode ser o mecanismo de

protecao celular.

2.7 Aplicacoes
Outras possiveis aplicacdes das toxinas de leveduras killer tém sido

alvo de estudos. Dentre elas, tem sido evidenciado o uso de toxinas killer para
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prevenir deterioracdo em alimentos, evitar contaminacdo de microrganismos
patogénicos em plantas, construcdo de microrganismos recombinantes e o

emprego de leveduras killer em processos fermentativos.

2.7.1 Alimentos

Lowes et al. (2000) observaram os efeitos da toxina Kkiller na
contaminacdo de leveduras em silagem de milho e iogurte. Os autores
obtiveram um microrganismo recombinante, Aspergillus niger, capaz de
expressar o gene da toxina killer HMK da levedura Williopsis mrakii. Foi
observado que a toxina Killer produzida por A. niger foi capaz de inibir a
contaminacao por leveduras em ambos os alimentos analisados. Kitamoto et al.
(1992) observaram que o fator killer da levedura Kluyveromyces lactis IFO 1267
pode prevenir a deterioracdo aerdbica em silagem. Existem relatos de
linhagens de leveduras killer de Sacch. cerevisiae e Hansenula anomala
utilizadas para prevenir contaminacées por outra linhagem de levedura killer

Candida tropicalis em uma industria de panificagao (lzgu et al., 1997).

2.7.2 Plantas

Uma possivel aplicacdo do fator killer tem sido estudada através da
producédo de plantas de tabaco transgénicas que expressam a toxina killer do
fungo patogénico Ustilago maydis, com o objetivo de matar outras linhagens
sensiveis de U. maydis (Kinal et al., 1995). Donini et al. (2005) verificaram a

atividade antimicrobiana da toxina killer na inibicdo do crescimento e
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germinacdo de esporos de importantes fungos e bactérias patogénicas de
plantas. Os autores observaram uma forte atividade da proteina killer, in vitro,
contra Pseudomonas syringae e Erwinia carotova, assim como uma inibi¢cao de
50 e 62 % na germinacdo de esporos de Botrytis cinerea e Fusarium
oxysporum, respectivamente. Quando foram utilizadas particulas virais
purificadas (PVX-KP), in vitro, a inibicdo da germinacdo dos esporos de B.
cinerea e F. oxysporum alcancou 90 e 95 %, respectivamente e, in vivo, plantas
infectadas com estas mesmas particulas apresentaram uma reducao de 90 %

no crescimento de P. syringae.

2.7.3 Medicina

Tem sido evidenciado o uso de leveduras killer contra patégenos
humanos. Foi observado que, in vitro, particulas virais purificadas (PVX-KP)
inibiram o crescimento dos patégenos humanos. O crescimento de Candida
albicans foi inibido em 86 % e o0 de Staphylococcus aureus em 80 % (Donini et
al., 2005). Foi verificado que a toxina killer de Pichia anomala foi efetiva contra
algumas bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus, S.
haemolyticus, Enterococcus faecalis, E. faecium e Streptococcus pneumoniae

(Conti et al., 2000).

2.7.4 Producao e secrecdo de proteinas heterélogas

Estudos também vém sendo realizados na area de producao e

secrecao de proteinas heterdlogas em Schizosaccharomyces pombe, que nao
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apresenta o fenétipo killer (Heintel et al.,, 2001). Os autores demonstraram que
esta levedura recombinante foi capaz de secretar a proteina killer Kog de Sacch.

cerevisiae.

2.7.5 Vinificagéo

O efeito antibidtico da toxina tem induzido pesquisadores a utilizar
industrialmente leveduras killer em processos fermentativos nao estéreis, ou
seja, sem contaminantes (Mitchell & Bevan, 1987). Longo et al. (1992)
realizaram uma fermentacao mista, utilizando uma linhagem de levedura killer e
outra sensivel. Os autores observaram que o numero de células viaveis, no
inicio e na fase exponencial desta fermentacao foi maior para células curadas
(sensiveis) comparado a células killer. A coexisténcia entre leveduras Kkiller,
sensiveis e neutras nas cubas de fermentagao foi observada por Sangorrin et
al., (2007). Os autores verificaram ainda que a toxina killer de Sacharomyces
cerevisiae nao foi capaz de matar a maioria das leveduras nao-Saccharomyces
isoladas nas cubas de fermentagéo.

Estudos tém sido realizados utilizando, ndo a levedura killer no
processo fermentativo, mas sim a sua toxina. Foi verificado que o fator killer da
levedura Kluyveromyces phaffi DBVPG 6076 exibiu grande potencial na
inibicdo de leveduras apiculadas durante a fermentagéo de suco de uva (Ciani
& Fatichenti, 2001). Comitini et al. (2004) observaram resultados semelhantes
na inibicdo das leveduras apiculadas em vinhos Sangiovese. Os autores
verificaram que as toxinas Kkiller das leveduras Pichia anomala e

Kluyveromyces wickerhamii mantiveram sua agado por dez dias e, neste
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periodo, reduziram drasticamente o numero de células de Dekkera bruxellensis
contaminantes.

Na elaboracao de vinhos, a levedura selecionada killer pode exercer
um importante papel na reducdao do nimero de microrganismos do mosto. Para
tal, € necessario que a linhagem em questdo seja estavel como a linhagem
EMBRAPA 91B, ndo se comporte como a linhagem comercial K1, que
apresenta falhas na acéao killer (Silva et al.,, 2006), e muito menos como a
linhagem EMBRAPA 1B, que, além de killer, pode se comportar como uma
levedura sensivel (Silva, 1996). Linhagens killer do tipo K, ao contrario de
linhagens Ky, possuem o pH mais proximo ao pH do vinho, e por este motivo
sao escolhidas para o processo de vinificagdo. Silva et al., (2006) observaram
diferencas entre linhagens K>'R>" no que se refere a capacidade de matar
células sensiveis. O tratamento dado ao mosto de uva também pode influenciar
na acao de leveduras killer (Silva, 1996). Tem sido observado que a toxina
killer pode ser adsorvida pela bentonita, utilizada em vinhos brancos, quando
em concentracao de 0,1 % (Silva, 2003). A linhagem de levedura utilizada
durante a vinificacao deve ser selecionada por suas caracteristicas enologicas
e nao por sua atividade killer. A desvantagem de usar linhagens killer é que
elas fornecem aos viticultores uma falsa seguranga com relagcdo a
predominancia destas linhagens durante o processo de elaboracdo de vinhos

(Silva, 1996).
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2.8 Producao do fator killer

Palfree & Bussey (1979) monitoraram o crescimento celular e
atividade killer de uma linhagem de levedura K'R*. Os autores observaram
que, a medida que o numero de células aumentou, a atividade killer também
aumentou, nivelando a producdo quando a cultura alcangou a fase
estacionaria. No entanto, as curvas do crescimento celular e da atividade killer
nao foram paralelas, o que indica que a taxa de producdo da toxina nao foi
simplesmente proporcional ao numero de células. Os autores sugerem ainda
que a toxina pode ter sido inativada a uma taxa ndo simplesmente proporcional
a sua concentracao. Estes padrées podem sofrer pequenas mudangas quando
a fonte de carbono do meio de cultivo for galactose, lactose ou sacarose ao
invés de glicose ou, ainda, quando o meio for suplementado com extrato de
levedura e peptona.

Ao monitorar a produgao da toxina killer de P. anomala (Pikt) e K.
wickerhamii (Kwkt), Comitini et al. (2004) observaram diferengas com relacao
ao inicio da sintese da toxina de cada levedura. Os autores verificaram que P.
anomala iniciou a producao da toxina apdés seis horas de incubacao, enquanto
K. wickerhamii requereu um tempo de incubagdo maior. Esta ultima iniciou a
sintese da proteina killer apenas no final da fase exponencial. Os autores
observaram ainda que, enquanto a producao da Pikt foi estavel durante a fase
estacionaria, a produgdo da Kwkt diminuiu com o tempo. Existem estudos
mostrando que a acao killer também possui uma fase lag (Pommier et al.,
2005). Como se sabe que ha uma concentracdo minima necessaria de

moléculas para matar uma Unica célula, que é 2,8 x 10* (Bussey et al., 1979), a
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fase lag da acao killer representa o periodo de acumulacao da toxina no meio,
e assim, sua concentracdo torna-se elevada com relacdo a populagdao de
linhagens sensiveis (Pommier et al., 2005).

A utilizacao de leveduras killer e de suas toxinas abrange uma vasta
area que vai desde a medicina até o uso industrial na producao de cervejas e
vinhos. Sua aplicacdo, no entanto, nao é tao simples, pois a acao killer
depende de muitos fatores que podem interferir na producao, na eficiéncia da
atividade da proteina e na sensibilidade da linhagem alvo. Como a acao das
linhagens killer depende da formacdo de proteina killer funcional, da
estabilidade desta producéao, e da vulnerabilidade das linhagens sensiveis, este
trabalho teve como objetivo verificar as condigdes para a deteccao e expressao
do fator killer produzido por linhagens de levedura Saccharomyces cerevisiae

isoladas de mosto de uva.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagens

Foram utilizadas as linhagens killer Saccharomyces cerevisiae
Embrapa 91B (K* R*), Sacch. cerevisiae Embrapa 1B (K* R") e uma linhagem
comercial Sacch. cerevisiae K1 (K™ R*) (Lallemand), referidas aqui como 91B,
1B e K1, respectivamente. Como linhagem sensivel, foi empregada uma
suspensdo de células com uma concentragdo de 10’ cél/mL da linhagem

Sacch. cerevisiae Embrapa 26B (K R’), aqui referida como 26B.

3.2 Procedimento padrao para os meios de cultura liquidos para
processos descontinuos

Os meios de cultura liquidos (descritos no item 3.8) preparados para

0s processos descontinuos em frascos de Fernbach foram esterilizados em

autoclave horizontal (FABBE, modelo 104) a 121 °C durante 30 minutos. O

mosto de uva utilizado em todos os meios de cultura foi da cultivar BRS
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Lorena, obtida por meio de cruzamento entre as cultivares ‘Malvasia Bianca’ e

‘Seyval’ (Camargo & Guerra, 2001).

3.3 Preparo dos inéculos para producao do fator killer

Os meios de cultura preparados para in6culo foram esterilizados em
autoclave horizontal (FABBE, modelo 104) a 121 °C durante 30 minutos. As
culturas inoculadas com as respectivas linhagens killer foram transferidas para
incubadora giratéria (G27- New Brunswick, USA) e mantidas a 18 °C, 150 rpm
por 15 horas. Os inéculos foram padronizados de modo a atingir concentracoes
entre 10° cél/mL e 107 cél/mL. O mosto utilizado em todos os meios de cultura

foi da cultivar BRS Lorena.

3.4 Procedimento padrao para as amostras coletadas em meio

liquido para producao do fator killer
Em todas as amostras coletadas em meio liquido, as células foram
removidas do meio por centrifugacdo a 10000 x g (Eppendorf Centrifuge
5415C, Germany), submetidas a filtracao esterilizante com poros de 0,22 uym
(Millipore, JBR610021, USA) e armazenadas em tubos de eppendorf a -18 °C

para posteriores analises.

3.5 Preparo dos meios de cultura soélidos

A cada meio de cultura foram adicionados 10 g/L de agar (Difco) e

0,6 mL/L de uma solucéo 0,003 % de azul de metileno (Merck). O pH do agar
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foi ajustado para 6,5. O restante do meio foi ajustado para pH 45 e
esterilizados separadamente em autoclave horizontal (FABBE, modelo 104) a
121 °C durante 30 minutos e transferidos para placas de Petri. O mosto

utilizado em todos os meios de cultura foi da cultivar BRS Lorena.

3.6 Teste killer pela técnica proteina/célula

A técnica proteina/célula consistiu em transferir 30 pL do
sobrenadante, submetido a filtracdo esterilizante por membrana com poros de
0,22 ym (Millipore, JBR610021, USA), para trés pocos de 0,5 cm de diametro
feitos nos meios solidos em placas de Petri de 9 cm de didmetro com a
suspensao de células da linhagem de levedura sensivel previamente semeada.
As placas foram mantidas em estufa incubadora Lab-line Imperial |l (Radiant

Incubator, lllinois, USA) a 25 °C por 48 horas.

3.7 Selecao do meio de cultura solido para deteccao do fator

killer

3.7.1 Diferentes concentracbes de mosto de uva e ELNC

Foram preparados meios de cultura com crescentes concentragoes
de mosto de uva (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 %) combinada com
decrescentes concentragdes de extrato de levedura nao comercial (ELNC) (90,
80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 e 10 %) (Silva e Almeida, 2006), denominados,
respectivamente, ME10, ME20, ME30, ME40, ME50, ME60, ME70, ME80 (aqui

denominado Mosto 80), ME9QO.
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A produgdo da toxina killer das linhagens 1B, K1 e 91B foi realizada
em meio liquido preparado com 85 % de mosto e 15 % de ELNC. O pH do
meio foi ajustado para 4,5. A avaliagdo dos diferentes meios de cultura foi

efetuada pela técnica proteina/célula.

3.7.2 Meio de cultura sdlido para deteccdo da toxina killer com

diferentes concentragdes de mosto de uva e G7¢

Foram preparados meios de cultura com crescentes concentragoes
de mosto de uva (10, 20, 30, 40, 50, 60 70, 80 e 90 %) combinada com
decrescentes concentracées de meio G7c¢ (Silva e Almeida 2006) (90, 80, 70,
60, 50, 40, 30, 20 e 10 %) denominados, respectivamente, MG10, MG20,
MG30, MG40, MG50, MG60, MG70, MG80 e MG90. A avaliacéo dos diferentes
meios de cultura foi efetuada pela técnica proteina/célula. Foi utilizado o

sobrenadante contendo o fator killer da linhagem 1B.

3.7.3 Teste comparativo entre diferentes meios de cultura para

deteccdo fator killer

Foram preparados os meios de cultura YEPD-MB (10 g/L de extrato de
levedura comercial, 20 g/L de peptona (Difco), 20 g/L de dextrose (Difco),
tampao Citrato/Fosfato 0,1M (Merck)), Mosto agar (MA-MB) preparado com 25
% de mosto e 10 g/L de extrato de levedura comercial (ELC — Difco) (Silva,

1996), Mosto 80 (j& mencionado no item 3.7.1), e um meio de cultura
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preparado com 25 % de mosto de uva e 75 % de ELNC. A avaliacao dos

diferentes meios de cultura foi efetuada pela técnica proteina/célula.

3.7.4 Influéncia da sacarose no comportamento da linhagem

sensivel Embrapa 26B

Foram preparados os meios descritos abaixo, sendo que, nos trés

ultimos, o mosto foi substituido por uma solugdo de 200 g/L de sacarose

(Difco). Esta concentragdo de sacarose foi utilizada com o objetivo de

mimetizar a concentracdo de agucar presente no mosto de uva, que € 200 g/L.

Mosto 80;

MA-MB;

25 % mosto de uva; 75 % ELNC;

80 % solucao de sacarose; 20 % ELNC;

25 % solucdo de sacarose; 10 g/L de ELC (Difco); agua
destilada g.s.p.;

25 % solucao de sacarose; 75 % ELNC.

A influéncia da sacarose foi testada pela técnica proteina/célula.

3.7.5 Influéncia da glicose no comportamento da linhagem sensivel

Embrapa 26B

Foram preparados os meios descritos abaixo, sendo que, no ultimo o

mosto foi substituido por uma solucdo de 200 g/L de glicose (Difco). Esta
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concentracdo de glicose foi utilizada com o objetivo de mimetizar a
concentracao de agucar presente no mosto de uva, que € 200 g/L.
e Mosto 80;
e 80 % solucao de glicose; 20 % ELNC.
O comportamento sensivel da linhagem foi avaliado pela técnica

proteina/célula.

3.7.6 Influéncia do ELNC na acao do fator killer e no comportamento

da linhagem sensivel

Para medir a influéncia do ELNC na agcdo do fator killer foram
preparadas duas solucdes a partir do sobrenadante contendo a proteina Killer,
descritas abaixo.

e Solugdo 1 (toxina/ELNC). Uma solucéo de 80 % de ELNC foi
preparada e esterilizada em autoclave horizontal (FABBE,
modelo 104) a 121 °C durante 30 minutos. Uma aliquota de 1
mL desta solucdo foi misturada em 1 mL do sobrenadante
submetido a filtracdo esterilizante com poros de 0,22 pm
(Millipore, JBR610021, USA) contendo o fator killer da
linhagem 1B.

e Solugdo 2 (toxina/H-0 destilada): Outra solucéo foi preparada
misturando 1 mL de agua destilada esterilizada em autoclave
horizontal (FABBE, modelo 104) & 121 °C durante 30 minutos

e 1 mL do sobrenadante submetido a filiragao esterilizante
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com poros de 0,22 um (Millipore, JBR610021, USA) contendo
o fator killer da linhagem 1B.
e Controle: Foi utilizado o sobrenadante puro submetido a
filtragdo esterilizante com poros de 0,22 pm (Millipore,
JBR610021, USA) contendo o fator killer da linhagem 1B.
A técnica proteina/célula foi efetuada em meio sélido Mosto 80.
Para avaliar a influéncia do ELNC no comportamento da linhagem
sensivel, duas solugdes foram preparadas como descritas a seguir.
e Solugcdo A (Mosto/ELNC): 80 % de mosto de uva/20 % de
ELNC;
e Solucao B (ELNC): 80 % de ELNC/20 % de agua destilada;
e Controle: Agua destilada.
As solucdes e o controle foram esterilizadas em autoclave horizontal
(FABBE, modelo 104) a 121 °C durante 30 minutos e utilizadas para preparar
suspensdes de células da linhagem sensivel (107 cél/mL). Cada suspensio foi
semeada em meio sélido Mosto 80 separadamente e a influéncia do ELNC foi

verificada pela técnica proteina/célula.

3.8 Selecao do meio de cultura liquido para producao do fator

killer

3.8.1 Diferentes concentracbes de mosto de uva e ELNC
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Foram preparados meios de cultura com crescentes concentragoes
de mosto de uva (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 %) combinada com
decrescentes concentracdes de ELNC (90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 e 10 %),
denominados, respectivamente, M10, M20, M30, M40, M50, M60, M70, M80 e
M9O0 liquido.

O pH de todos os meios foi ajustado para 4,5. Cada meio foi
preparado em um tubo de ensaio com tampa rosqueada e esterilizado em
autoclave horizontal (FABBE, modelo 104) a 121 °C durante 30 minutos. Uma
suspensdo de células da linhagem 1B, com concentracdo de 10’ cél/mL foi
preparada e 1 mL foi transferido para cada tubo de ensaio. As culturas foram
mantidas a 18 °C por 72 horas. A producdo do fator killer foi avaliada pela

técnica proteina/célula em meio solido Mosto 80.

3.8.2 Reducgbes na concentragdo de mosto de uva

Foram preparados trés meios de cultura liquidos para o indculo das
linhagens Killer:
e M2,5 liquido: 2,5 % de mosto de uva/ 95 % de ELNC
e M5 liquido: 5 % de mosto de uva / 95 % de ELNC
e M10/ELC liquido: 10 % de mosto de uva/ 1 % de extrato de
levedura comercial (ELC)/ g.s.p. 100 mL de agua destilada.
Foram avaliadas as linhagens 1B, 91B e K1. O pH de todos os
meios foi ajustado para 4,5. A producdao da toxina killer foi detectada pela

técnica proteina/célula em meio Mosto 80.
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3.8.3 Substituicdo do ELNC por G7¢

Foram preparados dois meios de cultura para os in6culos em frascos
de Erlenmeyer. O meio A foi preparado com 5 % de mosto de uva e 95 % de
G7c e o meio B com 5 % de mosto de uva e 95 % de ELNC. O pH dos meios
foi ajustado para 4,5. Uma suspensdo de células da linhagem killer 1B,
contendo 10 mL (10’ células/mL), foi inoculada em cada meio de cultura,
separadamente. A formacao da toxina foi avaliada pela técnica proteina/célula

em meio sélido preparado com 80 % de mosto e 20 % de G7c.

3.8.4 Meio de cultura preparado com G7

Foram preparados meios de cultura para os inéculos em tubos de
ensaio com tampa rosqueada com meio G7 (Silva e Almeida, 2006), para as
trés linhagens killer em estudo. O pH dos meios foi ajustado para 4,5. Os
indculos permaneceram a 18 °C por 42 horas. A detecgéo da proteina killer foi

efetuada pela técnica proteina/célula em meio Mosto 80.

3.8.5Meio de cultura preparado com G7c e diferentes

concentragbes de sacarose

Foram preparados quatro meios de cultura G7c. Em cada meio,
foram adicionadas diferentes concentracdes de sacarose (10, 100, 150 e 200
g/L). O pH dos meios foi ajustado para 4,5 e esterilizado a 121 °C durante 30
minutos. Cada meio de cultura foi inoculado com as trés linhagens,

separadamente. As culturas permaneceram a 18 °C, sem agitagdo. Amostras
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foram coletadas apds 16, 40 e 64 horas. A produgdo da proteina Kkiller foi

avaliada pela técnica proteina/célula em meios MG30 e Mosto 80.

3.9 Crescimento dos microrganismos em processo descontinuo
3.9.1 Processo aerobico/ anaerobico em biorreator

3.9.1.1 Preparo do meio de cultivo

Foram preparados 16,4 L do meio de cultura M5 liquido e
transferidos para o biorreator de 50 L (Biolafitte, France). O meio de cultura foi

esterilizado “in situ”a 121-123 °C, 1 atm, por 30 minutos.

3.9.1.2 Preparo do in6culo

Seis frascos de Fernbach com 600 mL de meio M5 liquido foram
usados para o preparo do inéculo. O pH do meio foi determinado, mas nao

controlado. A linhagem 1B foi inoculada.

3.9.1.3 Processo

Ao adicionar o inéculo (10° cél/mL), o biorreator de 50 L operou com
um volume inicial de trabalho de 20 L. As condigdes de cultivo foram: 25 °C;
300 rpm; 2 volumes de ar/volume de meio/minuto (vwvm de ar). Apds oito horas,
a aeracao e a agitacdo mecanica foram desligadas. Amostras foram coletadas
de hora em hora até oito horas de crescimento. Apds 24 horas do processo, ja

em condi¢des de anaerobiose, uma nova amostra foi retirada do biorreator.
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3.9.2 Processo aerdbico em frascos de Fernbach
3.9.2.1 Preparo do meio de cultivo

Foi preparado 2.050 mL do meio M5 liquido em um frasco de

Fernbach. O pH do meio foi determinado mas néao controlado.

3.9.2.2 Preparo do in6culo

Foi preparado 450 mL de meio M5 liquido e transferido para frasco

de Fernbach. A linhagem 1B foi inoculada.

3.9.2.3 Processo

O inéculo, com concentracdo de 107 cél/mL, foi transferido para o
frasco de Fernbach contendo 2.050 mL de meio de cultivo estéril, totalizando
2,5 L. O processo de crescimento foi realizado sem agitacdo mecanica, e um
conjunto estéril composto por uma mangueira conectada em um filtro
esterilizante hidréfobo com poros de 0,2 um (Millipore-Millex FGs) foi acoplado
na tampa do frasco para injecdo de ar (fluxo de ar de 56,8 cm®/s). Amostras
foram retiradas de hora em hora até oito horas de crescimento. A aeragéo foi

desligada e uma amostra foi retirada apds 24 horas do inicio do processo.
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3.9.3 Processo anaerobico

3.9.3.1 Preparo do meio de cultivo

O meio M5 liquido foi preparado em frascos de Fernbach. O

experimento foi efetuado com trés repeticées, cada uma contendo 1.640 mL.

3.9.8.2 Preparo do in6culo

Em um frasco de Fernbach, 1,08 L de meio M5 liquido foi preparado.

O pH do meio foi medido, mas nao controlado. A linhagem 1B foi inoculada.

3.9.3.3 Processo

Uma quantidade de 360 mL de inéculo, com concentracdo de 10°
cél/mL, foi transferida para cada uma das repeticoes. Os frascos
permaneceram em temperatura ambiente e amostras foram coletadas de hora
em hora até oito horas de fermentacao. Apés, 24 horas do processo, uma nova

coleta foi efetuada.

3.9.4 Processo anaerobico com modificacbes

3.9.4.1 Substituicdo do ELNC por G7c¢

Foi realizado um processo anaerdbico no meio liquido selecionado e
tido como indutor da producao da proteina killer. A composi¢cao do meio, ja
descrito no item 3.8.3, foi: Mosto 5 %/ G7¢ 95 %. Este trabalho foi efetuado

com duas linhagens killer, 1B e 91B.
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3.9.4.1.1 Preparo do meio de cultivo

O meio de cultura descrito foi preparado em uma quantidade de
1640 mL, em um frasco de Fernbach. O experimento foi efetuado com uma

repeticao.

3.9.4.1.2 Preparo do in6culo

O in6culo foi preparado em frascos de Fernbach com o meio de
cultivo descrito. O pH do meio foi medido, mas nao controlado. A quantidade

preparada foi de 360 mL. A linhagem Kkiller foi inoculada.

3.9.4.1.3 Processo

Uma quantidade de 360 mL do inéculo (10”cél/mL) foi transferida
para frasco de Fernbach contendo o meio de cultivo. O volume inicial de
trabalho foi de 2 L. O frasco permaneceu em temperatura ambiente, sem
agitacdo mecanica e amostras foram coletadas de hora em hora até oito horas

de fermentacédo e em 24 horas.

3.9.4.2 Adicédo de sacarose

Foi preparado o meio de cultura ja descrito no item 3.9.4.1,
preparado 5 % de mosto e 95 % de G7c, mas suplementado com 200 g/L de
sacarose. O preparo do meio de cultivo, do in6culo e o processo estao
descritos nos itens 3.9.4.1.1, 3.9.4.1.2 e 3.9.4.1.3, respectivamente. Este

trabalho foi realizado com a linhagem 1B (107 cél/mL).
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3.9.4.3 Substituicao do G7c por ELNC com diferentes concentracdes

de sacarose

Foi preparado o meio descrito no item 3.9.4.2, mas com substituicao
do G7c por ELNC, aqui denominado M5 liquido suplementado com 200 g/L de
sacarose. Este mesmo meio (5 % de mosto/ 95 % de ELNC) foi preparado com
menores concentracées de sacarose (150 e 100 g/L), denominados aqui, M5
liqguido suplementado com 250 g/L de sacarose e M5 liquido suplementado
com 100 g/L de sacarose, respectivamente. O preparo do meio de cultivo, do
inbculo e o processo estdao descritos nos itens 3.9.4.1.1, 3.9.4.1.2 e 3.9.4.1.3,
respectivamente. Este trabalho foi realizado com a linhagem 1B (107 cél/mL).

Do meio de cultura selecionado acima, processos em condi¢coes
anaerodbicas também foram realizados com as linhagens 91B e K1, ambas com

concentragdes de 107 cél/mL.

3.9.5 Processo aerobico em frascos de Fernbach com modificacbes

Este trabalho foi efetuado com o meio selecionado no item 3.9.4.3. O
preparo do meio de cultivo, do in6culo, e 0 processo estdao descritos nos itens
3.9.4.1.1, 3.9.4.1.2 e 3.9.4.1.3, respectivamente, sendo que, neste caso, um
conjunto estéril composto por uma mangueira conectada em um filtro
esterilizante hidréfobo com poros de 0,2 um (Millipore-Millex FGs) foi acoplado
na tampa do frasco para injecdo de ar (fluxo de ar de 56,8 cm®/s). O trabalho foi
realizado com as trés linhagens killer 1B, 91B e K1, separadamente, ambas

com concentracdo de 107 cél/mL.
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3.10 Determinacao do crescimento celular

A determinagéo de crescimento celular foi estabelecida com base na
densidade 6ptica (DO) segundo Pringle and Mor (1975). A DO foi determinada
a 600 nm em espectrofotometro Lambda Bio (Perkin ElImer-USA). O valor da
densidade éptica medida foi ajustado de modo a fornecer unidades arbitrarias
compreendidas entre 0,1 a 0,2. A contagem de células totais e em brotamento
foi efetuada em camara de Neubauer melhorada, visualizada em microscépio
Zeiss (Universal lll, Alemanha) equipado com Condensador ACHR. APL. 1,4,
Objetivas de Plan 2,5/0,08; Plan 6,3/0,16; Plan 16/ 0,35; Plan 40/0,65; Plan

100/1,25 oil e Ocular de 10x/18.

3.11 Determinacao do pH

A determinacdo do pH foi efetuada em instrumento pHmetro

Marconi (PA 200).

3.12 Etanol

A determinacao do teor alcodlico foi efetuada segundo metodologia
definida por Ribéreau-Gayon et al. (1982). As amostras foram alcalinizadas e
destiladas em aparelho Destilador Eletronico Enoquimico (GIBERTINI). O grau
alcodlico foi medido por densimetria, utilizando o densimetro ANTON PAAR
DMA45 com médulo SP2 (Austria), equipado com sistema de refrigeracdo

HAAKE G e com controle de temperatura HAAKE D3 (Alemanha).
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3.13 Compostos volateis por GC capilar

Os compostos volateis foram determinados por meio de
cromatografo de gas Perkin Elmer AutoSystem XL, com detector de ionizacao
de chama; coluna capilar Chrompack Capillary Column, modelo CP-Wax 57 CB
(comprimento de 50 m, didmetro externo de 0,25 mm e didmetro interno de 0,2
um). As amostras foram destiladas e uma solucdo de cada amostra foi
preparada transferindo 1 mL do destilado para tubos de Eppendorf e 100 pL
de uma solucdo de padrado interno (4-metil-2-pentanal) a 810 pg/mL. As
amostras foram homogeneizadas e 1 pL foi utilizado para inje¢do na coluna, de
acordo com as condicdes descritas abaixo:

e Temperatura inicial: 40 °C por 5 minutos;

e Rampa de aquecimento: 2 °C /min por 10 minutos até atingir 60 °C;

e Rampa de aquecimento: 15 °C /min por 17,5 minutos até atingir 220 °C;

e As condicdes de analise foram as seguintes: gas de arraste: hélio (30
psi, vazao 1,8 mL/min); comburente: ar sintético (85,7 mL/minuto);
combustivel: Hx (53,1 mL/minuto); temperatura do injetor: 160 °C;

temperatura do detector: 210 °C.

3.14 Estabilidade do fator killer

Foi avaliada a estabilidade da toxina Kkiller da linhagem 1B
armazenada a -18 °C. A acdo do fator killer foi detectada pela técnica

proteina/célula em meio sélido definido no item 3.7.
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3.15 Analise estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado,
com trés repeticdes. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e a
comparacdo das médias foi efetuada utilizando o programa anvartukey.txt,
gentilmente cedido por Dr. Gildo Almeida da Silva, por meio do R program
(Venables & Smith, 2004). Foram efetuadas ainda analise de regressao entre
as variaveis DO e tempo e numero minimo de moléculas de toxina killer (nmmy,)

e DO.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecao do meio de cultura para deteccao do fator killer

O meio de cultura usualmente utilizado para efetuar a deteccao do
fator killer € o YEPD-MB (Bostian e Hopper, 1980; Longo et al., 1992; Silva,
1999a; Sangorrin et al., 2001; Silva et al., 2006). O meio contendo mosto agar
(MA-MB) foi utilizado por Silva (1996) para deteccao de linhagens Kkiller,
sensiveis e neutras de leveduras isoladas de mosto de uva. O autor mostrou
que ha linhagens sensiveis em YEPB-MB que se comportam como resistentes
ao mesmo fator killer se estas linhagens forem avaliadas em MA-MB. Se a
expressao do fator killer apresenta esta dependéncia de forma tao acentuada,
todos os testes para detecgcdo de linhagens Kkiller e sensiveis para fins
enoldgicos, segundo o autor, devem ser efetuados em meio contendo mosto de
uva. Silva (1996) usou a técnica de expressao e deteccado simultanea, ou seja,
célula killer/célula sensivel, inoculando a célula killer sobre a linhagem sensivel
previamente plaqueada. Neste caso € dificil saber se o comportamento da

sensivel foi provocado pela falta de producédo do fator killer ou se 0 mosto
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presente no meio de cultura utilizado exerceu alguma forma de protecéo.
Percebe-se, portanto, que o procedimento para a determinacdo de linhagens
killer e sensiveis nem sempre é reprodutivel. Assim, torna-se necessario
investigar as condicdes necessarias para se obter a detecgao do fator killer de

forma mais confiavel.

4.1.1 Meio de cultura com diferentes concentragbes de mosto de uva

e ELNC

Para avaliar a influéncia de diferentes concentracées de mosto de
uva e ELNC na deteccao do fator killer, crescentes concentragcées de mosto de
uva (10 a 90 %) e decrescentes concentragcdes de ELNC (90 a 10 %) foram
usadas. Os resultados mostraram que, dependendo da concentracao de ELNC
no meio, a proteina formada atuou como fator killer. A proteina sé iniciou sua
acao killer quando a concentragédo de ELNC atingiu 50 % e, mesmo assim,
apenas a toxina killer da linhagem 1B pbde ser detectada. A proteina da
linhagem 91B sé se comportou como killer na concentracao de 30 % de ELNC
ou inferior a este valor. A Figura 1 mostra a relacdo entre a concentracdo de
mosto de uva na composicdo do meio mosto/ ELNC e os diametros dos halos
formados pela acao da toxina killer da linhagem 1B. Efetuando uma analise de
regressao entre os valores de 40 a 70 % de mosto, verificou-se que o didmetro

do halo aumentou conforme a seguinte equagéo:

D, =-0,00125x +0,1645x — 4,535

r? =09134
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Observa-se que a partir de 70 % de mosto de uva, os valores dos
didmetros se estabilizaram. Como foi empregada a técnica proteina/célula,
ficou estabelecido que a toxina killer formada por linhagens killer pode estar
presente no meio sem exercer sua funcédo Kkiller. Pode haver, portanto,
expressao de formacado e nao haver expressao de sensibilidade. Silva (1996)
observou linhagens sensiveis e neutras ao mesmo fator killer, mas em meios
com composicdo quimica diferentes. Sangorrin et al. (2001) observou
linhagens neutras em meio YEPD-MB pela técnica célula/célula. Neste caso,
nao se sabe se os resultados obtidos pelos autores se deveram a falta de
producdo ou a problemas na detecgédo. A acao killer vai depender ndo apenas
do pH do meio como amplamente divulgado, mas também da composicao

quimica do meio de cultura.

)

Diametros dos halos (cm)

0,4 /
0,2 /

0 —o—o—o =% ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentracao de mosto de uva (%)

Figura 1: Concentracdo de mosto de uva na composicdao do meio de cultura solido
mosto/ELNC e os diametros dos halos formados. O sobrenadante utilizado contendo
o fator Killer foi o obtido com a linhagem 1B.
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Como o fator killer atua sobre a parede e a membrana celular, a
protecdo do ELNC pode estar vinculada a substancias que agem sobre esta
ultima. Além do fato de que tem sido enfatizado que meios de cultura
suplementados com extrato de levedura aumentam a viabilidade celular
(Rensburg et al., 2004), a insensibilidade adquirida da linhagem sensivel ao
fator killer também pode estar relacionada com o estresse provocado pelo
ELNC em elevadas concentracoes. Silva e Almeida (2006) mostraram que este
componente do meio de cultura possui caracteristicas quelantes. Assim sendo,

a levedura sensivel estaria sob estresse por indisponibilidade de cations,

especialmente o Fet++, Nestas circunstancias, a célula seria estimulada a
produzir trealose. Ha evidéncias sugerindo que a trealose presente nas células
de levedura funciona como agente protetor de estresse (Wiemken, 1990) e
estabilizador da membrana (Crowe et al., 1988, Crowe et al., 2001). Estas
evidéncias explicam a dependéncia da acao da proteina formada com relacao
a capacidade de comprometer a viabilidade celular. O acumulo de trealose foi
verificado em situacdes outras de estresse como calor (Hottinger et al., 1987;
Lewis et al., 1995, Alexandre, et al., 1998), pressdo (lwahashi et al., 2000),
etanol (Alexandre, et al., 1998), cobre, sulfato, per6xido de hidrogénio (Attfield,
1987) e pressao osmotica (Hounsa, et al., 1998). Os agentes estressantes do
ELNC nao sao, como ja demonstrado por Silva e Almeida (2006), termolabeis.
Conforme demonstrado, ficou evidente que uma linhagem pode
expressar a proteina killer sem que sua acado seja detectada. A deteccao
depende do estado fisioldégico da linhagem sensivel que pode ser imposto

pelas condi¢des de cultivo. O meio contendo 80 % de mosto, aqui denominado
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Mosto 80, se mostrou reprodutivel para deteccdo do fator nas condicdes
avaliadas.

A reducdo da concentragcdo de mosto no meio de cultivo se justifica
pela sazonalidade da cultura de uva. O meio selecionado nesta avaliagao, tido
como o ideal para a expressao do fator killer, denominado Mosto 80, possui 80
% de mosto em sua composicdo. Seria de interesse, portanto, reduzir a
concentragdo de mosto no meio. Como elevadas concentragdes de ELNC
influenciam na deteccao do fator killer, avaliou-se a combinacdo da sua forma
diluida, denominada G7c (Silva e Almeida 2006), com mosto de uva, afim de
obter um meio de cultura igualmente confiavel, mas com concentragcbes

inferiores de mosto.

4.1.2 Meio de cultura com diferentes concentragbes de mosto de uva

e G7c

Na avaliacdo em que o ELNC foi substituido por G7c, na qual os
meios de cultura foram preparados com crescentes concentracdes de mosto de
uva (10 a 90 %) e decrescentes concentracdes de G7c¢ (90 a 10 %), pbde-se
observar que em MG10 e MG20, com baixa concentracdo de mosto, mesmo
havendo expressdo da toxina killer, esta foi menos detectada quando
comparada com os demais meios. Os diametros, de todos os meios, variaram
de 0,83 a 1,53 cm. Como em todas as placas foi utilizado o mesmo
sobrenadante estéril contendo o fator killer da linhagem 1B, a reducdo na

deteccdo da atividade killer encontrada nas concentragdes de 90 e 80 % de
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G7c se deve a este componente do meio. A Figura 2 apresenta a relacao entre

os diametros dos halos e a concentragédo de mosto de uva presente no meio.

1,9 -
1,7 -
1,5 -

<
1,3 -
1,1 -

0,9 -

Diametros dos halos (cm)

0,7 A

0,5

(0] 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentracao de mosto de uva (%)

Figura 2: Concentracdo de mosto de uva na composicao do meio de cultura solido
mosto/G7c e os diametros dos halos formados. O sobrenadante utilizado contendo o
fator killer foi o obtido com a linhagem Embrapa 1B.

Efetuando uma analise de regresséo, verificou-se que o diametro do

halo aumentou conforme a seguinte equacéo:

D, =4x10°x> —0,0008x> +0,0518x +0,4109

r* =0,9782

Pode-se observar que, a partir de 30 % de mosto, os valores dos
didmetros tendem a se estabilizar. Com isso, 0 meio contendo 30 % de mosto e
70 % de G7c, denominado aqui como MG30, propicia de forma reprodutivel a
deteccédo deste fator, e permite o uso de quantidades inferiores de mosto de
uva em sua composicdo. Estes resultados confirmam o efeito protetor do

ELNC, quando usado em altas concentragdes.
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A atividade Kkiller pode depender da adicdo de determinados
componentes que, possivelmente, fragilizem as células sensiveis. Kono e
Himeno (1992) verificaram que a toxina killer de Kluyveromyces, cuja sintese é
controlada por genes nucleares, possuia atividade contra Zygosaccharomyces
rouxii na presenca de NaCl e que esta atividade variava de acordo com a
linhagem de Kluyveromyces. O efeito do ELNC sobre a linhagem sensivel pode
também estar relacionado com a sintese de enzimas proteoliticas capazes de
degradar a proteina killer produzida. Kono e Himeno (1997) mostraram que a
proteina Kkiller, na presenca das proteinases tipo IV de Streptomyces
caespitosus, tripsina tipo | de boi, a-quimiotripsina tipo | de boi e papaina tipo
IV, se tornavam inativas. Comitini et al. (2004) também observaram inativacao
completa da atividade da proteina killer formada por K. wickerhammi e P.

anomala quando exposta a acao de proteases.

4.1.3 Teste comparativo entre diferentes meios de cultura para

deteccio fator Killer

Ao comparar os meios YEPD-MB, Mosto 80, MA-MB e um meio de
cultura preparado com 25 % de mosto de uva e 75 % de ELNC foi verificado
que o meio Mosto 80 potencializou a acao killer guando comparado com 0 meio
tradicional de deteccao YEPD-MB e o meio MA-MB usado por Silva (1996)
(Figura 3). Estes dois ultimos meios, ao contrario dos demais aqui usados que

tém ELNC em sua composicao, possuem extrato de levedura comercial (ELC).
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Figura 3: Da esquerda para direita: Superior: 25 % Mosto/75 % ELNC; Mosto 80.
Inferior: YEPD-MB; MA-MB. Em todos meios, o sobrenadante utilizado foi o obtido
com a linhagem 1B. A linhagem sensivel foi a 26B. Laboratério de
Microbiologia/Embrapa CNPUV, 2008.

Os diametros dos halos formados nos meios com ELC foram 0,96
cm e 1,23 cm para o YEPD-MB e o MA-MB, respectivamente. A analise de
variancia nado revelou diferenca significativa entre estes valores de halo
(P>0,05). Aqueles exibidos em meio Mosto 80 possuiram em média 1,6 cm,
com diferengca significativa (P<0,01) com relacdo aos halos formados nos
demais meios. O comportamento da linhagem sensivel no meio contendo 25 %
de mosto e 75 % de ELNC confirma a agao protetora do ELNC, uma vez que,
embora a proteina esteja presente, néo foi verificado halo de inibicdo. O ELNC
e 0 ELC sao aditivos de meio de cultura que possuem a mesma origem, mas o
comportamento dos microrganismos sob efeito destes dois aditivos s&o
completamente diferentes. Silva e Almeida (2006) também verificaram

importantes diferengas no metabolismo de Pseudomonas fluorescens crescida



44

em meio G7c, que possui ELNC na sua composicado, e em ELC. Mostraram
que a auséncia de sider6foro no sobrenadante proveniente de culturas
mantidas em ELC nao era devido ao bloqueio no transporte deste metabdlito
para o sobrenadante, mas a falta de sintese. Fica claro que a diferenca
encontrada no comportamento da linhagem sensivel depende da composicao
quimica do aditivo usado. O extrato de levedura pode apresentar 20 g/L de
proteina e 430 mg/L de RNA (Revillion et al., 2003), dependendo do processo
de producado e levedura usada. Os principais aminoacidos presentes nestes
produtos de autélise de levedura séo fenilalanina, leucina, alanina, arginina e
acido glutamico, com diferencas de concentracbes dependentes do género
empregado (Hernawan & Fleet, 1995). O extrato de levedura comercial
apresenta uma variacao importante na composicao de elementos minerais. De
18 elementos analisados por Grant e Pramer (1962), os valores mais elevados
foram o cobre, ferro, zinco e magnésio. Segundo estes autores, pode haver
diferencas elevadas de um determinado elemento entre os lotes diferentes de
extrato, como para o molibdénio, onde em um lote foram encontrados 2,6 ug/g

(peso seco) e em outro foram obtidos 9,1 ug/g (peso seco).

4.1.4 Influéncia da sacarose e glicose no comportamento da

linhagem sensivel Embrapa 26B

Para avaliar a influéncia da sacarose no comportamento da
linhagem sensivel, 0 mosto de uva utilizado na composicao de alguns meios de
cultura foi substituido por uma solugéo de 200 g/L de sacarose. Foi verificado

que o fator killer ndo pdde ser detectado em meio com 25 % de mosto € 75 %
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de ELNC. Este mesmo resultado foi obtido no meio com 25 % de solucao de
sacarose e 75 % de ELNC. No meio MA-MB (25 % de mosto e 10 g/L de ELC)
e no meio com 25 % de solugéo de sacarose e 10 g/L de ELC houve deteccao
do fator killer. Nestes dois ultimos houve a formagédo de halos com didmetros
semelhantes, 1,27 cm e 1,23 cm, respectivamente. A analise de variancia nao
revelou diferencga significativa entre estes valores de halo (P>0,05).

O meio com Mosto 80 apresentou grande diferenca no que se refere
aos diametros dos halos (Figura 4), pois foram detectados halos com diametros
de 1,683 cm, com diferenca significativa (P<0,01) com relacdo aos halos
formados nos demais meios. O meio com 80 % de solucdo de sacarose
apresentou didmetro inferior, de 0,8 cm. Além disso, péde-se observar, ainda
neste meio, o aparecimento de pequenas coldénias da linhagem sensivel 26B
dentro dos halos, o que nao ocorreu em Mosto 80. A analise de variancia
revelou diferenca significativa (P<0,01) deste meio (80 % de solucdo de
sacarose) com relacdo aos halos formados em MA, mas néo revelou diferenca
significativa entre os valores de halo do meio com 25 % de solugdo de
sacarose e 10 g/L de ELC (P>0,05).

Observou-se que nos meios com alta concentragdo de ELNC (75 %)
nao foi possivel a deteccao do fator killer. Este sé ocorreu quando o ELNC foi
substituido por ELC ou quando sua concentracao foi reduzida para 20 %. Este
resultado reforca a acao protetora do ELNC. No entanto, quando a
concentracdo deste componente foi de 20 %, e o mosto substituido pela
solucdo de sacarose (200 g/L) no meio de cultivo, a linhagem sensivel se

tornou menos vulneravel. Isto mostra que nao é a concentracéo de aglcar ou a
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pressdao osmdética, que estd envolvida com a vulnerabilidade. Os resultados
indicam que a interacdo mosto/ELNC atua na sensibilidade da linhagem

sensivel ou potencializa a agao do efeito killer.

Tabela 1: Anadlise estatistica entre as médias dos diametros dos halos formados em
meios de cultura diferentes.

MA-MB 25% Mosto 80 80%
Sac./ELC Sac./ELNC
MA-MB - ND DIF DIF
25 % Sac./ELC - DIF ND
Mosto 80 - DIF
80 % Sac./ELNC -

A sigla ND entre as linhas e colunas significa que os valores nao diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05). DIF significa que os valores diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,01).

S0l sacarose 80% 8
ELNC 20%

Mosto 80%
ELNC 20%

Figura 4: Da esquerda para a direita: placa de Petri com meio sélido Mosto 80; placa
de Petri com meio solido substituindo o mosto por uma solucao de sacarose (200
g/L). O sobrenadante utilizado foi o obtido com a linhagem 1B. A linhagem sensivel
foi a 26B. Laboratorio de Microbiologia/ Embrapa CNPUV, 2008.

Para avaliar a influéncia da glicose sobre a vulnerabilidade da

linhagem sensivel, o mosto do meio Mosto 80 foi substituido por uma solucéo
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de glicose contendo 200 g/L. Foi observado que no meio Mosto 80 os halos
obtiveram em média 1,7 cm de didmetro. O meio preparado com 80 % da
solugéo de glicose e 20 % de ELNC apresentou halos pequenos ao redor dos
pocos, com média de apenas 0,7 cm de diametro. A analise de variancia
revelou diferencga significativa (P<0,01) entre estes dois meios. Neste ultimo,
pbde-se observar, como no meio com sacarose, o aparecimento de pequenas
coldnias da linhagem sensivel 26B dentro dos halos. Este resultado refor¢a a
importancia do mosto ou sobre a potencializacdo do fator killer ou sobre a
sensibilidade sobre a linhagem sensivel. Pode ser por este motivo, que o meio
de cultura tradicional YEPD-MB, que possui, entre outros componentes, glicose
e ELC em sua composicdo (Bostian and Hopper, 1980; Longo et al., 1992;
Silva, 1999a; Sangorrin et al., 2001; Silva et al,, 2006, Lopes et al., 2007,
Sangorrin, et al., 2007) nao esteja proporcionando condi¢gdes necessarias para

a deteccéao do fator Killer.

Mosto 80% e
ELNC 20% % /dSolucio glicose 80%
ELNC 20%

Figura 5: Da esquerda para a direita: placa de Petri com meio sélido Mosto 80; placa
de Petri com meio soélido substituindo o mosto por uma solucéao de glicose (200 g/L).
O sobrenadante utilizado foi o obtido com a linhagem 1B. A linhagem sensivel foi a
26B. Laboratério de Microbiologia/ Embrapa CNPUV, 2008.
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4.1.5 Influéncia do ELNC na agéo do fator killer e no comportamento

da linhagem sensivel

Para averiguar a influéncia do ELNC na atividade do fator Killer,
foram preparadas duas solu¢des do sobrenadante estéril contendo o fator killer.
A Solucéo 1 e a Solucéo 2 foram preparadas diluindo o sobrenadante contendo
o fator killer nas mesmas proporcdes em ELNC e em agua, respectivamente.
Foi utilizado como controle o sobrenadante estéril puro. As solugcbes e o
controle foram transferidos para pocos em placas de Petri contendo a linhagem
sensivel previamente plaqueada. Os resultados mostraram que a mistura com
ELNC néo interferiu na deteccao. Isto mostra que o ELNC néo altera a acao da
proteina ja formada. As duas solugdes preparadas do sobrenadante contendo a
toxina killer apresentaram halos semelhantes aos formados pelo controle. O
didmetro deste ultimo foi de 1,8 cm, o mesmo foi observado no halo formado
pela mistura do sobrenadante estéril com uma solucdo de ELNC (80 %).
Quando o fator killer foi diluido em agua, o diametro foi, como ja esperado, de
1,7 cm. Estes resultados mostraram que o ELNC néo influenciou na ag¢édo do
fator killer, mas pode interferir com as células sensiveis, reduzindo sua
vulnerabilidade.

Para avaliar a agédo do ELNC sobre a sensibilidade da linhagem 26B,
trés suspensdes de células da linhagem sensivel foram preparadas: 80 % de
mosto de uva e 20 % de ELNC (Solucéao A); 80 % de ELNC e 20 % de agua
destilada (Solucao B); agua destilada (Controle). O comportamento da
linhagem sensivel permaneceu o mesmo em todas as soluc¢des investigadas. A

proteina Killer, atuando contra a suspensado de células sensiveis preparadas
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com a Solucao A, formou halos com média de diametro de 1,4 cm, 0 mesmo
observado no controle. Quando a suspensao de células foi preparada com uma
concentracdo maior de ELNC (Solucdo B), o didmetro do halo foi,
inesperadamente, de 1,5 cm, ou seja, praticamente igual ao formado pela
Solucgao A e pelo controle.

Foi observado que o ELC aumenta a produc¢éao do fator killer (Woods
& Bevan, 1968). Como ja mencionado anteriormente o ELNC, dependendo de
sua concentracao, interfere na deteccao do fator killer. Os resultados obtidos
aqui, no entanto, mostraram que este componente nao possui influéncia na
acao deste fator quando a proteina ja estiver formada, assim como na linhagem
sensivel. Os resultados indicam que o ELNC interfere na acao do fator Kkiller,
somente quando presente na composicao do meio de cultivo.

Os meios de cultura Mosto 80 e MG30 se mostraram adequados
para a deteccdo do fator killer. Ambos os meios poderdo ser utilizados nas
etapas seguintes durante a avaliacdo de meios de cultura liquidos para a

producéo do fator killer.

4.2 Avaliacao de meios de cultura para producao do fator killer

Como a agédo do fator killer depende, entre outros fatores, da
producédo da proteina killer funcional, torna-se necessario definir um meio de
cultura adequado que propicie a producdo desta proteina de forma
reprodutivel. Para tal, foram avaliados diferentes meios de cultura liquidos para

sintese deste fator.
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4.2.1 Meio de cultura com diferentes concentragbes de mosto de uva

e ELNC

No experimento realizado com crescentes concentragbes de
mosto de uva (10 a 90 %) e decrescentes concentracdes de ELNC (90 a 10
%), todos os meios de cultura avaliados proporcionaram condi¢des para a
producdo do fator killer funcional com atividades letais semelhantes. A
variagao dos diametros foi pequena, ficando entre 1,6 e 1,8 cm. A Figura 6
apresenta a relacdo entre estes diametros e a concentracdo de mosto de
uva utilizado na composicdo do meio de cultivo. Pode-se observar pela
equacao de regressdo uma tendéncia a estabilidade de producao. Este fato
sugere a presenca de agentes estimulantes de producdo nas duas fontes
complexas e que estes estdo de alguma maneira em excesso ou se
comportam de forma complementar. Os resultados mostram ainda que o
efeito ELNC recai sobre a sensibilidade da linhagem sensivel e ndo sobre a
producdo do fator killer. Testes célula/célula n&o revelam esta agéo
discriminante. A sintese de proteinas killer € extremamente dependente de
composicdo do meio de cultura (Panchal et al., 1985, Middelbeek et al.,
1979). Embora a composi¢cdo do meio tenha sido modificada de forma
significativa, a producao de proteina ativa nao foi afetada. Os componentes
comuns as duas fontes (mosto/ELNC) referem-se a proteinas e peptideos.
Provavelmente, o perfil de aminoacidos prontamente assimilaveis presentes

nas duas fontes esteja complementando as exigéncias de sintese.
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Figura 6: Concentracao de mosto de uva na composicao do meio de cultura liquido
mosto/ELNC e os diametros dos halos formados em meio sélido Mosto 80. Foi
utilizada a linhagem 1B para sintese do fator killer. A linhagem sensivel foi a 26B.

O meio com menor concentracdo de mosto de uva (10 %) e 90 % de
ELNC se mostrou adequado para a producédo da proteina killer. Ao contrario
dos resultados obtidos nas avaliagdes para a escolha do meio para detecgéo,
foi observado que baixas concentracbes de mosto de uva, assim como
elevadas concentragées de ELNC, n&o interferiram na producao do fator killer.
Por este motivo, uma nova avaliacao foi efetuada diminuindo ainda mais a

concentracdo de mosto de uva no meio de cultura para producao deste fator.

4.2.2 Meio de cultura com redugbes na concentracdo de mosto de
uva

Para avaliar a producdo do fator killer em meios com menores
concentracdes de mosto de uva foram preparados dois meios de cultura

contendo 2,5 % de mosto de uva e 97,5 % de ELNC (M2,5 liquido) e outro com
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5 % de mosto de uva e 95 % de ELNC (M5 liquido). Foi preparado, também,
um meio com 10 % de mosto de uva e 1 % ELC (M10/ELC liquido). As
linhagens 1B e 91B formaram fator killer nos meios M2,5 e M5 liquido. Das trés
linhagens Kkiller testadas, apenas a K1 ndo formou toxina em nenhum dos
meios avaliados. No meio M10/ELC liquido, mesmo com maior concentracdo
de mosto, mas ELC em sua composicao, nenhuma das linhagens expressou a
proteina killer. Este resultado parece mostrar que o ELC, além de nao ser o
mais adequado para a deteccdo do fator killer, como ja mencionado
anteriormente (item 4.1.3), também nao proporcionou as condigdes minimas
para a expressdo do fator killer. Woods & Bevan (1968) ressaltaram a
importancia do extrato de levedura no processo de producdo da proteina killer.
Os resultados aqui obtidos ndo confirmam esta acdo quando o extrato de
levedura utilizado foi o ELC. Este resultado mostra que a combinacdo do mosto
de uva com ELNC proporciona condicoes adequadas para a expressao da
toxina killer, mesmo quando o mosto de uva estiver em baixas concentragoes.
O ELNC em elevadas concentragdes, neste caso, nao parece interferir de
forma negativa na producao do fator killer, definindo, assim, sua relacao de
protecdo com a linhagem sensivel. O meio M5 liquido se mostrou confiavel
para a producéao do fator.

Assim como no meio para deteccao, o ELNC foi substituido por sua
forma diluida para verificar se a producao do fator killer se mantém estavel

nestas condicoes.
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4.2.3 Meio de cultura com substituicdo do ELNC por G7¢

Para avaliar a producao da toxina killer substituindo o ELNC por G7c¢
foram preparados dois meios de cultura com 5 % de mosto de uva e 95 % de
G7c (meio A) e 5 % de mosto de uva e 95 % de ELNC (meio B). Foi observado
que os dois meios testados permitiram a formacdo da proteina killer da
linhagem 1B, apresentando diametros de 1,1 e 1 cm, respectivamente. A
diluicdo do ELNC no meio de cultura liquido parece nao afetar a producao da
toxina killer. De acordo com Silva e Almeida (2006) o meio G7c possui uma
concentracdo equivalente a 3 g/L de extrato de levedura comercial. Este ultimo
componente, no meio YEPD é utilizado em uma concentragdo de 10 g/L.
Sendo assim, o G7c¢ possui menor concentracdo de extrato de levedura que o
existente no YEPD e mesmo assim propicia boas condi¢des para a sintese do
fator Killer.

Como o G7c pode ser utilizado para produgéao do fator killer, assim
como concentracées muito baixas de mosto de uva, uma nova avaliagéo foi
realizada removendo o0 mosto, substituindo-o por G7c com diferentes

concentragcoes de sacarose.

4.2.4 Meio de cultura preparado com G7c e diferentes

concentragcées de sacarose

Para a producdo do fator killer, foi avaliado o meio G7c com
diferentes concentracbes de sacarose (10, 100, 150 e 200 g/L). Para a

deteccao, foi utilizado o meio MG30 (citado no item 4.1.2). Os resultados
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mostraram que nos trés dias de avaliacdo nao houve formacao da proteina
killer em nenhuma das linhagens e em nenhum dos meios.

O fato da suposta falta de expressao da proteina killer nos meios de
cultura poderia estar relacionado com o meio de cultura soélido MG3. Assim,
novos testes de deteccdo foram efetuados utilizando os mesmos
sobrenadantes estéreis, armazenados a -18 °C, em meio de cultivo para
deteccdao Mosto 80 (citado no item 4.1.1). Os resultados mostraram que a
linhagem 1B produziu a proteina killer em todos os meios preparados com as
diferentes concentracées de sacarose desde o primeiro dia de avaliagdo. Os
didmetros dos halos da linhagem 1B dos diferentes experimentos nos trés dias

de avaliacbes podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2: Médias dos diametros dos halos formados pela linhagem 1B em meio G7c
com diferentes concentracoes de sacarose (10, 100, 150 e 200 g/L) e em trés dias de
avaliagao.

Saccharomyces cerevisiae Embrapa 1B

Sacarose (g/L) | Médias — 16h (cm)  Médias —40h (cm)  Médias — 64h (cm)
10 1,07 1,10 1,10
100 1,10 1,20 1,20
150 1,17 1,20 1,17
200 1,13 1,30 1,30

Pode-se observar na Tabela 3 que a linhagem 91B formou a
proteina killer a partir do segundo dia apenas nas concentracdes de 150 e 200
g/L de sacarose. Na concentracdo de 100 g/L de sacarose, a linhagem

produziu a proteina apenas no terceiro dia de fermentagcdo, mesmo assim,
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todos os halos foram ténues. A linhagem K1 ndo formou a proteina killer em

nenhum dos meios de cultivo.

Tabela 3: Médias dos diametros dos halos formados pela linhagem 91B em meio G7c
com diferentes concentracoes de sacarose (10, 100, 150 e 200 g/L) e em trés dias de
avaliacao.

Saccharomyces cerevisiae Embrapa 91B

Sacarose (g/L) | Médias — 16h (cm)  Médias —40h (cm)  Médias — 64h (cm)
10 - - -
100 - - 0,60
150 - 0,63 0,67
200 - 0,70 0,70

Os resultados mostraram que a producdo do fator killer pela
linhagem Embrapa 1B foi estavel, pois além dela ter sido capaz de sintetizar a
proteina killer em todos os indculos testados, a quantidade de toxina,
observada através dos didmetros dos halos, foi semelhante em todos estes
meios. Nota-se que o aumento de sacarose no meio ndo parece influenciar a
producdo da toxina Killer. Foi constatado ainda que, embora os meios
G7c/sacarose apresentem boas condicoes para a sintese de proteina killer, o
indculo preparado com ELNC combinado com mosto de uva (nas avaliagbes
anteriores) se mostrou mais adequado para a formacao da toxina killer. Sabe-
se que a sintese de proteina killer possui forte dependéncia com relagdo a
composigdo do meio (Panchal et al., 1985, Middelbeek et al, 1979), e
observando que a substituicio do mosto pela sacarose nao forneceu os
nutrientes para uma boa sintese, este fato sugere que a combinacdo entre

mosto e ELNC, diluido ou nao, estejam complementando as exigéncias de
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sintese. Michalcakovda & Repova (1992) também observaram melhores
condicoes proporcionadas pelo suco de uva com relacao a tolerancia de etanol.
Os autores mostraram que linhagens killer toleraram melhor a presenca de
elevadas concentragdes de etanol quando inoculadas em suco de uva com pH
3,1 do que em meio YEPG com pH étimo.

Os resultados aqui obtidos mostraram também a superioridade do
meio Mosto 80 (80 % de mosto/ 20 % de ELNC) com relagédo ao meio MG3 (30
% de mosto/ 70 % de G7c) para detectar o fator killer. Definitivamente, o meio
de cultura solido Mosto 80 devera ser o utilizado para todos os testes de
deteccéao do fator Killer.

Convém salientar que a técnica empregada para a deteccao do fator
killer foi a técnica proteina/célula. Nesta técnica, usa-se o fator killer presente
no sobrenadante estéril proveniente de um meio liquido onde a linhagem killer
foi inoculada. Ao armazenar este sobrenadante da linhagem 1B a uma
temperatura de -18 °C foi verificada a viabilidade da toxina killer. Os resultados
mostraram que esta temperatura foi capaz de manter a acdo da toxina por pelo
menos nove meses. Os diametros dos halos apresentaram média de 1,77 cm.

Com a escolha dos meios adequados para a producao e deteccao
do fator killer foram realizadas avaliacbes em crescimento descontinuo para
averiguar a producado da proteina killer funcional em diferentes condi¢des de

cultivo.
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4.3 Producao de proteina killer em processo descontinuo

Foram efetuadas avaliagdes para verificar o comportamento de
linhagens de leveduras no que se refere a sintese do fator killer em diferentes
meios de cultura e em diferentes condi¢gdes de cultivo em biorreator e em

frascos de Fernbach.

4.3.1 Determinag&o do numero minimo de moléculas

Para obter o numero minimo de moléculas de toxina killer presentes
no halo, (nmmy), torna-se necessario fazer algumas observagdes: as placas de
Petri utilizadas possuem 9 cm de didmetro; foi semeada uma quantidade de 0,1
mL de uma suspensao de células sensiveis com concentracdo de 107 cél/mL; o
didmetro do poco efetuado no meio sélido foi de 0,5 cm. De acordo com
Bussey et al. (1979), sdo necessarias 2,8 x 10* moléculas de toxina killer para
matar uma célula da linhagem sensivel. Sendo assim, pode-se calcular o nmmy,
sintetizado no processo fermentativo. O nimero minimo de moléculas de toxina
killer (nmmy,) foi calculado pela seguinte férmula:

2

D
nmm, = K, x{|| =2 | x10" x0,1 |- K,

placa

Onde,
D,,, = Refere-se ao didmetro do halo de morte;
D,... = Refere-se ao diametro da placa de Petri;
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K, =28x10*, e refere-se ao numero minimo de moléculas

necessarias para matar uma célula de uma linhagem sensivel (Bussey et al.,

1979).

2
D, , .
K, = (A] x10"x0,1|, e refere-se ao numero de células

placa

sensiveis presentes na area da superficie do poco retirado do meio.

D = Refere-se ao diametro do poco.

pogo

4.3.2 Efeito de transicao entre as condicoes aerdbicas e anaerobicas

no processo de producédo do fator killer

Durante o crescimento da linhagem 1B em biorreator com meio M5
liquido, pbéde-se verificar que a linhagem testada neste trabalho ndo formou
proteina killer durante a fase aerobica de crescimento. Em oito horas de
crescimento (T8) a proteina killer funcional ainda ndo tinha sido formada
(Figura 7). Depois de 24 horas (T24), ou seja, 16 horas apos ter sido desligado
o sistema de aeracado e agitacdo mecanica, houve a sintese do fator Killer.
Estes halos apresentaram média de 1,2 cm de diametro. O nimero minimo de
moléculas presentes na zona de inibicao foi estimado em 4,11 x 10%. Apds 48
horas (T48), ou seja, 40 horas sob condigées anaerdbicas, houve um aumento
da sintese da toxina killer, promovendo halos de 1,5 cm de diametro. O nimero
minimo de moléculas presentes na zona de inibicéo foi estimado em 6,91 x 108,

Comitini, et al. (2004) obtiveram resultados diferentes com a levedura K.
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wickerhamii e P. anomala crescendo em condicbes aerdbicas. O inicio da
sintese da proteina killer ocorreu apenas no final da fase exponencial, em 24
horas para K. wickerhamii. P. anomala formou toxina killer desde o inicio da

fase exponencial, atingindo a estabilidade durante a fase estacionaria.

Figura 7: Teste de pogo para proteina killer da linhagem Sacch. cerevisiae Embrapa
1B, produzida em biorreator em meio M5 liquido, nos tempos: 8 horas (T8) e 24 horas
(T24). A linhagem sensivel foi a 26B. Laboratorio de Microbiologia/Embrapa CNPUV,
2008.

Pode-se observar na Figura 8, que a curva de crescimento nao
evoluiu muito até oito horas de trabalho. A toxina killer funcional nao foi
formada nestas condi¢des. Observou-se que nas primeiras oito horas também
nao houve producdo de etanol. A taxa de crescimento maximo na fase

exponencial (de trés a seis horas) € dada pela féormula:
DO = 0,0427¢%"
r*=0,9915

Quando as condi¢cdes de crescimento foram modificadas para

anaerobiose, em 24 horas, houve um aumento na curva de crescimento, assim
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como no numero de células totais e em brotamento (Figura 9). Em T24 pdde-se
observar a producao de etanol e da proteina killer. E ap6s 48 horas, momento
em que houve uma queda na curva de crescimento, a producédo de etanol,
assim como a sintese de toxina killer, aumentou. O pH de todos os tempos
avaliados n&o variou muito, alternando entre 3,36 e 3,70 (Figura 9),
provavelmente pelo poder tampéao que apresenta o meio ELNC.

Uma nova avaliagdo foi conduzida com a mesma linhagem e o
mesmo meio de cultivo em frascos de Fernbach com a agitacdo proveniente
apenas da aeracao. Nao foi também detectada a producédo da proteina Kkiller
durante as primeiras sete horas. No entanto, ap6s oito horas de crescimento
aerdbico foi observada a formacao de um niamero minimo de moléculas de 35 x
10%. Em T24 (16 horas em anaerobiose), o nimero minimo de moléculas de
toxina presentes na zona de inibicdo foi 0 mesmo que em biorreator (4,11 x
10%). A diferenca entre o resultado obtido em biorreator e do observado em
frascos se deve, provavelmente, a maior disponibilidade de oxigénio para as
células devido a agitacdo no biorreator. Portanto, existe evidéncia de que a
aerobiose ou um mecanismo relacionado a esta condigdo esteja envolvido na
regulacao da sintese de proteina killer. Convém salientar que a formacao da
proteina killer se da em condicdes de agitacdo sem a injecao de ar.

Como ja mencionado anteriormente, ndo houve producao de etanol
e nem da proteina killer durante o processo aerdbico em biorreator. Este
resultado indica haver uma certa incompatibilidade entre o metabolismo
aerébico e a sintese de proteina killer. Observou-se ainda que os valores de

acetaldeido aumentaram durante a fase aerébica de crescimento e diminuiram
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durante a fase anaerdbica (Figura 8). O etanol e o acetaldeido estao
intimamente relacionados com a glicélise. A sintese do etanol, mas ndo a do
acetaldeido, depende da oxidacdo do NADH. Se o acido piravico fosse
direcionado ao ciclo de Krebs, o que ocorre em aerobiose, as concentragdes de
etanol e acetaldeido deveriam ser, se nao nulas, insignificantes. A
concentracdo de etanol foi nula, o que, interessantemente, ndo ocorreu com
acetaldeido. Estes resultados mostram que a enzima pirlvico descarboxilase
(PDC) permaneceu em atividade durante a fase aerGbica mesmo sem a
formacao de etanol. Postma et al. (1989) argumentam que, provavelmente, a
PDC também opera sob condicbes em que a fermentacdo alcodlica esta
ausente. As enzimas acetaldeido desidrogenase e acetil-CoA sintetase podem
oxidar o acetaldeido para formar acetil-CoA, e este é oxidado posteriormente
na mitocdndria. O acetaldeido é acumulado quando a atividade da enzima
acetil-CoA sintetase é baixa.

A evolucao do acetaldeido durante a fase aerdbica é dada pela
equacao:

Acetaldeido = —0,2011¢* +8,2092¢ + 49,3111

r* =0,9038

Péde-se observar (Figura 8) que em aerobiose, embora nao tenha
havido a inibicdo da produgéao de acetaldeido, ndo houve a formagao de etanol
e da toxina killer. Este fato sugere que a expressdo destes dois ultimos
produtos do metabolismo pode ser controlada de forma similar. As condicdes
de aerobiose ou de anaerobiose podem modificar a expressdo de algumas

proteinas, tanto em eucariotos quanto em procariotos. Em leveduras, o sinal
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envolvido na inducao de determinados genes ligados a cadeia respiratoria pode
ser gerado sob condicoes anaerdbicas (Kwast et al, 1999). A sintese de
algumas proteinas de membrana de Neisseria gonorrhoeae é induzida quando
seu metabolismo € modificado de aerobiose para anaerobiose (Clark et al.,
1987). A modificacdo imposta pela transicdo que afeta a producédo de etanol

também influi na produgao da proteina killer funcional.
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Figura 8: Crescimento celular da linhagem killer Embrapa 1B em meio M5 liquido,
cultivadas em condicoes aerdbicas em biorreator até oito horas e em condigoes
anaerébicas no tempo restante; DO a 600 nm; producido de etanol (°GL); nimero
minimo de moléculas de toxina killer (hmmh) e acetaldeido.
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Figura 9: Contagem de células totais e em brotamento da linhagem 1B em meio M5
liquido, cultivadas em condicoes aerdbicas em biorreator.

Foi realizada uma nova avaliagcdo utilizando a mesma linhagem de
levedura e o mesmo meio de cultura, porém em condicées anaerdbicas de
crescimento. A proteina killer foi detectada no inicio da avaliagcdo. Isto mostra
que durante o preparo do in6culo houve formacado da toxina. Neste tempo,
pdde ser observado um nmmy, de 5 x 10”. Apds trés horas de fermentacéo, sua
producédo foi mais intensa. O valor do nmmy aumentou ao longo do tempo,
atingindo, em T24, o valor maximo de 4,11 x 108, o mesmo valor obtido nos
experimentos anteriores. Pode-se observar na Figura 10 que o aumento da DO
foi menos acentuado em condigdes anaerdébicas quando comparado as
condicoes aerdbicas. A DO apresenta um comportamento exponencial entre

trés a oito horas. A velocidade esta expressa na formula:

DO = 0,3645¢"2%%*

r* =0,9912
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Os valores de pH da fermentacdo foram semelhantes aos
observados no processo aerdbico, se mantendo estavel e alternando entre 3,3
e 3,4 (Figura 11), confirmando o poder tampé&o do meio.

Polonelli, L., et al. (1992b) comentam que as condicbes anaerdbicas
causam maior interferéncia sobre a linhagem sensivel do que sobre a producao
de toxina killer. No entanto, os resultados aqui obtidos parecem mostrar que o
metabolismo anaerdbico esta envolvido com a sintese da toxina killer na

linhagem analisada.
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Figura 10: Crescimento celular da linhagem 1B em meio M5 liquido, cultivadas em
condicoes anaerobicas em frascos de Fernbach; DO a 600 nm; niumero minimo de
moléculas de toxina (hmmy,); producéao de etanol (°GL).
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Figura 11: Contagem de células totais e em brotamento da linhagem 1B em meio M5
liquido, cultivadas em condicoes anaerdbicas em frascos de Fernbach.

4.3.3 Alteragbes na composicdo do meio e sua influéncia sobre a

express&o do fator killer em anaerobiose

4.3.3.1 Substituicdo do ELNC por G7c e aumento da concentracao

de sacarose

A substituicdo do ELNC no meio de cultura pela sua forma diluida, o
G7c, mostrou resultados diferentes daqueles efetuados no item 4.2.3. A
substituicado do ELNC por G7c¢ aqui pareceu interferir na sintese do fator killer.
Mesmo em condicdes anaerébicas durante todo o processo, e observando que
houve crescimento celular através da curva da DO (600 nm), ndo houve
producdo de toxina durante as oito horas de fermentagdo (Figura 12). A DO
apresentou uma fase exponencial entre cinco e oito horas com uma velocidade

de aumento maximo de 0,2144 h™'.

DO =0,3877¢%4
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r* =09706

A sintese s6 pdde ser observada no tempo de 24 horas (T24). O
nmmy, foi estimado em 1,35 x 10%. A mesma interferéncia foi observada com a
linhagem 91B. Com esta linhagem n&o foi observada a sintese da toxina killer

funcional em nenhum dos tempos avaliados.
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Figura 12: Crescimento celular da linhagem 1B em meio contendo 5 % de mosto e 95
% de G7c, cultivada em condi¢cboes anaerobicas; DO (600 nm); nUumero minimo de
moléculas de toxina killer (hmmy,).

Estes resultados mostram que o G7c combinado com mosto de uva
nao propicia a sintese do fator killer funcional. O ELNC combinado com
concentracbes baixas de acucar (5 % de mosto) fornece os nutrientes
necessarios para que esta sintese ocorra. Mas pode ser que apenas a
combinacao entre o G7c com baixa concentracao de acucar (5 % de mosto)

tenha sido o motivo da falta de expressao.
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Quando o meio de cultura G7c foi suplementado com 200 g/L de
sacarose, nas mesmas condicoes de crescimento, foi observado através das
curvas da DO (600 nm) e numero de células totais que ndo houve crescimento
da linhagem 1B durante as primeiras oito horas de fermentagao (Figura 13).

Uma importante consideracdo em fermentacées com elevadas
concentracdes de sacarose € que a levedura € submetida a um consideravel
estresse osmotico, o que resulta na reducao do crescimento e um aumento da
perda da viabilidade celular (Thomas & Ingledew, 1992; Bai et al., 2008;
Theerarattananoon et al., 2008). Uma explicacao para este crescimento ter sido
lento, pode ser o estresse provocado pela elevada quantidade de sacarose
presente no meio de cultura (200 g/L). Provavelmente a concentragdo do
substrato no meio de cultivo inibiu o crescimento da levedura e,
consequentemente, ndao houve sintese da toxina killer nas primeiras horas de
fermentacdo. Foi somente em T24, quando o nimero de células aumentou, que
pdde ser visualizado um halo ténue ao redor dos pogos, com nmmy de 1,13 x
10%. O pH se manteve estavel e foi apenas ap6s 24 horas que pdde ser

observado um ligeiro declinio.
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Figura 13: Crescimento celular da linhagem 1B em meio contendo 5 % de mosto/95 %
de G7c suplementado com 200 g/L de sacarose, cultivada em condicGes anaerdbicas;
DO (600 nm); numero minimo de moléculas de toxina killer (nmmp).

Para confirmar que a inibicdo do crescimento ocorreu por causa da
elevada concentragdo de sacarose e nao pelo uso do ELNC diluido (G7c), foi
realizado um novo experimento mantendo a concentracao deste componente
no meio, mas substituindo o G7c pelo ELNC. Esta avaliacao foi realizada com a
linhagem 1B. Foi observado que os resultados foram os mesmos obtidos com a
forma diluida (Figura 14). A sintese da proteina killer ocorreu, assim como na

avaliacdo anterior, no tempo de 24 horas, com valor de nmmy, de 4,11 x 10%.
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Figura 14: Crescimento celular da linhagem 1B em meio M5 liquido suplementado
com 200 g/L de sacarose, cultivada em condi¢c6es anaerobicas; DO (600 nm); numero
minimo de moléculas de toxina killer (nmmy,).

Comparando os resultados obtidos nas diferentes fermentagoes
anaerdbicas com modificagbes para a linhagem 1B realizadas até aqui,
verificou-se que o meio com G7c e 5 % de mosto em sua formulagao foi o que
proporcionou melhores condi¢des de crescimento (observado pela DO a 600
nm e numero de células totais). Em todos os meios, a linhagem de levedura
sintetizou o fator killer apés 24 horas de fermentacdo. No entanto, ndo foi no
meio que proporcionou melhores condicées de crescimento que a linhagem
killer sintetizou maiores quantidades da proteina. Comparando o nmmy, nestes
trés meios, a sintese foi mais efetiva quando a linhagem foi inoculada no meio
com ELNC + 200 g/L de sacarose, apresentando 4,11 x 10® moléculas.
Portanto, o ELNC possui fatores que estimulam a producgéo do fator killer, mas
pode ser que a elevada concentracdo de sacarose, por inibir o crescimento da

levedura, esteja comprometendo a sintese deste fator. Foi por este motivo que
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novas avaliagdes foram realizadas, mantendo o ELNC, mas diminuindo a

concentracdo da sacarose na composicao do meio de cultivo.

4.3.3.2 Reducao na concentracao de sacarose no meio com ELNC

A avaliacdo da producgéao do fator killer com a linhagem 1B, utilizando
o meio M5 liquido, suplementado com 100 e 150 g/L de sacarose, revelou que
a sintese da proteina killer ocorreu mais cedo. Até cinco horas de fermentagéao
a linhagem killer Embrapa 1B n&o sintetizou a proteina killer nas duas
concentracdes de sacarose (100 e 150 g/L de sacarose). No experimento com
100 g/L de sacarose, pdde-se observar através da Figura 15 que a curva da
DO (600 nm), diferentemente das avaliagbes com elevadas concentragdes de
sacarose, aumentou desde o inicio da fermentacdo. A DO apresentou um
comportamento exponencial com uma velocidade maxima de aumento de

0,2147 h™. A velocidade maxima do aumento da DO est4 expressa na férmula:

DO =0,1419¢"*'""

r* =0,9902

Embora a proteina killer ndo tenha sido sintetizada desde o inicio,
esta sintese ocorreu em seis horas (T6) de fermentacdo. Neste tempo, o
namero minimo de moléculas de toxina presentes no halo (nmmy,) foi estimado
em 2,38 x 108, alcancando em 24 horas, o valor maximo de 1,03 x 10°. De
acordo com Pommier et al. (2005), existe uma fase lag para a producédo do
fator killer que representa o periodo de acumulacdo da toxina no meio de

cultura antes do inicio do seu efeito. Pode ser que as primeiras cinco horas de
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fermentacdo tenha sido o periodo necessario para que a proteina killer
acumulasse em quantidades suficientes para que o efeito antibidtico da toxina
pudesse afetar as linhagens sensiveis. Convém lembrar que o nimero minimo
de moléculas de toxina killer necessarias para matar uma Unica célula de
levedura sensivel foi definido por Bussey et al. (1979) como sendo 2,8 x 10*. A
producdo de etanol, nesta fermentacéo foi de 0,34 °GL (Figura 15).

E evidente que & medida que o niimero de células aumenta no meio,
o0 numero de moléculas de toxina tende a ser proporcional a este nimero de
células. Isto ocorre se as condicoes metabdlicas das células recém formadas
permitirem. No entanto, pode-se observar ainda que nos tempos oito, nove e
dez horas de fermentagao, embora a DO evolua, a formagao do fator killer se
mantém estavel, voltando a aumentar em onze horas. Estes resultados estédo
de acordo com os obtidos por Palfree & Bussey (1979). Os autores observaram
que a producado da toxina killer ndo é proporcional apenas ao numero de
células. A analise de regressao mostrou que o nmmy nos tempos de seis a 24
horas se relaciona com a DO de forma logaritmica conforme a seguinte
equacao:

nmm, = 3,08091n(z)+4,9267

r? =0,9681

Na Figura 16 se pode observar que o numero de células totais foi
coerente com o crescimento celular monitorado em espectrofotdmetro (DO a
600 nm), observado na Figura 15. O numero de células em brotamento

também aumentou. O pH se manteve estavel durante a fermentacao,

alternando entre os valores de 3,9 e 4,3.
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Figura 15: Crescimento celular da linhagem 1B em M5 liquido suplementado com 100
g/L de sacarose, cultivada em condi¢6es anaerdbicas; DO (600 hm); humero minimo
de moléculas de toxina (nmmy); producéo de etanol (°GL).
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Figura 16: Contagem de células totais e em brotamento da linhagem 1B em meio M5
liquido suplementado com 100 g/L de sacarose, cultivada em condi¢des anaerdbicas.

Na avaliacdo com 150 g/L de sacarose, a linhagem killer Embrapa

1B iniciou a producéo da toxina killer também em T6 (Figura 17). Ao verificar os
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tempos de seis a doze horas de fermentacdo, mais uma vez é evidenciado o
fato de a producao do fator killer ndo ser simplesmente proporcional ao nimero
de células, pois neste intervalo de tempo, a producao se manteve estavel,
aumentando em 24 horas. A andlise de regressdao mostrou que o nmmy nos
tempos de seis a 24 horas, se relaciona com a DO de forma linear conforme a
seguinte equagao:

nmm, = 0,6303¢ +1,7012

r* =0,9467

Embora o comportamento da linhagem tenha sido semelhante nos
dois meios de avaliacéo testados, pode-se notar que a menor concentragao de
sacarose apresentou melhores condicbes para a producédo do fator killer. No
inicio da sintese, em T6, ambos os meios (100 e 150 g/L) apresentaram
valores préximos de nmmy, 2,38 x 10% e 2,12 x 10°, respectivamente. J& no
final da fermentagdo, em 24 horas, o numero minimo de moléculas de toxina
killer presentes no halo, no meio com 150 g/L de sacarose foi estimado em
5,62 x 10% valor este inferior ao calculado, neste mesmo tempo, na
fermentacdo com 100 g/L, estimado em 1,03 x 10°. A DO teve um
comportamento exponencial com uma velocidade maxima de aumento de

0,2764 h'. A velocidade maxima do aumento da DO esta expressa na férmula:

DO =0,0541¢%77%%
r? =0,9759

A producgéo de etanol no meio com 150 g/L de sacarose foi de 0,48

°GL.
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A combinacdo entre os trés componentes do meio
(Mosto/Sacarose/ELNC), nestas concentracdes, parece favorecer a sintese da
proteina killer. A concentracdo de 100 g/L de sacarose, adicionada ao meio de
cultura, mostrou proporcionar melhores condi¢cdes para a sintese da proteina
killer quando comparada aos meios com elevadas quantidades de sacarose
(150 e 200 g/L), assim como no meio contendo apenas 5 % de mosto. As
modificagdes feitas nas concentracées dos componentes do meio de cultura
alteram de forma importante o comportamento da linhagem killer Embrapa 1B,

assim como, a sintese da proteina killer.

DO (600nm); Etanol (GL)

w
Numero minimo de moléculas de
toxina (hmmbh) (x10E8)

—e— DO (600nm)

—e— Etanol (°GL)

0 5 10 15 20 25 30 —&— nmmh

Tempo (horas)

Figura 17: Crescimento celular da linhagem 1B em meio M5 liquido suplementado
com 150 g/L de sacarose, cultivada em condi¢c6es anaerodbicas; DO (600 nm); numero
minimo de moléculas de toxina (nmmy,); producio de etanol (°GL).
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Figura 18: Contagem de células totais e em brotamento da linhagem 1B em meio M5
liquido suplementado com 150 g/L de sacarose, cultivada em condi¢des anaerdbicas.

O meio M5 liquido suplementado com 100 g/L de sacarose, devido a
estes resultados, foi o escolhido para avaliar a produgcdo do fator killer pelas
linhagens 91B e K1. Pode-se observar no grafico da Figura 19 que a DO do
meio contendo linhagem 91B evoluiu desde o inicio da fermentacéo
apresentando uma fase exponencial. A velocidade do aumento maximo da DO
foi 0,2262 h'. A velocidade maxima do aumento da DO esta expressa na

formula:

DO = 0,1140¢"2
r? =0,9786

No entanto, a sintese da proteina killer iniciou somente em oito
horas, aumentando até 24 horas. Os valores de nmm; foram estimados em
1,69 x 10% e 4,62 x 108, respectivamente. A producéo de etanol foi de 0,41 °GL.
O pH se manteve estavel de TO a T11, alternando entre 3,98 e 3,91 (Figura

20).
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Figura 19: Crescimento celular da linhagem 91B em meio M5 liquido suplementado
com 100 g/L de sacarose, cultivada em condic6es anaerdbicas; DO (600 nm); numero
minimo de moléculas de toxina (nmmy,); producio de etanol (°GL).
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Figura 20: Contagem de células totais e em brotamento da linhagem 91B em meio M5
liquido suplementado com 100 g/L de sacarose, cultivada em condigdes anaerdbicas.

Com relacdo a linhagem comercial K1, o crescimento celular ocorreu

desde o inicio da fermentacdo. A DO teve um comportamento exponencial com
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uma velocidade maxima de aumento de 0,2031 h™'. A velocidade maxima do

aumento da DO esta expressa na formula:

DO =0,3065¢"*""

r* =0,9925

Mesmo havendo um crescimento acentuado, observou-se que esta
linhagem nao produz fator killer de forma eficiente. A sintese da proteina pode
ser observada somente em 24 horas, apresentando um valor de nmmy, de 0,8 x
108 (Figura 21). A Figura 22 mostra que a producdo de etanol foi 0,81 °GL. O
pH se manteve estavel de TO a T11, alternando entre 3,95 e 3,88,

respectivamente, apresentando um ligeiro declinio em T24.
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Figura 21: Crescimento celular da linhagem K1 em meio M5 liquido suplementado
com 100 g/L de sacarose, cultivada em condi¢c6es anaerodbicas; DO (600 nm); numero
minimo de moléculas de toxina (nmmy,); producio de etanol (°GL).
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Figura 22: Contagem de células totais e em brotamento da linhagem K1 em meio M5
liquido suplementado com 100 g/L de sacarose, cultivada em condi¢des anaerdbicas.

Os resultados mostraram que o meio M5 liquido suplementado com
100 g/L de sacarose ndo exerceu efeito inibitério de crescimento provocado
pela pressdo osmética, como foi observado na avaliacdo com 200 g/L. Este
meio, assim como as condicées de cultivo, também foi favoravel no que se

refere a sintese do fator killer em condic6es anaerdbicas de crescimento.

4.3.4 Efeito “Crabtree” e a producao de proteina killer em meio M5

suplementado com 100 g/L de sacarose

A linhagem 1B foi mantida em condi¢des aerdbicas com meio M5
liquido suplementado com 100 g/L de sacarose. Os resultados mostraram
crescimento, tanto expresso em DO como em numero total de células, desde o
inicio do processo (Figura 23). Foi observado que o etanol foi produzido ja nas

primeiras horas de crescimento (Figura 23), o que nao foi observado em
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biorreator (item 4.3.2). A sintese do fator killer ndo apresentou fase lag. A
producéo deste fator ocorreu desde o inicio do crescimento. O nimero minimo
de moléculas killer (nmmy) produzidos aumentou com o tempo, seguindo o
crescimento celular. A concentracdo de etanol e o0 nmmy,, em 24 horas (T24)
foram de 3,26 °GL e de 9,84 x 10®, respectivamente. De acordo com Bai et al.
(2008), o etanol é metabdlito primario cuja producdo esta fortemente
relacionada com o crescimento celular. A DO teve um comportamento
exponencial de TO a T7. A velocidade maxima do aumento da DO esta

expressa na formula:

DO =1,305¢""

r’ =0,9541

1g = n2 _43n
0,16

A velocidade méxima de aumento da DO foi 0,16 h™" com um tempo
necessario para dobrar a DO de, aproximadamente, 4,3 horas.

A concomitante producdo de etanol e toxina killer na presenca ou
auséncia de ar parece indicar que a sintese destes dois produtos do
metabolismo é governada por mecanismos relacionados. O sistema da sintese
de proteina killer de Sacch. cerevisiae pode estar intimamente relacionado com
0 processo de producao de etanol. A aerobiose, por si sO, ndo interfere nem na
sua atividade biolégica e nem na sua producao, somente se a concentragao de
acucar ultrapassar os valores criticos. Linhagens que produzem etanol em

concentracdes elevadas de aclucar, mesmo em condicoes aerdbicas, sao ditas
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“Crabtree” positivas (Postma et al., 1989; Van Urk et al., 1990; Thierie, 2004). A
linhagem 1B se enquadra neste grupo de linhagens.

Estes resultados sugerem que a expressao da proteina Kkiller
funcional depende do estresse imposto as células pela composicao do meio de
cultivo ou pelas condi¢des de cultivo. Breierova (1997) observou que leveduras,
quando induzidas a situacdes de estresse, produziram glicoproteinas
crioprotetoras. O grau do estresse osmético pode ter estimulado, como no caso

do etanol, a sintese do fator killer.
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Figura 23: Crescimento da linhagem 1B em meio M5 liquido suplementado com 100
g/L de sacarose, sob condicoes aerobicas; DO (600 nm); numero minimo de
moléculas de toxina (hmmy,); producéao de etanol (°GL).
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Figura 24: Contagem de células totais e em brotamento da linhagem 1B em meio M5
liquido suplementado com 100 g/L de sacarose, em condi¢coes aerdbicas.

Resultados semelhantes foram observados com a linhagem 91B. A

DO teve um comportamento exponencial entre zero e sete horas. A velocidade

maxima do aumento da DO esta expressa na férmula:

DO =0,9931¢"*"*

r? =0,9882

A producgéo da proteina killer, ocorreu desde o tempo zero (T0) do

crescimento até 24 horas, permanecendo estavel até 48 horas (Figura 25). Em

TO, o nimero minimo de moléculas killer foi estimado em 1,69 x 108 e em 24 e

48 horas, este nimero aumentou para 5,91 x 10%.
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Figura 25: Crescimento celular da linhagem 91B em meio M5 liquido suplementado
com 100 g/L de sacarose, cultivada em condi¢cdes aerdbicas; DO (600 nm); numero
minimo de moléculas de toxina (nmmy,); producio de etanol (°GL).

O pH das amostras de TO até T8 nao apresentou muita variacao,

alternando entre 4,0 e 4,09, ocorrendo um ligeiro declinio em T24 e T48 para

3,76 e 3,74, respectivamente (Figura 26).

A linhagem 91B se comportou de forma semelhante a linhagem 1B
no que se refere a producao de etanol e sintese de proteina killer em condicoes
aerdbicas e em concentracdes elevadas de acucar, embora a quantidade de
proteina sintetizada pela 91B tenha sido inferior aquela produzida pela 1B.
Estes resultados mostram que a linhagem 91B também € “Crabtree” positiva e,

que nesta linhagem, o mecanismo que governa a sintese de etanol esta

relacionado com o da sintese da toxina killer.
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Figura 26: Contagem de células totais e em brotamento da linhagem 91B em meio M5
liquido suplementado com 100 g/L de sacarose, cultivada em condi¢oes aerodbicas.

A linhagem comercial ndo obteve o mesmo comportamento das
linhagens referidas acima. Esta levedura apresentou um bom crescimento
(Figura 27). A DO teve um comportamento exponencial entre uma e oito horas.

A velocidade maxima do aumento da DO esta expressa na formula:

DO =0,9901e"*""
r? =0,9895

Esta linhagem também produziu etanol em aerobiose com elevadas
concentracdes de agucar. Estes resultados mostram que a linhagem comercial
K1 também é “Crabtree” positiva. No entanto, ndo houve sintese da proteina

killer durante todo o processo.
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Figura 27: Crescimento celular da linhagem K1 em meio M5 liquido suplementado
com 100 g/L de sacarose, cultivada em condi¢cdes aerdbicas; DO (600 nm); numero
minimo de moléculas de toxina (nmmy,); producio de etanol (°GL).
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Figura 28: Contagem de células totais e em brotamento da linhagem killer comercial
K1 em meio M5 liquido suplementado com 100 g/L de sacarose, cultivada em
condigdes aerobicas.

Silva et al., (2006) observaram diferengas entre linhagens K>"Rz" no
que se refere a capacidade de matar células sensiveis. Embora as trés

linhagens aqui avaliadas sejam do tipo Kp, elas apresentam caracteristicas



85

distintas no que se refere a sintese do fator killer no mesmo meio de cultivo
tanto para condicbes anaerdbicas quanto para condicbes aerdbicas de
crescimento. Pode-se observar que pequenas alteracdes nos componentes do
meio de cultura e nas condigdes de cultivo influenciam a produgéo da proteina
killer. O meio de cultivo que proporcionou estabilidade de producao da proteina
killer funcional foi o meio M5 liquido suplementado com 100 g/L de sacarose.
Convém salientar que, mesmo em condicoes aerdbicas, por serem as
linhagens 91B e 1B “Crabtree” positivas, nesta concentracdo de sacarose, o
fator killer € formado em quantidade mais elevada, até mesmo em relagéo as
condigbes anaerobicas. Isto se deve provavelmente ao maior numero de

células formadas na condicao aerdébica.
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5. CONCLUSOES

A proteina killer, mesmo presente, pode nao possuir acdo contra a
linhagem sensivel, pois o ataque depende das condicdes fisiolégicas da
linhagem sensivel que esta sendo utilizada. O ELNC apresentou
comportamento duplo. Este componente, dependendo da concentracdo que for
empregado em meio sélido para deteccdo, age como protetor da linhagem
sensivel, impedindo o ataque do fator killer na célula alvo. Em meio liquido,
induz a sintese deste fator.

A utilizacdo de uma linhagem killer no processo de vinificacdo pode
nao possuir o efeito esperado. Devido a grande instabilidade do fator killer, a
selecdo da linhagem para estes fins ndo deve ser baseada apenas por possuir
efeito killer, mas sim nas suas caracteristicas enoldgicas, pois pode conferir
uma falsa seguranca aos usuarios da tecnologia. A aplicagao apenas da toxina
no processo de vinificacdo, como também tem sido evidenciado, vai depender
do meio de cultivo que a cultura sera inoculada e das condigbes de

crescimento empregadas. Ficou estabelecida a grande instabilidade com
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relacdo a producdo da proteina killer funcional. Linhagens K;"R>" possuem
caracteristicas distintas com relagdo a sintese da proteina. A sintese do fator
killer esta intimamente relacionada com o processo de producdo de etanol e a
aerobiose em si ndo interfere nem na atividade biol6gica, nem na produgao do

fator killer.
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