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INTRODUÇÃO 

O fator killer é uma proteína de baixo peso molecular produzida por algumas linhagens de 

leveduras, embora descoberta por Makower & Bevan (1963) em Saccharomyces cerevisiae, 

não é exclusividade deste gênero, mas também encontrada em outros gêneros, como Pichia 

(Comitini et al., 2004; Passoth et al., 2006; Hernández et al., 2008), Kluyveromyces (Stark et al., 

1984; Comitini et al., 2004; Hernández et al., 2008), Torulopsis (Bussey & Skipper, 1975), 

Candida (Silva et al., 2008; Hernández et al., 2008) e Debaryomyces (Hernández et al., 2008). 

A detecção de fator killer de Sacch. cerevisiae depende de fatores biológicos, como linhagens 

sensíveis (Young & Yagiu, 1978; Silva, 1996), composição química do meio (Hernández et al., 

2008; Silva et al., 2008) e condições de cultivo (Heard & Fleet, 1987; Silva, 1996). No Brasil, 

foram isoladas, diretamente de cachos de uva da região do Vale dos Vinhedos, linhagens killer, 

sensíveis e neutras (Silva, 1996). 

O meio YEPD tamponado (pH 4,5) é o mais empregado para detectar tal fator. Nem sempre os 

resultados com este meio são consistentes, ou seja, o fator killer pode estar presente mas pode 

não ser detectado. Este fato dificulta a caracterização de uma linhagem em killer, sensível e 

neutra. O trabalho teve como objetivo verificar a possibilidade de se empregar diferentes 

produtos da uva como meio de cultura para a detecção do fator killer produzido por Sacch. 

cerevisiae. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Micro-organismos: Foi utilizada a linhagem Saccharomyces cerevisiae Embrapa 1B/84, para a 

produção de toxina killer e para a detecção, foi empregada a linhagem Saccharomyces 

cerevisiae Embrapa 26B/84. 



Meios de Cultura: A produção de proteína killer foi induzida no meio líquido comercial YEPD 

(extrato de levedura 10 g.L-1, peptona 20 g.L-1 e dextrose 20 g.L-1). Meios sólidos contendo 

diferentes produtos derivados da uva e de diferentes cultivares foram avaliados para a 

detecção. Foram utilizados suco de uva da cultivar Isabel, mosto de uva das cultivares Cabernet 

Sauvignon e Lorena (M80). Este último contém mosto de uva da cultivar Lorena na proporção 

de 80 mL e 20 mL de ELNC (Silva et al., 2006). Vinho das cultivares Ruby Cabernet, Merlot, 

Cabernet Sauvignon e Tannat também foram avaliados. Os meios, para a detecção, foram 

preparados na mesma proporção do M80, suplementado com 10 g.L-1 de ágar e 0,03 g.L-1 de 

azul de metileno (Merck). Como controle foi utilizado o meio YEPD. Todos os meios foram 

esterilizados a 121 °C, a 1 atm e por 30 min. O teor de etanol foi determinado segundo 

Ribéreau-Gayon et al. (1982)  

Condições para produção do fator killer: Alíquotas de 2 mL de uma suspensão de células da 

linhagem Sacch. cerevisiae Embrapa 1B/84, contendo 107 células.mL-1, foram transferidas para 

100 mL de meio YEPD. O meio foi incubado em agitador rotatório (New Brunswick-Edson, US) 

por 8 dias a 150 rpm, a 18° C. As alíquotas para avaliação dos meios para a detecção foram 

retiradas no intervalo de 24 horas. 

Condições para detecção do fator killer: A capacidade killer da proteína formada foi avaliada 

pela técnica de contato entre a proteína killer isenta de células killer e células sensíveis, 

denominada interação proteína/célula (Silva et al., 2008). Alíquotas diárias do meio de produção 

foram centrifugadas a 10000 x g (Eppendorf-Centrifuge 5416, USA) e submetidas á filtração 

esterilizante com membrana de 0.22 m (Millipore-Millex, USA). Na placa, contendo os 

diferentes meios sólidos para detecção previamente inoculados com a linhagem sensível 

Sacch. cerevisiae Embrapa 26B/84, foram feitos poços de 0,5 cm de diâmetro. Os poços foram 

preenchidos com 20 L do filtrado YEPD. As placas foram incubadas a 18° C. Foram 

consideradas positivas as interações que resultaram em formação de halo e de linha de morte. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A detecção do fator killer em menos de sete dias de fermentação só foi possível nos meios 

contendo suco e mosto de uva (Figura 1 A,C,D). O meio YEPD não se mostrou adequado para 

a detecção (Figura 1 B). Provavelmente, o tempo necessário para a produção de fator killer 

passível de detecção em YEPD seja maior que para aqueles derivados da uva. De fato, após 

sete dias de fermentação, o meio YEPD se mostrou eficiente (Figura 1 E). Este fato sugere 

haver, no suco de uva, fatores que fragilizam vias citoprotetoras da levedura sensível ou ativam 



efetivamente a ação da proteína killer. Podem ainda atuar como facilitadora do trânsito para o 

interior da célula ou do contato desta proteína com sítios vulneráveis da parede e da membrana 

celular. Embora os mecanismos requeridos para este trânsito e morte não sejam ainda 

completamente conhecidos, Carroll et al. (2009) verificaram vias citoprotetoras em mutantes 

hipersensíveis à proteína killer K28. Os fatos aqui observados exibem a fragilidade do meio 

YEPD na detecção do fator killer, podendo levar a resultados falsos negativos. Embora os 

sucos possam ser empregados para a detecção do fator killer, os sucos brancos ou os mostos 

de uvas brancas ou tintas devem ser os de escolha por facilitar a visualização do efeito. Em 

todos os meios que continham vinho, não foi possível detectar a ação deste fator sobre a 

linhagem sensível (Figura 1 F,G,H,I). A presença do vinho na composição do meio para a 

detecção sugere haver agregação de fatores que ativam as vias citoprotetoras da linhagem 

sensível e assim não permitem que a ação deletéria do fator killer seja efetivada. Collins et al. 

(2009) invocam o etanol presentes em bebidas como vinho, cerveja e licor como o provável 

agente citoprotetor em células animais. O fato aqui observado pode ser atribuído ao etanol do 

vinho uma vez que, embora todos os meios de detecção tenham sido submetidos à 

esterilização pelo calor, o teor de etanol no meio final ainda foi de 3,19 ° GL. 

 

 

Figura 1 - Detecção da atividade killer em 
diferentes meios de cultura contendo suco ou 
mosto de uva e em YEPD : A= Mosto Lorena, 
B= YEPD menos sete dias, C= Mosto 
Cabernet Sauvignon, D= Suco Isabel, E= 
YEPD mais de sete dias; F= Ruby Cabernet, 
G= Merlot, H= Cabernet Sauvignon, I= Tannat 
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