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1. INTRODUCAO

A sociedade tem buscado uma rotina alimentar que se associe a habitos mais
saudaveis, o que reflete no aumento da comercializacdo de frutas e hortalicas
frescas (VANDEKINDEREN et al., 2008). As frutas sdo compostas por vitami-
nas, minerais, carboidratos, proteinas, fibras e, principalmente, 4gua. Portanto,
sdo imprescindiveis para uma boa manuten¢ao do funcionamento do organismo
(ABREU; SPINELLI, 2014).

A alta atividade de dgua ¢ um fator importante na vida util das frutas,
onde a Aa (atividade de dgua) se encontra em torno de 0,98, enquanto bolo-
res e leveduras requerem um minimo de Aa de 0,80 e 0,88, respectivamente,
tornando as frutas altamente suscetiveis a deterioracdo por micro-organismos
(HOFFMANN, 2001).

Dentre eles, os fungos filamentosos merecem especial atengdo, pois além

de deteriorarem o fruto, podem produzir micotoxinas, metabodlitos secundarios
de carater toxico para homens e animais (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001;
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RODRIGUEZ-AMAYA; SABINO, 2002). Penicillium sp., Aspergillus sp. e Fu-
sarium sp. estao entre os fungos filamentosos de importancia na deterioragao de
alimentos, incluindo frutos frescos e graos (FARIAS et al. 2000).

A contengdo da infec¢do flingica se baseia no emprego de fungicidas sinté-
ticos, que podem aumentar os niveis de compostos quimicos nos frutos pds-co-
lheita (WILSON; WISNIEWSKI, 1994). No contexto, o controle biolégico vem
ganhando importancia, uma vez que a aplicacdo de compostos bioativos pode
apresentar uma alternativa viavel e indcua na prevengao de doencas pos-colheita
(COELHO, HOFFMANN, HIROOKA, 2003).

Uma opg¢ao ¢ o emprego de leveduras antagonistas produtoras de toxinas
killer, proteinas extracelulares capazes de inibir o desenvolvimento de outros
micro-organismos sensiveis (LIMA et al., 2013).

Varios géneros de leveduras produtoras de toxina killer foram descritos,
tais como Saccharomyces, Kluyveromyces e Hansenula, embora a produgdo da
toxina ndo seja caracteristica da espécie e pode variar entre as diferentes cepas
(PLATANIA et al., 2012; COELHO et al., 2011).

A capacidade antagonica de Hansenula wingei foi relatada por Gasperini
(2011), cujo estudo mostrou acdo efetiva da toxina killer sobre Fusarium verti-
cillioides. Simer (2013) obteve altos indices de inibi¢do no desenvolvimento de P.
expansum € A. ochraceus. Fieira et al. (2013) obtiveram resultados satisfatorios
no controle de P. expansum in vivo, com inibi¢do de mais de 72% do desenvol-
vimento do fungo, quando utilizada uma combinagao de células integras de H.
wingei com tiabendazol (dosagem reduzida em 90%).

Considerando esse cenario, o estudo do efeito antifungico in vitro de H.
wingei sobre a germinagao de esporos e o desenvolvimento micelial de P. expan-
sum e A. ochraceus possibilitara fortalecer o controle bioldgico como estratégia
racional no controle de fungos deteriorantes.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifingica da toxina de
Hansenula wingei sobre a germinagao de esporos e o desenvolvimento micelial
de Aspergillus ochraceus e Penicillium expansum.

2. PERDAS POS-COLHEITA E MEDIDAS DE CONTROLE

Dentre os segmentos existentes no cenario do agronegécio brasileiro, a fru-
ticultura ¢ um dos mais importantes, se estendendo por todo o territdrio nacional
em polos de produc¢do que totalizam mais de 2 milhdes de hectares de plantagdes
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e geram mais de 5 milhdes de empregos (CONFEDERACAO DA AGRICUL-
TURA E PECUARIA DO BRASIL - CNA, 2017).

A fruticultura brasileira também tem forte participa¢do no mercado in-
ternacional, tendo exportado mais de 861.063 toneladas de frutas frescas em
2017, sendo o terceiro maior produtor mundial, atras apenas da China e India,
respectivamente (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS PRODUTORES EX-
PORTADORES DE FRUTAS E DERIVADOS - ABRAFRUTAS, 2018; SE-
CRETARIA DA AGRICULTURA E ABASTECIMENTO, 2017). Uva, banana,
laranja e cacau estiveram entre os frutos mais produzidos em 2017 (INSTITU-
TO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2018), a0 passo
que manga, meldo, uva, limao/lima, ma¢d e mamao lideraram as exportagdes
em 2017 (ABRAFRUTAS, 2018).

Com a grande produ¢ao também existe o problema de perdas pos-colheita,
que podem chegar até 40% por motivos variados, como a colheita do produto
em maturidade inadequada, danos mecanicos e falhas durante o transporte e
armazenamento, deixando os frutos passiveis de deterioracdo (FACHINELLO;
NATCHIGAL, 2009; GUSTAVSSON et al., 2011). Tais danos mecanicos causam
injurias as frutas que, em combinag¢do com sua natureza suculenta, tornam-nas
altamente suscetiveis a deterioragdo por micro-organismos, principalmente
fungos filamentosos (FELIZIANI et al., 2013).

Dentre as doengas causadas por bolores em frutas pos-colheita, exem-
plificam-se a podriddo em manga e citros por Aspergillus spp. (JOHNSON;
COATES, 1993; WHITESIDE; GARNSEY; TRIMMER, 1988) e a podridao em
maracuja e maga por Penicillium expansum (FISCHER et al., 2007, COELHO
et al., 2007).

2.1 BIOCONTROLE

A disponibilidade de produtos metabdlicos de origem microbioldgica em
contrapartida ao atual uso de fungicidas de origem sintética, fornece um contex-
to para que o biocontrole seja 0 método a nortear as medidas a serem adotadas
(CASTORIA et al., 2001).

O controle bioldgico tem se mostrado promissor por meio do uso de toxi-
nas killer de leveduras para a conten¢do do desenvolvimento fungico em frutas
(COELHO et al., 2011). O estudo realizado por Oliveira et al. (2011) mostrou
que diversas leveduras killer apresentaram antagonismo contra Botrytis cinerea,
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causador de podridao cinzenta em morangos, por meio de competicdo por nu-
trientes e, em alguns casos, por antibiose.

Estudos também mostraram que o uso de um isolado de Rhodotorula sp.
resultou em uma reducgao de 100% na incidéncia de podridao mole em pimen-
toes (MELO et al., 1995) e reducdo de 21% da severidade da mesma doenca em
tomates (GOMES; SILVEIRA; MARIANO, 2005).

O estudo realizado por Moura (2017) mostrou efeito antagonico da levedura
Saccharomyces cerevisiae sobre o fungo Penicillium digitatum, responsavel pela
incidéncia de bolor verde em frutos citricos.

Ferraz (2018) conduziu um estudo com Sporobolomyces koalae e encontrou
atividade killer da mesma sobre células sensiveis de Saccharomyces cerevisiae,
sugerindo potencial antagonista para uma levedura nova.

2.2 LEVEDURAS ANTAGONISTAS E CARACTERISTICA KILLER

Leveduras sdo micro-organismos encontrados amplamente na natureza,
especialmente em frutas e hortaligas. Sdo fungos unicelulares de alto interesse
tecnoldgico para aplicagdo na induastria alimenticia, mais especificamente no
emprego em fermentagdes (GAVA; SILVA; FRIAS, 2009).

O que confere a caracteristica killer em leveduras ¢ a sua capacidade de
matar células vulneraveis de uma mesma espécie ou género por meio de exoto-
xinas de baixo peso molecular, de constitui¢ao proteica ou glicoproteica, sendo
a levedura imune a sua propria toxina (MAGLIANI et al., 1997, SCHMITT;
BREINIG, 2002).

O primeiro fendmeno killer foi reportado em 1963, por Bevan e Makower,
que conduziram um estudo com a levedura Saccharomyces cerevisiae e apre-
sentaram a proposta de que o efeito killer poderia ser dividido em fenoétipos,
sendo estes: killer, sensivel e neutro. O fenétipo killer com a capacidade de
matar o fenotipo sensivel e o fendtipo neutro sem exercer nenhuma influéncia
sobre os outros.

Nao tardou a ser descoberto que outros géneros, tais como Candida, Crypto-
coccus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia, Sporidiobolus,
Tilletiopsis e Zygosaccharomyces, também apresentavam caracteristica killer
(MARQUINA; SANTOS; PEINADO, 2002).

Em 1978, Young e Yagiu realizaram um estudo que consistiu na intera-
cdo de 20 leveduras killer de varios géneros e espécies, que resultou em uma
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classificacdo em 10 categorias, denominadas K1 a K10, de acordo com a ativida-
de killer que possuiam, como mostra o Quadro 1 abaixo:

Quadro 1 - Classificag¢ao do fenétipo killer

Classes

. Levedura Classe sensivel
killer

S. uvarum NCYC 190

K1 S. cerevisiae A8209B, NCYC 232, K2, K3, K4
235,631 e 663

S. cerevisiae NCYC 738 e 1001

K2 e K1, K4
S. diastaticus NCYC 713

K3 S. capensis NCYC 761 K1, K4

K4 Torulopsis glabrata NCYC 388 K1

Debaromyces vanriji NCYC 577
K5 Hansenula anomala NCYC 434 K1, K3, K4
H. subpelliculosa NCYC 16

K6 Kluyveromyces fragilis NCYC 587 K1, K2, K3, K4
Candida valida NCYC 327
K7 Pichia membranaefaciens NCYC K1, K3, K4, Ké6
333

K8 H. anomala NCYC 435 K1, K2, K3, K4, K6

K9 H. mrakii NCYC 500 K1, K2, K3, K4, K5, K8
. K1, K2, K3, K4, KS,

K10 K. drosophilarum NCYC 575 Ké, K7, K8

Fonte: Young e Yagiu (1978).

Apesar das diferengas existentes entre si, estudos comparativos entre a
toxina K1 e as demais permitiu observar que o mecanismo de agdo das mesmas
¢ semelhante. Todas as killers estudadas mostraram-se sensiveis a protease € ao
calor (MARQUINA; SANTOS; PEINADO, 2002).

O tamanho das moléculas de toxina killer variam entre os géneros € espé-
cies, encontrando-se entre 18 ¢ 300 kDa (SOARES; SATO, 2000). Estima-se que

o peso molecular da toxina killer de Saccharomyces cerevisiae encontra-se em
16 kDa (PFEIFFER; RADLER, 1982), enquanto as toxinas de Hanseniaspora
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uvarum e Hansenula anomala foram estimadas em 18 e 300 kDa, respectiva-
mente (RADLER; SCHMITT; MEYER, 1990; KAGIYAMA et al., 1988). Ja
a toxina de Kluyveromyces lactis foi relatada como sendo composta por duas
subunidades de massa molecular de 27 kDa e acima de 80 kDa (SUGISAKI et
al., 1984).

2.3 MECANISMOS DE ACAO DA TOXINA KILLER

Em 1972, Bussey descobriu que a exposicao de células sensiveis de
Saccharomyces cerevisiae a glucanase antes do tratamento com uma toxina
killer, resultava em uma morte mais lenta das mesmas, dando inicio a uma série
de estudos da relagdo da toxina com a parede celular da levedura.

Composta por polissacarideos e proteinas, a parede celular constitui uma
rigida estrutura de recobrimento para a membrana plasmatica e, para a S. cerevi-
siae, sua constituicdo se baseia em trés principais componentes: 48-60% de p-1,3
e B-1,6 glucanas, seguido de 20-30% de manose-proteinas e por fim 0,6-2,7% de
quitina (FLEET, 1985).

A acdo da toxina se d4 em funcdo da ligagdo inicial a um sitio ativo (p-
[1,6] D-glucana) causando desestabilizagdo na membrana por meio da abertura
de um canal idnico, fazendo com que ions K" e ATPs sejam conduzidos para
o exterior das células, posteriormente inibindo o processo de sintese de ma-
cromoléculas e causando a morte da célula sensivel (HUTCHINS; BUSSEY,
1983). Entretanto, nem todas as leveduras fardo ligagdo com o mesmo sitio
ativo, como no caso de S. cerevisiae KT28, cujo receptor ¢ uma manoproteina,
na Kluyveromyces lactis, que aparentemente liga-se a quitina e na Hansenu-
la mrakii, que interage com a B-1,3 glucana (SCHMITT; PFEIFFER, 1990;
BUTLER; WHITE; STARK, 1991; TAKITA; CASTILHO-VALAVICIUS,
1993; KASAHARA et al., 1994).

2.4 APLICACOES

Consideraveis esfor¢os vém sendo aplicados nos ultimos anos para a in-
sercdo de novos processos biologicos na cadeia de producdo da industria ali-
menticia, de modo que se possa obter produtos provenientes de etapas fermen-
tativas, tais como vinhos, sucos de uva e cervejas, com qualidade elevada. Para
isso, leveduras de carater killer ja estdo sendo visadas como cultura starter
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em processos de fermentacdo, algumas ja inseridas na producdo e outras em
fase experimental. Inclusive, o aparecimento de leveduras killer na fermen-
tagdo espontanea de uvas em vinicolas ¢ extremamente comum e, buscando
um padrao de qualidade mais padronizado, algumas empresas ja adotaram o
uso de tais leveduras (MAGLIANI et al., 1997). Por exemplo, a utilizacao de
Tetrapisispora phaffi na tfabricacao de vinhos concluiu que a levedura mostrou
acdo inibitéria contra Hanseniaspora uvarum, dominante em uvas e suco de
uva e que pode surgir nas etapas de fermentagdo e pos-fermentagdo de vinhos,
causando reducdo da qualidade sensorial pelo desenvolvimento de sabores e
odores indesejaveis, além de produzir uma toxina killer letal a Saccharomy-
ces cerevisiae, principal levedura usada na fermentacdo de vinhos (CIANI;
FATICHENTI, 2001; WEDRAL; SHEWFELT; FRANK, 2010). Sugere-se que
a aplica¢do dessa levedura pode substituir o uso de SO,, comumente aplica-
do, e prevenir a presenca de residuos nocivos ou indesejados no produto final
(CIANI; FATICHENTI, 2001; COMITINI et al., 2004).

J& o estudo realizado por Liu e Tsao (2009) mostrou uma atuacao eficiente
da levedura killer Willopsis saturnus sobre as leveduras Saccharomyces cerevi-
siae ¢ Kluvyvromycs marxianus, precursoras de deterioragdo em queijos.

Outras aplicagdes incluem o campo da medicina, com grande potencial
para desenvolvimento de produtos antimicéticos para tratamento de infec-
coes (MARQUINA; SANTOS; PEINADO, 2002), a taxonomia, onde culturas
padrao de sensibilidade killer sdo utilizadas como indicativo de parentesco
filogenético, bem como em tecnologias de DNA recombinante (SCHMITT;
BREINIG, 2002).

3. METODOLOGIA

O trabalho desenvolvido foi de carater cientifico e experimental, e consistiu
em um ensaio antifungico utilizando toxina killer obtida do cultivo estatico de
levedura antagonista. Os testes foram realizados no Laboratorio de Microbiolo-
gia da Universidade Tecnologica Federal do Parana, Campus Londrina.

Hansenula wingei AM2 | foi utilizada como cultura antagonista, para pro-
ducdo de toxina killer. Aspergillus ochraceus e Penicillium expansum consisti-
ram de fungos filamentosos testes, para os ensaios antifungicos. Os micro-or-
ganismos foram gentilmente cedidos pelo Professor Doutor Alexandre Rodrigo
Coelho e mantidos em Agar Batata Dextrose, sob refrigeragio.
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3.1 METODOS

O trabalho abordou o cultivo de levedura antagonista para obtengdo de
extrato bruto, etapas de purificagdo parcial do composto antifiingico por ultra-
filtracdo e ensaio antifungico contra fungos filamentosos, por meio de analise
microscopica (porcentagem de esporos germinados e medicdo de comprimento
de hifas).

Cultivo de Hansenula wingei para obtencao de extrato bruto

Baseando-se na metodologia utilizada por Simer (2013), para obteng¢ao do
extrato bruto, a levedura previamente isolada e mantida em tubos com agar Meio
Para Levedura — MPL (constituido de 2% glicose, 0,5% extrato de levedura, 1%
cloreto de sodio, 0,5% sulfato de amoénio, 1,8% agar, ndo acidificado) foi reati-
vada em Caldo MPL (de mesma formulacio, com exce¢do do agar), por meio da
transferéncia de uma algada do tubo para um Erlenmeyer com 25 mL de caldo.
O Erlenmeyer foi incubado a 25 °C por 24 horas.

Ap6s incubagdo, foi realizada a padronizagdo do inéculo de aproximada-
mente 3,0 x 10°células, utilizando a Escala de MacFarland (nimero 1). O in6culo
foi transferido para 20 Erlenmeyers com 50 mL de Caldo MPL cada (almejando
obtengdo de 1 Litro de cultivo) e incubado por 96 horas a 25 °C. Em seguida, o
cultivo foi submetido a remocao de células por meio de centrifugacdo a 10.000
rpm por 15 minutos e filtracdo, utilizando membranas de 0,20 pm. Um volume
de 200 mL do extrato bruto foi reservado para o antifungigrama e o restante (800
mL) seguiu para ultrafiltragao.

Purificagao parcial

A purificagdo parcial foi realizada por meio da utilizagdo de membranas de
exclusdo molecular de 30, 10, 5, 3 e 1 kDa, que retiveram moléculas de massa
superior e possibilitou separar o extrato bruto em cinco fra¢des, denominadas
de acordo com a retengdo de moléculas, sendo: Fragao 10-30 kDa, Fragao 5-10
kDa, Fracdo 3-5 kDa, Fracdo 1-3 kDa, Fracdo < 1 kDa. Apds cada etapa de
ultrafiltracdo, as fragdes foram suspensas em 50 mL de dgua destilada estéril, e
armazenadas a - 20 °C em frascos ambar identificados.
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Ensaio antifiingico in vitro

Para o ensaio antifiingico, primeiramente foi realizada a padronizagdo dos
esporos dos fungos filamentosos (previamente cultivados em Agar Batata Dex-
trose - BDA), por meio de uma algada em um tubo contendo 3,0 mL de Tween
80 a 0,1%, seguida de contagem em camara de Neubauer. A padroniza¢ao do
inéculo foi determinada em 10° esporos/mL.

O indculo foi transferido para tubos de ensaio contendo 1 mL de Caldo
MPL e 1 mL das fra¢des produzidas. Como controles positivo € negativo, o
volume das fragdes foi substituido pelo mesmo volume (1,0 mL) de extrato
bruto e agua destilada estéril, respectivamente. Os tubos foram incubados por
12 horas a 25 °C, seguido de centrifugagdo por 10 minutos a 10.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi transferido para laminas, para
analise microscopica.

Esta analise consistiu da contagem aleatoria de hifas e esporos até com-
pletar 100, a fim de determinar a porcentagem de esporos germinados. Além
disso, um total de 60 hifas foi medido com auxilio do programa computadoriza-
do (Software Motic®) acoplado ao microscopio, utilizando-se objetiva de 40 x.
Os esporos germinados foram expressos em porcentagem € o comprimento de
hifas foi expresso em um. O ensaio foi repetido trés vezes, sendo que em cada
repeticdo determinou-se 3 resultados para a porcentagem de esporos germinados
e 60 resultados para o comprimento de hifas.

O efeito inibitdrio sobre a germinacao dos esporos e sobre o desenvolvimen-
to de hifas foi expresso em porcentagem, calculado da seguinte forma:

% Inibi¢do na germinagdo de esporos = C —T / C x 100, onde:
C,: média de esporos germinados no controle

T : média de esporos germinados no tratamento

% Inibigdo no desenvolvimento de hifas = C, — T, / C x 100, onde:
C,: média do comprimento de hifas no controle

T,: média do comprimento de hifas no tratamento
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Estabilidade térmica

Um volume de 10 mL do extrato bruto obtido do cultivo de Hansenula
wingei foi depositado em um tubo de ensaio e mantido em banho-maria a 90°
C por 30 minutos. O bindémio tempo/temperatura utilizado foi escolhido com
base na simulacdo do preparo de solugdo filmogénica para aplicagdo em frutos
frescos. A estabilidade do composto foi avaliada por meio do ensaio antifungico,
conforme descrito no item anterior.

Tratamento dos dados

Os dados obtidos para a porcentagem de esporos germinados e para o com-
primento de hifas foram submetidos a anélise de variancia e teste t (p < 0,05) ou
Tukey (p <0,05).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estao apresentados os resultados do ensaio antifungico em-
pregando o extrato bruto obtido do cultivo da levedura antagonista, contra a
germinacao de esporos e o desenvolvimento de hifas de Aspergillus ochraceus e
Penicillium expansum.

Tabela 1 - Atividade antifungica do Extrato Bruto obtido do cultivo de Hansenula wingei
sobre a germinacao de esporos e desenvolvimento de hifas de Aspergillus ochraceus
e Penicillium expansum

Germinacéio de esporos Desenvolvimento de
(%) hifas (um)
A. ochraceus  P. expansum  A.ochraceus P. expansum
86,37 = 108,19 =
A + b + b > 5
Controle (dgua) 92,11 = 5,90> 94,89 = 3,22 19,21° 37.46"

Extrato Bruto 1,00 £ 0,87 3,33 +2,69* 18,87 = 5,30° 23,43 = 8,46°

Quanto menor o valor, maior a atividade antifiingica. Cada valor corresponde a média + desvio
padrdo dos valores de 9 dados (sendo trés respostas para cada repeticdo) para a germinagao de
esporos, ¢ 180 dados (sendo sessenta respostas para cada repeti¢do) para o desenvolvimento de
hifas. Letras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente pelo teste t, ao nivel de 5%
de significancia.

Fonte: Autoria propria.
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De maneira geral, pdde-se observar que houve diferenca significativa para
ambos os fungos, onde o extrato bruto apresentou alta capacidade de inibigao,
tanto na germinagdo de esporos, quanto no desenvolvimento de hifas, quando
comparado com o controle.

O extrato bruto da levedura antagonista inibiu mais de 95% da germina-
¢ao dos esporos e mais de 75% do desenvolvimento de hifas de 4. ochraceus
e P. expansum. A alta capacidade de inibi¢do para ambos os fungos filamen-
tosos também mostra que a toxina apresenta um maior espectro de atuagdo.
Estudo realizado por Gasperini (2011) mostrou 6tima inibi¢do de Fusarium
verticillioides in vitro, quando submetido ao extrato bruto obtido do cultivo de
H. wingei.

A atuagdo de toxinas killer sobre P. expansum também foi relatada por
Coelho et al. (2009), que mostrou excelentes taxas de inibi¢ao do fungo com
cultivos de Pichia ohmeri e Candida guilliermondii (91,12% e 90,93%, respecti-
vamente), enquanto lacumin et al. (2017) observaram atividade inibitoria sobre
A. ochraceus e P. nordicum pelas leveduras Debaromyces hansenii ¢ Saccha-
romyces fibuligera.

Apesar da literatura acerca do antagonismo de H. wingei sobre fungos fila-
mentosos ser escassa, ambos os estudos suportam a funcionalidade das toxinas
killer no biocontrole e indicam a sensibilidade dos fungos a diversos géneros de
leveduras killer.

A satisfatoriedade dos resultados atendeu as expectativas de capacidade
antagonista da levedura e possibilitou prosseguir o estudo com a purificacio
parcial da toxina killer de H. wingei por meio de ultrafiltragao.

A Tabela 2 apresenta os resultados do ensaio antifiingico realizado com as
fracdes obtidas ao longo das etapas de ultrafiltracdo, contra a germinacao dos
esporos e do desenvolvimento de hifas dos fungos testes.
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Tabela 2 - Atividade antifiingica realizada com as fragdes obtidas apds as etapas de ultrafiltra-
¢do do extrato bruto, contra a germinagao dos esporos ¢ o desenvolvimento de hifas de
Aspergillus ochraceus e Penicillium expansum.

Tratamento

Germinacédo de
esporos (%)

Desenvolvimento de
hifas (um)

A. ochraceus

P. expansum

A. ochraceus

P. expansum

Controle negativo
(agua)

Controle positivo
(EB)

Fragdo 10-30 kDa
Fragao 5-10 kDa
Fragdo 3-5 kDa
Fra¢do 1-3 kDa
Frag¢do < 1 kDa

97,33 + 1,15

1,0 £ 0,87

96,33 = 1,53¢
98,00 = 1,00¢
95,33 = 1,15¢
96,00 = 2,00°
70,00 = 2,00

98,56 = 0,884

17,78 = 2,112

81,78 = 3,15¢
97,44 + 1,51¢
99,33 = 0,50¢
96,78 = 1,92¢
39,00 = 2,60

52,32 = 11,83

18,87 = 5,29

52,54 + 6,89¢
55,44 + 9,96
54,66 = 10,69
52,54 +10,83¢
12,25 = 3,02¢

103,81 = 40,48¢

21,02 + 7,322

99,34 = 35,65¢
104,86 = 35,57
105,63 = 37,09¢
85,93 = 33,46¢
26,22 = 8,85

Quanto menor o valor, maior a atividade antifingica. Cada valor corresponde a média + desvio
padrao dos valores de 9 dados (sendo trés respostas para cada repeticdo) para a germinagao de
esporos, ¢ 180 dados (sendo sessenta respostas para cada repeti¢ao) para o desenvolvimento de
hifas. Letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente pelo teste Tukey, ao nivel
de 5% de significancia.

Fonte: Autoria propria.

Os resultados mostraram que a toxina killer possui tamanho inferior a 1
kDa. A diferenca significativa exibida entre o extrato bruto (controle positi-
vo) e a fragdo < 1 kDa sugere a possibilidade de uma perda do composto ao
longo das etapas de ultrafiltracdo. Além disso, o processo ndo foi considerado
eficiente na purificacdo parcial da toxina killer, haja vista que o composto ndo
foi retido em nenhuma membrana de exclusdo molecular utilizada no estudo.
Outra hipotese seria a presenca de mais de uma toxina killer envolvida na ativi-
dade antagonista, e que as etapas de ultrafiltragdo promoveram a separacao dos
compostos, resultando em uma distribuicdo de poucas eficiéncias nas fragdes
10-30 e 1-3 kDa.

O Extrato Bruto mostrou maior eficiéncia contra a germinagao dos es-
poros dos fungos testados, sugerindo a possibilidade de utiliza¢do da toxina
killer em forma de EB, evitando desperdicio de tempo e material no processo
de ultrafiltracao.
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A Figura 2 apresenta o efeito inibitdrio da toxina killer sobre a germinagao
de esporos e desenvolvimento micelial de 4. ochraceus e P. expansum. Em rela-
¢do a germinacao dos esporos para ambos os fungos testados, o controle positivo
(Extrato Bruto) se mostrou bastante eficaz, com inibi¢do superior a 80%. Ao
analisar a eficacia das fracdes obtidas por ultrafiltragdo, apenas a fracao < 1 kDa
apresentou atividade antagdnica relevante, principalmente contra P. expansum,
cuja porcentagem de inibi¢ao foi 60,43% (Figura 2B). As demais fragdes mostra-
ram uma variagao de inibicao entre 0 e 17,22%.

De acordo com a Figura 2A, o EB teve maior atuacdo na germinagao de
esporos de A. ochraceus, enquanto a fragdo < 1 kDa atuou melhor sobre o de-
senvolvimento de hifas. Em rela¢do ao P. expansum, o EB mostrou as maiores
taxas de inibicao, tanto na germinacao de esporos quanto no desenvolvimento de
hifas, alcangando valores maiores que 80% e 70%, respectivamente (Figura 2B).
Em seguida, a toxina ultrafiltrada (fracdo < 1 kDa) inibiu pouco mais de 60% a
germinagao de esporos e 70% o desenvolvimento de hifas.

Nota-se também que a capacidade de inibi¢do difere entre a germinagdo de
esporos ¢ o desenvolvimento de hifas. Tal fendmeno pode ser justificado pela
diferenga de constitui¢do das paredes celulares do esporo e da hifa, levando a
resultados diferentes quanto a agdo da toxina.

Figura 2. Efeito inibitorio do composto antifingico de Hansenula wingei sobre a germinagao
de esporos e desenvolvimento de hifas de Aspergillus ochraceus ¢ Penicillium expansum.

Aspergillus ochraceus A

8

Porcentagem de inibicéo
2

76,58

28,07
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Penicillium expansum B

81,96

74,74

60,43

Porcentagem de inibi¢do
I

40
30
20 § 7,02 17
i iid
10 \ZZZ: 431
a &Zj’,’j: rrvies
Germinacdo de esporos Desenvolvimento de hifas

N Extrato Bruto #/ Fragdo 10-30 kDa = Fragdo 5-10 kDa
R Fragdo 3-5kDa Il Fragdo 1-3kDa ¥ Fragdo <1 kDa

Fonte: Autoria propria.

Por fim, o teste de estabilidade térmica mostrou que a toxina killer ¢ termo-
tolerante, uma vez que a atividade antifungica permaneceu eficaz contra o fungo
testado (Tabela 3). A inibicao dos esporos de P. expansum manteve-se maior que
60%, ao passo que do desenvolvimento micelial permaneceu maior que 75%.

Tabela 3 - Atividade antifingica realizada com o extrato bruto ap6s tratamento térmico,
sobre a germinacdo de esporos de Penicillium expansum.

T Germinacéo de Desenvolvimento de
ratamento .

esporos (%) hifas (um)
Controle negativo (dgua) 98,67 = 0,5° 106,85 = 49,942
Extrato Bruto 31,56 + 7,89° 22,91 = 9,16°
Tratamento Térmico 37,56 = 5,48 26,61 = 10,52¢

Quanto menor o valor, maior a atividade antifingica. Cada valor corresponde a média + desvio
padrao dos valores de 9 dados, sendo trés respostas para cada repeticao. Letras minusculas iguais
na mesma coluna nao diferem significativamente pelo teste t, ao nivel de 5% de significancia.

Fonte: Autoria propria.
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Estes resultados reforcam a possibilidade de aplicacdo da toxina killer de H.
wingei na forma de EB (extrato livre de células, sem purificagao) em revestimen-
tos comestiveis, como por exemplo, em frutos pds-colheita. Um estudo realizado
por Aloui et al. (2015) consistiu em aplicar um revestimento desenvolvido com
células de Wickerhamomyces anomalus na superficie de Citrus sinensis (laranja
‘Valencia’), comumente acometida por Penicillium digitatum (bolor verde), e
mostrou uma taxa de inibicao de 100% do fungo durante um periodo de arma-
zenamento de 10 dias.

Por fim, a partir do cultivo da levedura antagonista estudada, ¢ possivel
obter um composto natural com propriedade antifingica de amplo espectro, vi-
sando aplicacdo em produtos voltados a conservacdo de alimentos, tais como
revestimentos comestiveis aplicaveis em frutos pds-colheita.

5. CONCLUSAO

E possivel obter toxina killer com propriedade antifungica de H. wingei na
forma de extrato bruto. Os ensaios in vitro mostraram elevada capacidade de
inibicdo da germinagdo de esporos para A. ochraceus e P. expansum (98,91% e
96,49%, respectivamente), assim como um controle eficaz na inibi¢cao do desen-
volvimento de hifas (78,15% e 78,34%, respectivamente).

O efeito antifiungico sobre os esporos foi reduzido apos as etapas de ul-
trafiltracdo, tornando-as desnecessarias e mostrando que € possivel obter um
composto de alta eficacia, em menor tempo € com poucos recursos.

A toxina ultrafiltrada continuou inibindo o desenvolvimento micelial dos
dois fungos testados em mais de 70%, mostrando amplo espectro de agdo, e
encorajando ensaios com outros bolores deteriorantes.

A toxina killer (< 1 kDa) ¢ termo resistente, o que possibilitaria a sua apli-
cacdo em revestimentos comestiveis, com o intuito de prolongar a vida util de
frutos frescos pos-colheita, destinados ao consumo direto.
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