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RESUMO

CORREA, Lygia Fatima da Mata, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco
de 2007. Cinética de crescimento e longevidade de culturas de
Kluyveromyces lactis sob estresse por nitrogénio. Orientadora: Flavia
Maria Lopes Passos. Co-orientadores: Antonio Galvdo do Nascimento e
Marlene Isabel Vargas Viloria.

Para investigar o estresse imposto por condi¢des limitantes de nitrogénio
na cinética de crescimento e na longevidade de culturas de Kluyveromyces
lactis, determinaram-se as constantes cinéticas do crescimento de culturas de
K. lactis em func&o da concentracdo de sulfato de amonio, avaliou-se o efeito
da idade das culturas na velocidade especifica inicial de crescimento e
averiguaram-se os sinais de envelhecimento celular em funcdo de diferentes
velocidades de crescimento de culturas conduzidas em regime continuo sob
limitacdo por nitrogénio. Culturas de K. lactis foram cultivadas em meio YCB
tamponado acrescido de sulfato de aménio, nas concentracdes 0,02 a 38,0
mmol.L™. A cinética de crescimento de K. lactis em funcdo da concentracéo de

sulfato de amobnio, obedeceu o modelo cinético proposto por Monod. A
velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) € a constante de

saturacdo (Ks) foram de 0,44 h' e 0,15 mmol.L?, respectivamente. A
velocidade especifica inicial de crescimento reduziu com a idade da cultura.
Concentragbes de quitina na parede celular aumentaram com a idade da
cultura e com a concentracdo de sulfato de aménio. Dimensdes celulares
aumentaram com a idade independente da concentracao de sulfato de amonio.
A presenca de caracteristicas morfologicas de apoptose foi verificada a partir
do quinto dia de transferéncia da cultura para meio novo nas concentracdes de

0,57 mmol.L?, 3,80 mmol.L", 7,60 mmol.L* e a partir do oitavo dia de
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repicagem na concentracéo de 38,0 mmol.L™ de [NH4],SO,. Culturas continuas
sob estresse por nitrogénio foram conduzidas nas velocidades de crescimento
de 0,01, 0,06; 0,18 e 0,35 h™. Culturas com velocidades de crescimento de
0,18 e 0,35 h™* produziram maior rendimento em etanol e menor rendimento em
glicerol. A concentracdo de quitina na parede celular de culturas de K. lactis
conduzidas nas velocidades de crescimento de 0,01 h'e 0,06 h™ foi maior
(27 mg.mL'1 e 20 mg.mL'1 de N-acetilglicosamina) comparada com as culturas
conduzidas nas velocidades de crescimento de 0,18 h™ e 0,35 h*, que
apresentaram 6 pg.mL™ e 5 ug.mL™* de N-acetilglicosamina, respectivamente.
As dimensoOes das células de K. lactis foram maiores na cultura conduzida com
velocidade de crescimento de 0,01 h™, se comparada com as demais
velocidades de crescimento avaliadas: 0,06: 0,18 e 0,35 h™. Apesar desses
sinais de envelhecimento terem sido detectados, caracteristicas morfologicas
de apoptose sO foram identificadas nas culturas de K. lactis conduzidas na
velocidade de crescimento de 0,01 h*. Os resultados mostraram que o
estresse por nitrogénio e a idade afetam a cinética de crescimento de culturas
de K. lactis e sugerem que culturas continuas de Kluyveromyces lactis sob
condigdes nitrogénio limitantes conduzidas com velocidade de crescimento
correspondente a 0,01 h' podem ser Uteis em estudos sobre sinais de

envelhecimento celular.



ABSTRACT

CORREA, Lygia Fatima da Mata, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
March 2007. Growth kinetic and longevity of the Kluyveromyces lactis
cultures under nitrogen limitation. Adviser: Flavia Maria Lopes Passos.
Co-Advisers: Antbnio Galvdo do Nascimento and Marlene Isabel Vargas
Viloria.

In order to investigate the stress condition imposed by nitrogen limitation
on kinetic of growth and aging of Kluyveromyces lactis, the kinetics constants of
K. lactis culture as function of ammonium sulfate concentration were
determined. The effect of aging of the culture on its specific initial growth rate
was evaluated. Signals of aging such as cell wall chitin concentration and
apoptosis markers were analyzed as function of growth rate on continuous
culture. K. lactis was cultured in buffered YCB medium supplemented with
ammonium sulfate at concentrations of 0.02 to 38.0 mmol.L™. The growth
kinetic followed the model proposed by Monod. The maximum specific growth
rate (Umax) and saturation constant (Ks) were 0.44 h™* and 0.15 mmol.L?,
respectively. The initial specific growth rates decrease as the aging of the
culture increases. The cell wall chitin concentration increased with the
ammonium concentrate and the aging of the cultures. The cell dimensions
raised with aging in all the ammonium sulfate concentration analyzed.
Apoptosis markers were only observed in the older cultures, after five days of
recycling of the culture on the concentrations of 0.57 mmol.L™, 3.80 mmol.L™
and 7.60 mmol.L™" and after eight days on the concentrations 38.0 mmol.L™ of
ammonium sulfate. Aging signals were investigated at K. lactis cells growing in
nitrogen limiting continuous culture at growth rate 0.01, 0.06, 0.18 and 0.35 h™.
Chitin concentration of cell wall of cells growing at 0.01 h* and 0.06 h™ was

higher (27pg.mL™ N-acetylglucosamine and 20ug.mL™ N-acetylglucosamine)



than of cells growing at 0.18 h* and 0.35 h* (6pg.mL* and 5pg.mL™,
respectively). The dimensions of K. lactis cells were largest on the growth rate
of 0.01 h™™. It was detected apoptosis markers on the continuous culture under
the nitrogen limiting growth rate of 0.01 h™. The results demonstrate that
nitrogen limitation and aging affect growth kinetic and suggest that nitrogen
limiteted continuous culture conducted at growth rate 0.01 h™ can still proven

useful to investigate aging response of Kluyveromyces lactis.
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1. INTRODUCAO

As leveduras vém sendo exploradas pelo homem ha milhares de anos
na producédo de bebidas e alimentos fermentados, sendo importantes agentes
bioldgicos na producao de etanol combustivel, enzimas, vitaminas, probiéticos,
entre outras substancias de aplicacado nas industrias farmacéutica e alimenticia.

A levedura Kluyveromyces lactis € uma alternativa a Saccharomyces
cerevisiae para fermentagdes em grande escala, especialmente na produgéo
de biomassa e proteinas, com perspectivas atuais na producado de proteinas
heterdlogas, por apresentar metabolismo predominantemente oxidativo e baixa
repressao por glicose. Além disso, é capaz de assimilar lactose, podendo ser
empregada em processos industriais, tendo o soro de queijo como substrato.
Recentemente, tem sido reconhecida como um modelo em estudos fisioldgicos
e genéticos de células eucariopticas (SCHAFFRATH e BREUNING, 2000).

Um fator limitante nas fermentagdes artesanais e industriais é a
necessidade de frequente renovacdo da cultura de leveduras, em periodos
curtos, de 15 a 20 dias, devido a perda da atividade metabdlica, do crescimento
e da viabilidade celular (WALKER, 1998). Tanto do ponto de Vvista
biotecnolégico quanto do ponto de vista cientifico, a perda de atividade das
culturas com o tempo é de grande interesse.

As leveduras sao fungos unicelulares que, geralmente, se reproduzem
vegetativamente por brotamento. O numero de brotos que uma célula de
levedura é capaz de gerar, ao longo de sua vida, € no maximo de 15 a 25. A
literatura faz referéncia ao envelhecimento de células de leveduras,
expressando como idade replicativa e idade cronolégica (BRANCHAT et al.,
2004). O envelhecimento pode ser observado por alteragdes morfoldgicas e
pelo aumento da concentragdo de quitina na parede celular, que concentra na
cicatriz dos brotos, e atualmente tem sido associado a presenga de
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caracteristicas morfolégicas de apoptose, o que até poucas décadas atras néo
havia sido descrito para organismos unicelulares.

Fatores fisiologicos que afetam a velocidade de crescimento, como o
“status” nutricional, parecem influenciar a longevidade. Em leveduras,
condicbes de restricdo caldrica, imposta por fonte limitante de carbono e
energia, demonstraram aumentar a longevidade das células (GUARENTE et
al.,, 2002). Ha poucos estudos relacionados a limitagdo de nitrogénio e
longevidade de células de leveduras.

Na conversao do soro de queijo em biomassa, proteina ou metabdlitos,
por K. lactis, é sugerido o uso do subproduto permeado da ultrafiltragcao, apés a
remogao das proteinas do soro (SILVEIRA, 2004). O fator limitante no
permeado parece ser a fonte de nitrogénio (CAMPOS, 2001). Assim, ha o
interesse em saber como a limitagcdo por nitrogénio pode influenciar o
crescimento e longevidade da Kluyveromyces lactis.

Diante dessas consideracbes e reconhecendo a falta de estudos
relativos a limitagdo por nitrogénio associado a cinética de crescimento e a
longevidade de culturas Kluyveromyces lactis, esse trabalho teve a finalidade
de investigar e relacionar a longevidade e a velocidade de crescimento das

culturas com o estresse por nitrogénio.



2. REVISAO DE LITERATURA

Os produtos fermentados sao conhecidos, ha milénios. Existem registros
de producao de vinho na Siria em 3500 a.C., e de cerveja e pao na quinta
dinastia Egipcia, em 2400 a.C., mas a primeira referéncia data ainda de 7000
a.C. com a produgao de cerveja na Suméria (BROCK et al., 1994). Somente no
século XIX, foi reconhecida a natureza bioldgica dos agentes responsaveis
pelos processos fermentativos, os quais foram identificados como leveduras
(WALKER, 1998).

Apesar de serem amplamente utilizadas em fermentagdes artesanais e
industriais, em grande escala, as leveduras possuem um tempo de vida
determinado. E relatado que entre duas a quatro semanas sejam necessarias a
renovacao das culturas nesses processos, uma vez que ocorre a reducéo e
consequente perda de atividade metabdlica e da viabilidade das células desses
microrganismos (WALKER, 1998).

Inicialmente, a levedura Kluyveromyces lactis foi denominada
Saccharomyces lactis, mas em 1965 foi agrupada no género Kluyveromyces,
sendo entdo renomeada K. lactis. Em 1984, a classificacdo da espécie tornou-
se Kluyveromyces marxianus var. lactis, membro da familia
Saccharomycetaceae e subfamilia Saccharomycetoideae. Verifica-se, no
entanto, que o nome Kluyveromyces lactis € geralmente utilizado (BONEKAMP
e OOSTEROM, 1994). Trata-se de uma levedura ascomiceta muito préxima
evolutivamente da Saccharomyces cerevisiae.

A levedura Kluyveromyces lactis apresenta grande potencial industrial e
tem sido utilizada na produgdo da enzima B-galactosidase para a hidrdlise da
lactose no leite e seus derivados (LOUVEL et al., 1996). Além dessa aplicagéo,
K. lactis possui a capacidade de crescer em soro de queijo, um substrato de

baixo custo que é gerado em grandes volumes pela industria de queijo
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(NUNES et al.,, 1993). Tal fato estimula a sua utlizagdo para fins
biotecnolégicos. O soro de queijo € obtido apds a precipitacdo da caseina do
leite, durante a fabricagcdo de queijos. Representa cerca de 85-95% do volume
do leite e rettm cerca de 55% dos seus nutrientes, sendo estes lactose,
proteinas soluveis, lipideos, sais minerais e vitaminas (SISO, 1996). As
proteinas contidas no soro possuem valores nutricional e funcional significantes
para a industria alimenticia, podendo ser aproveitadas apds a separagao e a
concentracdo por ultrafiltragdo. Contudo, a lactose e sais minerais contidos no
soro sao frequentemente descartados no efluente, o que provoca graves
problemas ambientais (SISO, 1996). Assim, o uso do permeado de soro de
queijo como meio de cultura microbiana desponta como proposta para o seu
aproveitamento e a levedura Kluyveromyces lactis destaca-se como
microrganismo candidato para sua utilizagdo, uma vez que € uma das poucas
espécies de leveduras capazes de assimilar a lactose como uUnica fonte de
carbono e energia (SCHAFFRATH e BREUNING, 2000).

Kluyveromyces lactis €& reconhecida como microrganismo GRAS
(Generally Recognized As Safe), pela FDA (Food and Drug Administration), o
que aumenta o interesse de seu uso em aplicagdes na alimentagdo humana e
animal. Recentemente, K. lactis tem sido estudada como um modelo alternativo
de células eucariépticas em estudos fisioldgicos e genéticos, da mesma forma
que vem se estabelecendo como hospedeira de um sistema de expressao para
a producado de proteinas heterdlogas (SCHAFFRATH e BREUNING, 2000).
Enquanto a Saccharomyces cerevisiae apresenta metabolismo oxirredutivo
predominante sobre o metabolismo oxidativo, a Kluyveromyces lactis possui
metabolismo oxidativo mais eficiente. Isso demonstra a vantagem de K. lactis
em relacdo a S. cerevisiae no que diz respeito a producdo de proteinas
heterélogas (SCHAFFRATH e BREUNING, 2000).

O genoma da K. lactis foi completamente sequenciado e isso tem
permitido estudos sobre a expresséo diferencial de genes frente a condigbes
fisiolégicas de interesse.

O estado fisiologico de uma cultura microbiana € caracterizado pelo
tamanho das células e pela composicdo macromolecular. Quando a levedura é
cultivada sob condigdes fisica e nutricionalmente definidas, sob regime de
batelada, ela aumenta inicialmente sua populacdo a uma velocidade maxima

caracteristica daquelas condicbes. Porém, em determinado ponto, o
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crescimento populacional torna-se restrito por mudancas do meio, impostas
tanto pelo préprio crescimento microbiano, quanto por alteragdes fisicas ou
quimicas (WALKER, 1998). Em func&o de tais mudancas no meio de cultura
durante o cultivo do microrganismo, observa-se uma curva de crescimento
tipica com propriedades fisioldgicas distintas nas fases: lag, exponencial, de
desaceleracao, estacionaria e de morte (GRIFFIN et al., 1994). A fase lag
reflete o tempo requerido para que as células se adaptem ao meio ao qual
foram inoculadas, a partir da sintese de ribossomos e enzimas necessarios
para seu crescimento. Na fase log, a populacédo de células se multiplica
exponencialmente com uma velocidade especifica maxima, cujo valor depende
do microrganismo e das condicdes de crescimento. Antecedendo a fase
estacionaria, a populagcdo de células passa por uma fase intermediaria,
chamada de desaceleracdo, onde a velocidade especifica do crescimento
torna-se intermediaria entre zero e proximo de maximo. Monod (1949) foi o

primeiro a descrever a velocidade especifica de crescimento como funcédo da
concentrag&o de substrato, isto é, L = pUmax.. S/ (Ks + S), onde 1 é a velocidade

especifica de crescimento, [S] € a concentracdo do substrato limitante e Ks, a
constante de afinidade da célula pelo substrato limitante (BAILEY & OLLIS,
1986). A fase de desaceleragdo € caracterizada por um estado fisiologico
alterado, onde ja foi relatado: declinio da replicagdo do DNA gendmico, indugéo
de proteinas de estresse, aumento no estoque de carboidratos, inducéo e
repressao de genes especificos relacionados a caréncia nutricional (RIOU et
al., 1997). Na fase estacionaria, a populagao de células confere uma biomassa
com valor relativamente constante e a velocidade de crescimento especifica
tende a zero. Apds prolongados periodos na fase estacionaria, as células
morrem e sofrem autdlise, caracterizando assim a fase de morte (MOAT &
FOSTER, 1995). A condi¢cao do crescimento em regime de batelada, portanto,
implica variagdes no meio e na populacédo com o tempo.

O cultivo em regime continuo funciona na fase de desaceleragdo do
crescimento e mantém condi¢des fisico-quimicas constantes, sendo util em
estudos de estresse nutricional e diferentes estados fisiolégicos da célula. A
populacdo de células cresce em diferentes velocidades de crescimento de
acordo com o fluxo de alimentacdo do meio, uma vez que a velocidade
especifica de crescimento é numericamente igual a taxa de diluigdo da cultura,

isto ¢, o = D = F/V (onde D corresponde a taxa de diluicdo; F ao fluxo de
5



alimentagao e V ao volume de trabalho no biorreator). A cultura continua opera
nas velocidades especificas de crescimento intermediarias entre zero e uma
velocidade especifica de crescimento inferior a maxima. A velocidade
especifica de crescimento pode ser em funcdo de um ou mais fatores
nutricionais que limitam o crescimento. Uma vez estabelecido o fluxo, na
cultura continua, sdo necessarias 8 a 10 geragbes para que O regime
permanente seja estabelecido. Nas condigdes de regime permanente, tem-se
um sistema em que todos os parametros da cultura sdo constantes, como
concentracdo de substratos/produtos e massa celular. As células estao todas
com a mesma idade, o mesmo estagio fisioldgico, constituindo uma populacéo
tdo homogénea quanto possivel (WALKER, 1999).

As leveduras constituem modelo de estudo de células eucariopticas, por
sua simplicidade e facilidade de manuseio, para estudos relacionados ao ciclo
celular, regulacao e fisiologia.

O ciclo celular de leveduras (Figura 1) € similar ao de eucariotos
superiores. Geralmente, a forma de reprodugao vegetativa em leveduras ocorre
por brotamento. O ciclo celular divide-se em: intérfase (fase G1, S, G2),
caracterizada pelo aumento da massa celular e duplicagdao do DNA; e fase M
(mitose), onde ocorre a segregagdao do material genético duplicado entre a
célula-mée e a célula-filha, seguida da citocinese. A fase G1, onde a célula ira
crescer até atingir tamanho suficiente para entrar no ciclo celular, é o intervalo
entre o término da mitose e o comeco da sintese de DNA. Na fase S ocorre a
duplicagdo do DNA. A fase G2 ¢ o intervalo entre o final da sintese de DNA e o
inicio da mitose celular. Tais fases sdo fundamentais para permitir que o
sistema de controle do ciclo celular seja regulado por sinais provenientes do
meio ambiente. Dependendo das condi¢gdes ambientais, a célula pode ficar na
fase estacionaria, geralmente conhecida como GO, reentrando no ciclo celular,
quando as condicbes ambientais se tornam favoraveis. Assim, quando as
circunstancias ambientais impedem a divisao celular, é nesta fase GO que as

células “repousam”, ou seja, ndo ocorre o seu crescimento (WALKER, 1998).
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Figura 1: Ciclo celular de leveduras.

O numero de brotos gerados por uma célula esta entre 15 a 25, sendo
que a longevidade de leveduras pode ser expressa de duas formas: idade
replicativa e idade cronoldgica. A idade replicativa € caracterizada pelo numero
de geracgdes de uma célula, na fase exponencial, ao longo do seu tempo de
vida. Ja a idade cronolégica é caracterizada pelo tempo que uma populagéo de
células permanece viavel, apds atingir a fase estacionaria (JAZWINSKI, 2002;
JAZWINSKI, 2004; POWERS, 2006). Algumas alteragdes morfolégicas ja foram
observadas em células de leveduras ao longo do seu tempo de vida e, assim,
caracterizam o seu envelhecimento. As células mais velhas apresentam-se
com dimensdes maiores do que as células mais jovens (JAZWINSKI, 2005). O
namero de cicatrizes, que sao marcas deixadas na superficie celular a cada
broto gerado, € aumentado. Em consequéncia disso, o conteudo de quitina na
parede celular também é aumentado (KELLER et al., 1971). A medida em que
as células vao se tornando mais velhas, ha o aumento do tempo para se
completar o ciclo celular. Outras caracteristicas relatadas em células com maior
idade s&o: a presenca de superficie celular enrugada e a presenga de
caracteristicas morfoldgicas de apoptose (ZHANG, 2002; WINTER, 2004).

Apoptose €& um programa de morte celular, associado ao
envelhecimento, altamente coordenado e importante para os metazoarios, que
até quinze anos atras ndo havia sido descrito para organismos unicelulares,
como leveduras. Possui  relevante  importancia para  doencgas

neurodegenerativas, autoimunes e cancer, mas poucos detalhes da sua
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regulacéo tem sido elucidados e, portanto, sdo pouco esclarecidos. Dessa
forma, se faz conveniente o estudo em um modelo mais simples de organismo.
Entdo, leveduras tém sido investigadas como organismos promissores para
esses estudos, fornecendo um entendimento melhor da fisiologia e genética do
processo de apoptose. Durante os ultimos anos, cientistas tem identificado
reguladores de apoptose em humanos, plantas e fungos filamentosos,
utilizando Saccharomyces cerevisiae. Descobertas de fendtipos apoptdticos, ja
em protistas, sugerem que a apoptose surgiu em organismos unicelulares
durante a evolugao (MADEO et al., 2002).

A proteina caspase 1 de leveduras (Yca1l) tem sido descrita por estar
envolvida no processo de apoptose em leveduras. Trata-se de uma cisteino-
protease de 52 kDa que possui homologia estrutural com caspases de
mamiferos, demonstrando atividade enzimatica no processamento de proteinas
em leveduras. Ycal auxilia no processo de morte celular programada em
culturas replicativa e cronologicamente velhas, possuindo papel fisioldgico na
eliminacao de células velhas em uma populagédo de leveduras (MADEO et al.,
2002).

MADEOQO e colaboradores (2004) relataram que existem varios fatores
endogenos e exdgenos que desencadeiam a cascata proteolitica mediada pela
enzima caspase 1 de leveduras (Yca1l). Esses fatores podem ser ativagao de
fatores pré-apoptoticos, tais como Bax, Dap3, Mec1; estresse oxidativo,
causado por peroxido de hidrogénio ou acido acético; choque térmico; a idade
replicativa ou idade cronolégica da célula; dentre outros. Tais fatores
convergem, em uma via comum, para a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que ativam a caspase 1. As espécies reativas de oxigénio,
incluindo o anion superoxido, o perdxido de hidrogénio e o radical hidroxila, séo
notadas por sua alta reatividade, podendo provocar danos as proteinas,
lipideos das membranas e DNA (MADEO et al, 1999). Assim, as
caracteristicas morfolégicas de apoptose que sdo geradas, em consequéncia
da ativacdo de Ycal sdo: externalizacdo da proteina fosfatidilserina na
superficie celular, condensacao da cromatina e fragmentacdo do DNA (MADEO
et al., 1997; LUDOVICO et al., 2001; LAUN et al., 2001; HERKER, et al., 2004).

Fatores fisiolégicos que afetam a velocidade de crescimento, como o
“status” nutricional da célula, podem influenciar a longevidade. Estudos

realizados por WINTER (2004) demonstraram que leveduras sob baixas taxas
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de crescimento, devido a menor disponibilidade de nutrientes, induzem o
metabolismo respirativo. O metabolismo respirativo causa acumulo de NAD" no
interior celular, o que ativa a enzima Sir2 dependente de NAD® (histona
desacetilase). A remogdo de grupos acetil das histonas pela histona
desacetilase, provoca aumento de regides transcricionalmente inativas do
DNA, sendo esse processo denominado silenciamento (GUARENTE, 2006). O
aumento do silenciamento aumenta a estabilidade gendmica, devido a
formacéao reduzida de circulos de DNA ribossomal, produtos de recombinagao
homodloga que interrompem o processo de replicagdo do DNA, impedindo o

prosseguimento do ciclo celular. Assim, a longevidade é prolongada (Figura 2).
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Figura 2: Longevidade de leveduras sob baixas taxas de crescimento.

Por outro lado, em altas taxas de crescimento impostas pela maior
disponibilidade de nutrientes, o metabolismo fermentativo € induzido pelas
leveduras. Assim, ha menor acumulo de NAD" no interior celular, o que reduz a
atividade da enzima Sir2 dependente de NAD". Dessa forma, ha a redugéo do
processo de silenciamento. Isso diminui a estabilidade gendémica, devido a
formacdo de circulos de DNA ribossomal, diminuindo, por sua vez, a
longevidade (Figura 3) (BARROS et al., 2004).
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Figura 3: Longevidade de leveduras sob altas taxas de crescimento.

GUARENTE (2005) descreveu que a restricdo calérica, por fonte de
carbono, aumenta a longevidade de culturas de Saccharomyces cerevisiae.
Quando as células foram cultivadas na presencga de 0,5 % e 2,0 % de glicose,
as células apresentaram maior longevidade em 0,5 % de glicose. Porém, ainda
nao esta bem esclarecido como a limitagdo por nitrogénio poderia afetar a
longevidade de leveduras, conforme mencionado por WINTER (2004).

A amonia é considerada a fonte de nitrogénio preferida por S. cerevisiae,
mas muitas cepas utilizando glutamina alcangam igualmente altas velocidades
de crescimento (DICKINSON & SCHWEIZER, 2004). A entrada de aménia na
célula é facilitada por trés permeases, produtos dos genes MEP1, MEP2 e
MEP3 (MAGASANIK & KAISER, 2002), Mep1p € considerada uma permease
de afinidade média a ions amdnio, Mep3p de menor afinidade, mas com alta
capacidade de transporte, e Mep2p € considerada uma permease de alta
afinidade, podendo agir como sensor de ions aménio que gera sinais para a
indugdo do crescimento dipléide pseudohifal em fontes de amoénia limitante
(FORSBERG & LJUNGDHAL, 2001).

Uma vez dentro da célula, a ambénia reage com a-cetoglutarato,
intermediario do metabolismo de carbono, produzindo glutamato. Este

glutamato pode ser convertido em glutamina pela incorporagdo de um ion
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amonio. Do total de nitrogénio celular, 85% ¢é originario do nitrogénio da amina
do glutamato e 15% do grupamento amida da glutamina (COOPER, 1982;
MAGASANIK & KAISER, 2002).

Em condi¢cdes nutricionalmente restritivas, a célula inicia um programa
de manutengdo e entra em um estado nao-proliferativo (WERNER-
WASHBURNE et al., 1993; WERNER-WASHBURNE et al., 1996), com objetivo
final de sobreviver ao periodo de restricdo (WINDERICKX et al., 2003).
Situagdes de estresses influenciam diretamente a expressado, traducgao,
translocacao, processamento e enovelamento no reticulo endoplasmatico e
Golgi, secrecao de proteinas como também a reciclagem protéica por
protedlise (MATTANOVICH et al., 2004).

Existe o interesse em cultivar K. lactis em soro de queijo ultrafiltrado. O
permeado resultante da ultrafiltragdo possui menor concentragao de nitrogénio.
Alguns esforcos ja foram realizados, na tentativa de identificar o fator limitante
do soro de queijo ultrafiltrado. A sugestdo & que nitrogénio seja esse fator
(CAMPQOS, 2001). Assim, ha o interesse em saber como o estresse por
nitrogénio pode afetar a cinética de crescimento e a longevidade de

Kluyveromyces lactis.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fisiologia de
Microrganismos do Departamento de Microbiologia, instalado no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de

Vigosa, em Vigosa, Minas Gerais.

3.1. Microrganismo e condigdes de cultivo

A levedura Kluyveromyces lactis CBS 2359, uma linhagem selvagem da
colecdo de culturas do Laboratério de Fisiologia de Microrganismos, foi
utilizada neste trabalho. A cultura foi estocada em meio YCB, sem fonte de
nitrogénio (Yeast Carbon Base, Laboratérios Difco®, Detroit, EUA), contendo 50
% de glicerol, a - 80 °C. Antes de ser usada como indculo, a cultura foi ativada
em 50 mL de YCB, acrescido de 0,5 % de sulfato de aménio, e incubada a 30

°C, sob agitagao de 200 rpm, por 18 horas.

3.2. Concentracdes de Sulfato de Amonio — Fonte de nitrogénio

Para estabelecer a condigdo de estresse por nitrogénio, as culturas de
Kluyveromyces lactis previamente ativadas foram inoculadas em YCB nas
seguintes concentragdes de sulfato de aménio, o qual foi utilizado como fonte
de nitrogénio: 0 (controle); 0,02; 0,06; 0,08; 0,15; 0,23; 0,30; 0,38; 0,45; 0,57;
0,95; 1,90; 3,80; 7,6; 19,0; 38,0 mmol.L™.

3.3. Cultivo em batelada

Culturas de K. lactis foram cultivadas em regime de batelada em frascos
Erlenmeyers de 250 mL, contendo um volume final de 50 mL de meio de
cultura (YCB, tamponado com tampao fosfato de potassio, pH 5,5), nas

diferentes concentragdes de sulfato de amoénio citadas no item 3.2. As culturas
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foram incubadas a 30 °C sob agitagdo de 200 rpm, por 24 horas. A absorvancia
inicial a 600nm (Aeoo) foi de 0,1 para todas as culturas. Amostras de 1 mL foram
retiradas em intervalos de uma hora até 10 horas de crescimento, com a
intengcdo de obter pelo menos 5 pontos na fase exponencial de crescimento.
Uma medida adicional foi retirada com 24 horas de cultivo. Tais amostras foram
lidas em espectrofotdmetro em absorvancia de 600 nm, a fim de acompanhar o
crescimento populacional da levedura. As amostras foram diluidas quando a

densidade o6ptica ultrapassou o valor de 0,6.

3.4. Cinética de crescimento em funcdo da concentracdo de sulfato de
amonio

As curvas de cinética de crescimento foram obtidas a partir dos dados
do crescimento populacional, nas diferentes concentracbes de sulfato de
amoénio. Os graficos foram construidos, convertendo-se os valores de
densidade 6ptica em valores logaritmicos neperianos. A velocidade especifica
de crescimento (p) foi calculada como o coeficiente angular do melhor ajuste da

regressao linear dos dados da fase de crescimento exponencial das culturas.

3.5. Determinacéo da velocidade especifica maxima de crescimento (umax.)
e constante de saturacgéo (Ks)

Os parametros cinéticos umax. € Ks foram determinados, utilizando o
programa Sigma Plot versdo 10.0 e os dados obtidos da velocidade especifica
de crescimento de K. lactis para cada concentracdo de sulfato de amdnio,

foram ajustados ao modelo cinético descrito por MONOD (1949).

3.6. Cultivo Continuo

Para verificar se a velocidade de crescimento estd associada ao
envelhecimento de células de K. lactis, foi realizado um experimento em cultura
continua, em fermentador frasco jaquetado Wheaton, ligado por conecgbes a
dois recipientes, sendo um de entrada de meio YCB, tamponado com tampéo
fosfato de potassio, pH 5,5, acrescido de 0,5 % de sulfato de amdnio e outro de
saida da cultura. O fermentador, continha um volume de trabalho de 200 mL. A
cultura foi homogeneizada e aerada por agitagdo magnética, mantida a 30 °C.
As velocidades de crescimento as quais as culturas foram conduzidas foram

0,01 h™", 0,06 h™", 0,18 h™" e 0,35 h™'. As culturas continuas foram operadas por
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oito a dez geracdes, para estabelecer o regime permanente, e entdo foram
coletadas amostras em triplicata, representativas de cada condigao, durante 24
horas, para analises de biomassa, metabdlitos, pH, tempo de residéncia e

observagbes microscoépicas.

3.7. Andlise de substrato e produtos do metabolismo

O consumo da glicose, na cultura continua, nas quatro velocidades
especificas de crescimento, foi avaliada pela medida da concentracdo do
agucar remanescente. Produtos do metabolismo, como etanol e glicerol foram
também analisados nas mesmas amostras. A analise foi realizada por
cromatografia liquida de alta “performance” (HPLC), em cromatégrafo modelo
Hawlett Packard, série 1050, com detector modelo Hewlett Packard HP 1047A
e utilizando a coluna modelo HPX-87H Bio Rad (tamanho da particula =8 um e
dimensdes de 300 X 7,8 mm). O eluente foi H,SO,4 0,005 M com fluxo tipico de
0,7 mL.min™". A temperatura de operacéo foi 60 °C e a pressdo maxima, de 95
bar. As concentragcbes de glicose e metabdlitos foram medidas, mediante a
comparagao delas com as dos padrbes externos preparados nas

concentracdes de 9,99 mM a 20 mM.

3.8. Efeito da idade de culturas de Kluyveromyces lactis na velocidade de
crescimento

Para verificar a variacdo da velocidade especifica inicial de crescimento
(u) em funcédo da idade da cultura, foi realizado um experimento em batelada
com renovagdo do meio de cultura, a cada 24 horas, durante 16 dias. Foi
utilizado o meio YCB, tamponado com tampao fosfato de potassio, pH 5,5 e as
seguintes concentracdes de sulfato de amoénio: 0; 0,08; 0,57; 3,80; 7,60; 38,0
mmol.L™". Cada cultura (50 mL), em fase log, no meio YCB com sulfato de
amoénio, foi diariamente centrifugada, apdés 24 horas, a 6000 rpm, por 10
minutos e metade da massa celular transferida para 50 mL de meio novo,
durante 16 dias. A velocidade especifica de crescimento inicial (), de cada
cultura, foi determinada apés cada transferéncia, como o coeficiente angular a
partir da regressao linear da relagdo LN Ag00Onm X tempo (h). O crescimento
da massa celular de K. lactis foi verificado pela leitura da absorvancia a 600
nm, de amostras de 1 mL que foram retiradas por 6 a 10 horas, durante a fase
exponencial de crescimento, para obter no minimo 5 pontos, e uma medida
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adicional retirada com 24 horas de cultivo, para registrar a absorvancia 600 nm
maxima. As amostras foram diluidas quando a densidade 6ptica ultrapassou o
valor de 0,6. Amostras de 1 mL, em duplicata, também foram retiradas durante
a fase exponencial de crescimento das culturas e diariamente, apos 24 horas,

para analises morfologicas posteriores.

3.9. Determinacé&o de quitina na parede celular de Kluyveromyces lactis
Para determinar a presenca e a concentracido de quitina na parede
celular de K. lactis, foram utilizadas a técnica de coloragao calcofluor, descrita
por STREIBLOVA (1984) e a técnica de quantificacdo de quitina, por
isolamento da parede celular e determinacdo espectrofotométrica de N-
acetilglicosamina, descrita por KUMAR & HANSEN (1972) e POPOLO (1997).

3.9.1. Coloracéao Calcofluor

Para observar a presenca de quitina na parede celular das células de K.
lactis, foi utilizada a coloragdo com o corante fluorescente Calcofluor White. As
amostras coletadas do cultivo continuo (item 3.6) e do cultivo em batelada (item
3.8) foram analisadas.

A suspensao das células de K. lactis (5 uL) foi misturada com 20 uL de
solugdo do corante Calcoflior White a 0,1-0,5 ug.mL™. Apds 5 minutos, as
laminas microscépicas foram preparadas, utilizando 5 uL da suspensao de
células em solucido de calcoflior, e observadas em microscépio de

fluorescéncia.

3.9.2. Concentracéao de quitina

Para determinar a quitina presente na parede celular das células de K.
lactis foi realizado o isolamento da parede celular e a determinagao
espectrofotométrica de N-acetilglicosamina da quitina. As amostras coletadas
do cultivo continuo (item 3.6) e do cultivo em batelada (item 3.8) foram
analisadas.

Para o isolamento da parede celular, 0,5 mL da suspensao de células
(10° células) foi lavada duas vezes com 0,5 mL de tampao Tris-HCI 50 mM (pH
7,5) e as células rompidas com 0,2 g de particulas de vidro de 0,5 mm. A

parede celular das células foi coletadas por centrifugacéo a 5000 rpm, durante
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5 minutos, e lavada cinco vezes com 1 mL do mesmo tampao, Tris-HCI, trés
vezes com 1 mL de NaCl 1 % e novamente com 0,5 mL de tampao Tris-HCI.
Para determinar o conteudo de quitina na parede celular, a suspensao
de parede celular previamente obtida foi tratada com 0,1 mL de zimoliase 100T
(0,1 mg. mL™" em tampé&o Tris-HCI, pH 7,4), por 1 hora a 37 °C. A suspens3o
de parede celular tratada com zimoliase foi hidrolisada com 0,5 mL de HCI 4 M,
por 10 horas a 100 °C e, em seguida, foi ressuspendida em 1 mL de agua
destilada. O conteudo de quitina em termos de N-acetilglicosamina nos
hidrolisados foi determinado utilizando o reagente de Ehrlich (p-
dimetilaminobenzaldeido). Assim, 0,2 mL da suspensdo de parede celular
hidrolisada foi adicionada de 0,1 mL de tamp&o borato (pH 9,1) e essa mistura
foi aquecida a 100 °C por 10 minutos. Em seguida, essa mistura foi resfriada
em banho de gelo (4 °C) por 5 minutos e foi adicionada de 0,25 mL de solugdo
de p-dimetilaminobenzaldeido 4 % (diluido em cloroférmio) e 0,45 mL de acido
férmico. Os tubos contendo essa mistura foram homogeneizados por 1 minuto
e, entdo, incubados a 37 °C por 20 minutos. Ao término desse tempo, a mistura
foi resfriada em banho de gelo (2-4 °C), por 10 minutos e centrifugada por 5
minutos a 3000 rpm. A absorvancia do sobrenadante obtido foi medida em
espectrofotbmetro a 545 nm. Assim, N-acetilglicosamina foi quantificada,
convertendo-se a absorvancia a 545 nm em pg.mL" de N-acetilglicosamina,
por meio de uma curva padrao utilizando solugdo aquosa contendo 0-100 pg de

N-acetilglicosamina por mililitro.

3.10. Determinagéo das dimensdes celulares de Kluyveromyces lactis em
funcéo daidade

Para estimar o tamanho das células de K. lactis em funcdo da idade das
culturas, foi utilizado o programa Image Pro Plus versdo 4.5. As amostras
coletadas do cultivo continuo em diferentes velocidades de crescimento (item
3.6) e do cultivo em batelada em diferentes idades (item 3.8) foram analisadas

com 25 medicdes pra cada amostra.

3.11. Observacdo de caracteristicas morfolégicas de morte celular
programada em culturas de Kluyveromyces lactis sob estresse por

nitrogénio e avancada idade
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Para observar a possivel ocorréncia de morte celular programada em
culturas de K. lactis, sob estresse por nitrogénio e avancada idade, foram
utilizadas as técnicas de coloracdo Hoechst 33348, descrita por O'CONNOR
(1989) e coloragéao DAPI, descrita por MADEO (1997).

3.11.1. Coloragéo Hoechst 33348

Para a observagdo morfolégica de apoptose em células de K. lactis foi
utilizada a coloragao Hoechst 33348. As amostras coletadas do cultivo continuo
(tem 3.6) e do cultivo em batelada (item 3.8) foram suspensas em YCB
acrescido de 0,5 % de sulfato de ambnio. Em seguida, foram feitos esfregacgos
das suspensdes de célula, os quais foram secos a temperatura ambiente.
Depois de secas as preparagoes, as laminas foram embebidas em etanol 70 %
gelado, por 5 minutos, para que ocorresse a fixagao das células. Em seguida, o
procedimento de coloragao das células foi realizado, utilizando 5 pL de solugao
de coloragdo de cromatina (Hoechst 33348 — bisbenzimida 1 mg.mL" em
DMSO) e 5 uL de solugao de iodeto de propidio — 1 mg.mL'1 em PBS. Apos 5
minutos, as laminas foram lavadas com PBS e entdo foram observadas por

microscopia de fluorescéncia, usando radiagao UV.

3.11.2. Coloracao DAPI

Para a observacdo da condensagdo da cromatina e fragmentagao do
DNA das células de K. lactis sob estresse por nitrogénio nas mesmas amostras
coletadas para a coloracdo com Hoechst 33348, foi realizada a coloragcdo com
DAPI (4’, 6’-diamidino-2-fenilindol). A suspens&o de células de K. lactis foi
misturada com 3 volumes de etanol 70 %. Em seguida, as células foram
centrifugadas e ressuspendidas em 20 pL de solugdo de DAPI 0,1-0,5 ug.mL™".
As laminas foram montadas, utilizando 5 puL da suspensdo de células em

solucao de DAPI, e observadas em microscépio de fluorescéncia.

3.12. Microscopia de Fluorescéncia

As laminas montadas nos itens 3.10.1, 3.12.1 e 3.12.2 foram observadas
em microscopio Nikon E600 com acessérios para epifluorescéncia Y-FL,
utilizando uma faixa de comprimento de onda de excitacido de 450-520 nm e
aumento de 400 vezes. As imagens foram capturadas com uma camera digital

FUJIX HC-300Z e processadas com os programas Photograb e Eztouch
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(Fujifilm), no Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores

(Bioagro).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Cinética de crescimento de Kluyveromyces lactis em funcdo da

concentracdo de sulfato de amonio

A cinética de crescimento de Kluyveromyces lactis em fungcdo da
concentragao de sulfato de amoénio ([NH4],SO4), como fonte de nitrogénio, esta
apresentada na Figura 4. Em meio YCB (meio base de carbono utilizado para
testar a assimilagéo de fontes de nitrogénio em leveduras) acrescido de sulfato

de amobnio, em concentracbes de 0 a 38,0 mmoI.L'1, K. lactis mostrou
velocidade especifica maxima de crescimento (Lmax.) de 0,44 h™ e constante de

saturacdo (Ks) de 0,15 mmol.L™" para sulfato de aménio.

Cada ponto da Figura 4A representa o coeficiente angular da relagdo LN
Asoonm Versus Tempo (h) apresentada na Figura 4B, para cada concentracao de
sulfato de aménio utilizada. A velocidade especifica de crescimento de K. lactis
aumentou em fungdo da concentracdo de sulfato de amdnio, obedecendo ao
modelo cinético proposto por Monod, com uma correlagao de 0,985.

Em geral, os valores de Kg descritos para procariotos sdo muito baixos,
na ordem de 0,002 mmol.L”" a 0,02 mmol.L™ para acucares, como fontes de
carbono, e 2 X 10° mmol.L™" para aminoacidos, como fontes de nitrogénio. A
constante Ks reflete a afinidade da célula microbiana pelo substrato (DAWES,
1992). Para leveduras, os valores de Ks sao maiores, sendo 0,11 mmol.L™" para
glicose (WALKER, 1998). Para fontes de nitrogénio, valores de Ks em
leveduras, ndo tem sido até entdo descritos. As referéncias sobre a constante
associada a afinidade de transportadores (K:) de ions aménio estdo na ordem
de 0,2 mmol.L™ (WALKER, 1998). O valor de K determinado, 0,15 mmol.L™"
para sulfato de aménio (0,075 mmol.L”" para nitrogénio) indica uma
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concentracao de sulfato de amoénio, para saturagao do sistema de assimilagao
deste substrato na levedura K. lactis, que reflete o valor de K; mencionado.

A dificuldade em estabelecer concentragdes limitantes de nitrogénio,
devido aos baixos valores de Kg, pode comprometer a investigagdo sobre
estresse por nitrogénio. Entretanto, o numero de medidas tomadas (Figura 4) e
o valor da correlagdo do modelo sustentam a confiabilidade dos parametros
cinéticos determinados. Esses resultados permitem identificar as condigdes de

estresse por nitrogénio.

0.5 + A
[ ]
Py [ ]
0.4 7 o ® umax. = 0,44 h”
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2 _
0.3 - R“ =0, 985
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<
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[NH,],SO, (mmol.L™)

Figura 4. Cinética de crescimento de K. lactis em fungdo da concentracdo de
sulfato de amdnio ([NH4],SO,4) em meio YCB, ajustada conforme o modelo de
Monod: 1 = pmax..S/(Ks+S) (A). Cada ponto representa o coeficiente angular da
relagdo LN Agoonm Versus Tempo (h) (B). (¢) 0 mmol.L™"; (m) 0,08 mmol.L"; (A)
0,38 mmol.L™"; (o) 0,95 mmol.L"; (A) 3,80 mmol.L™"; (o) 38,0 mmol.L™" de
[NH4],SO4.
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4.2. Efeito da idade de culturas de Kluyveromyces lactis na velocidade

especificainicial de crescimento

Para avaliar o efeito da idade de culturas de Kluyveromyces lactis na
cinética de crescimento, a variagdo da velocidade especifica inicial de
crescimento em funcéo da idade foi observada. Para conduzir essa avaliagao,
metade da massa celular da cultura foi transferida, a cada 24 horas, durante 16
dias, para meio YCB novo e a velocidade especifica de crescimento inicial
determinada, como sendo o coeficiente angular da relagédo LN Agoonm X Tempo
(h).

A Figura 5 mostra a variagdo da velocidade especifica de crescimento e
a variacao da DO inicial da populacao de células em funcio da idade da cultura
de K. lactis, cultivada em meio YCB com diferentes concentragdes de sulfato
de amoénio (Figura 5A - F).

Na auséncia e em concentragcbes muito baixas de [NH4],SO4
(0 mmolL’ e 0,08 mmol.L"), representadas nas Figuras 5A e 5B,
respectivamente, a cultura de K. lactis ndo exibiu crescimento aparente, com
uma velocidade de crescimento média de aproximadamente 0,06 h™', que n3o
variou com a idade da cultura.

Quando K. lactis foi cultivada em YCB acrescido de 0,57 mmol.L™", 3,80
mmol.L™" e 7,60 mmol.L™" de [NH4],SO4 (Figuras 5C, 5D e 5E, respectivamente)
observou-se um perfil semelhante de variacdo da velocidade de crescimento
em funcéo da idade da cultura. Nota-se que as culturas tiveram uma reducao
de cerca de 50 % na velocidade de crescimento inicial do 1° até o 4° dia. Do 4°
dia para o 5°, a velocidade de crescimento reduziu para 0,1 h™ e a partir desse
dia, a cultura ndo apresentou crescimento aparente.

Porém, observou-se que quando K. lactis foi cultivada em meio YCB
acrescido de 38,0 mmol.L”" de [NH4],SO, (Figura 5F), a velocidade especifica
de crescimento variou de 0,4 h™ para 0,3 h™" até o 4° dia. Nota-se que essa
variagdo na velocidade especifica de crescimento, durante esses quatro
primeiros dias, foi menor se comparada ao cultivo de K. lactis em meio YCB,
acrescido de 0,57 mmol.L™", 3,80 mmol.L" e 7,60 mmol.L”" de [NH4],SO,4
(Figuras 5C - E). Esse fato pode ser explicado pela maior concentragdo de

sulfato de aménio no meio, que favoreceu a divisao celular. Do 4° para o 5° dia,
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a velocidade de crescimento diminuiu para 0,2 h'. A partir desse dia, a
velocidade de crescimento da cultura reduziu até atingir a velocidade de 0,1 h™
no 8° dia e entdo, a cultura ndo apresentou mais crescimento aparente.

Exceto nas culturas de K. lactis cultivadas em meio YCB acrescido de 0
mmol.L™" e 0,08 mmol.L”" de [NH4],SO,, onde nao foi observada variacdo da
velocidade especifica de crescimento, devido a prépria limitagdo nutricional por
nitrogénio, que afetou o crescimento das células, e na cultura cultivada em
meio YCB acrescido de 38,0 mmol.L™" de [NH4],SO, (Figura 5F), os demais
resultados comprovam que a reducao da velocidade de crescimento de K.
lactis foi devido a idade das culturas e ndo a caréncia de nitrogénio no meio ou
a alta densidade populacional. Esses resultados se baseiam no fato de que a
transferéncia de metade da massa celular, a cada dia, para meio de cultura
novo, garantiu que a redugao nas velocidades de crescimento fosse devido ao
envelhecimento das células. Tal fato evidencia que a estratégia experimental
utilizada caracterizou bem as condi¢des fisioldgicas propostas. Entretanto, a
cultura de células analisadas contava com concentracdoes de células de varias
idades, mesmo que gradativamente aumentava-se a concentragado de células
mais velhas com os dias de repicagem. Para estudar uma condicao fisiolégica
de envelhecimento, uma alternativa seria uma cultura continua, em
quimiostato, sob limitagdo por nitrogénio, em velocidades de crescimento

proprias de células com mais idade.
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Figura 5: Velocidade especifica de crescimento inicial (w) € DO inicial (A) em
funcdo da idade da cultura. Uma cultura (50 mL), em fase log, no meio YCB
com sulfato de aménio, foi a cada 24 horas (durante 16 dias) centrifugada e
metade da massa celular transferida para 50 mL de meio novo. A velocidade
especifica de crescimento inicial € o coeficiente angular da relagdo LN Asoonm

X Tempo (h). (A) 0 mmol.L™;

mmol.L™"; (E) 7,60 mmol.L
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Células de leveduras que possuem maior idade apresentam alteracoes
tipicas na sua estrutura e morfologia, tais como aumento do conteudo de
quitina na parede celular, aumento das dimensdes celulares, presenca de
caracteristicas morfolégicas de apoptose, dentre outras (JAZWINSKI, 2005).
Dessa forma, foi avaliada a possivel ocorréncia de tais mudangas morfolégicas
nas células de K. lactis, nas condi¢des ja descritas, uma vez que foi constatada
a reducgédo na velocidade de crescimento da levedura em fung¢ao da idade.

A Figura 6 mostra a presenca de quitina na parede celular de K. lactis,
cultivada em meio YCB, em fungao da idade. A emissao da fluorescéncia azul,
obtida pela coloracdo com calcofluor, indica a presenca de quitina na parede
celular de K. lactis cultivada em meio YCB acrescido de 0 mmol.L™", 0,08
mmol.L™", 0,57 mmol.L™", 3,80 mmol.L™", 7,60 mmol.L" e 38,0 mmol.L" de
[NH4],SO4 e nos dias 0, 5, 10, 15 (Figuras 6A-F). Na Figura 6, apenas as
células cultivadas por 5 dias estdo representadas, uma vez que nao foram
observadas diferencas na intensidade da fluorescéncia das células, nos demais
dias analisados. Verificou-se que nao foi possivel diferenciar a menor ou maior

intensidade de fluorescéncia das células, nas condicdes avaliadas.
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Figura 6: Presenca de quitina na parede celular de K. lactis, cultivada em meio

YCB, acrescido de sulfato de aménio, em funcédo da idade. (A) 0 mmol.L™"; (B)
0,08 mmol.L”"; (C) 0,57 mmol.L”"; (D) 3,80 mmol.L™"; (E) 7,60 mmol.L™"; (F)
38,0 mmol.L™" de [NH4],SO,. Barras = 5 um.
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Como a verificagao da presencga de quitina por coloragdo com calcoflior
€ uma técnica qualitativa, a determinagdo quantitativa de quitina foi realizada.
O conteudo de quitina na parede celular pode ser quantificado pela
determinagao espectrofotométrica de N-acetilglicosamina, uma vez que quitina
€ um polimero de N-acetilglicosamina. N-acetilglicosamina sob calor e solugao
alcalina é convertida em compostos heterociclicos que reagem com p-
dimetilaminobenzaldeido (p-DMAB), produzindo uma coloragao rosa (KUMAR
& HANSEN, 1972). A intensidade dessa cor € proporcional a concentragcao de
N-acetilglicosamina e pode ser determinada por espectrofotometria, por se
tratar de um método colorimétrico. A Figura 7 apresenta a concentragdo de N-
acetilglicosamina na parede celular de K. lactis em fun¢do da idade, nos dias 0,
5, 10 e 15, nas concentracdes de sulfato de amdnio: 0 mmol.L™"; 0,08 mmol.L™";
0,57 mmol.L™; 3,80 mmol.L™"; 7,60 mmol.L”" e 38,0 mmol.L"" em meio YCB. Nas
concentragdes de 0 mmol.L”" e 0,08 mmol.L™ (Figura 7A e 7B), foi determinada
baixa concentragdo de N-acetilglicosamina em todos os dias analisados,
quando esses dados foram comparados com o cultivo de K. lactis nas demais
concentracdes de sulfato de amdnio, nos respectivos dias. Observou-se que
com o tempo e com o aumento da concentragdo de [NH4],SO, no meio
(Figuras 7C-E), a concentracéo de N-acetilglicosamina aumentou.

Ao longo do tempo de vida das leveduras, o numero de cicatrizes que
sdo deixadas na superficie das células, a cada ciclo celular, € aumentado em
decorréncia da formagao dos brotos (KELLER et al., 1971). Dessa forma, o
conteudo de quitina na parede celular aumenta proporcionalmente, o que
explica os resultados obtidos, demonstrando que células mais velhas

apresentam maior conteudo de N-acetilglicosamina.
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Para avaliar se as dimensdes celulares de K. lactis foram alteradas nas
referidas condi¢des, o tamanho das células foi medido. A Tabela 1 mostra que
com a idade, em dias, as dimensdes celulares de K. lactis aumentaram com a
idade independente da concentracdo de sulfato de amoénio. Segundo
JAZWINSKI (2005), células mais velhas apresentam dimensdes maiores do
que células mais jovens, o que confirma os resultados apresentados.

Para detectar a presenga de caracteristicas morfolégicas de apoptose
nas células nas mesmas condigdes analisadas para as outras alteracdes
morfologicas, foram realizadas as coloragbes de DAPI e HOECHST, que sao
coloracbes especificas para DNA. A Figura 8 mostra a fragmentacdo da
cromatina em células de K. lactis com maior idade. Essa caracteristica so foi
verificada para culturas com maior idade, a partir do quinto dia de repicagem
nas concentracdes de 0,57 mmol.L™", 3,80 mmol.L™" e 7,60 mmol.L™"; e a partir
do oitavo dia de repicagem na concentracédo de 38,0 mmol.L™" de [NH4],SO..
LAUN e colaboradores (2001), trabalhando com Saccharomyces cerevisiae,
também observaram caracteristicas morfolégicas de apoptose, tais como
fragmentacao da cromatina e exposig¢ao da proteina fosfatidilserina, em células
mais velhas da referida levedura, sob estresse oxidativo. No entanto, a
observagdo dessas mesmas caracteristicas morfolégicas de apoptose em
células de leveduras, sob limitagdo por nitrogénio, ainda n&o foi relatada na

literatura.
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Tabela 1. Dimensdes de células de K. lactis em funcéo da idade (dias) em YCB. Os resultados representam as médias aritméticas

+ 0 desvio padrao de 3 repetigdes.

Dimensdes (um)

[1(NH4)2SO4

o

Idade (dias) 5

15

0
2.46 £ 0,045
3.05+ 0,039
3.24£ 0,012
4.06+ 0,024

0.08
2.51+£ 0,075
3.21+ 0,043
3.53+ 0,039
4.16+ 0,054

0.57
2.55+ 0,027
3.33+ 0,025

3.6+ 0,037
4.27+ 0,031

3.8
2.58+ 0,022
3.58+ 0,015
3.71+£ 0,028
4.11+£ 0,035

7.6
2.49+ 0,037
3.42+ 0,045
3.32+£ 0,031
4.05+ 0,052

38
2.63+ 0,036
3.57+ 0,012
3.49+ 0,057
4.42+ 0,024
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Figura 8: Caracteristicas morfolégicas de apoptose (fragmentagcdo da
cromatina - setas) em células de K. lactis mais velhas. (A) DAPI. (B)
HOECHST. (1) 0 mmol.L™"; (2) 0,08 mmol.L™; (3) 0,57 mmol.L"; (4) 3,80
mmol.L™"; (5) 7,60 mmol.L™"; (6) 38,0 mmol.L™" de [NH4],SO,. Barras = 5 um.
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4.3. Efeito da velocidade de crescimento no envelhecimento de culturas

de Kluyveromyces lactis

Para determinar a velocidade de crescimento associada a sinais de
envelhecimento em culturas de K. lactis, foram realizados experimentos em

cultura continua. Estabelecida a condicdo de estresse por nitrogénio e
determinada a velocidade especifica maxima de crescimento (Lmax) de

0,44 h™', culturas de K. lactis foram conduzidas em quatro velocidades de
crescimento, entre zero e inferior & maxima: 0,01 h™", 0,06 h", 0,18 h" e
0,35 h™.

A Tabela 2 apresenta alguns parametros da cultura continua de K. lactis
em regime permanente sob limitacdo por nitrogénio ([NH4],SO4). Nestas
condicdes, o aumento do fluxo e, conseqlientemente, da velocidade especifica
de crescimento foi acompanhada pela redugao do tempo de geracao, redugao
do tempo de residéncia (tempo médio de permanéncia da cultura no biorreator
- F / V) e diminuicdo da massa celular. O pH se manteve constante durante o
crescimento nas quatro velocidades de crescimento analisadas.

Com relacdo ao consumo de glicose e aos produtos do metabolismo,
como etanol e glicerol, nas quatro velocidades de crescimento, verifica-se que
o aumento da velocidade de crescimento diminuiu o consumo de glicose por K.
lactis. Esses dados foram avaliados pela medida da concentragao do agucar
remanescente no meio. O aumento da velocidade de crescimento diminuiu a
producdo de etanol e glicerol encontrados no meio de cultura, mas o
rendimento desses metabdlitos por mg de células (Yrix)) foi aumentado para
etanol e diminuido para glicerol.

Apesar de K. lactis apresentar metabolismo predominantemente
oxidativo, ou seja, metabolismo respirativo caracterizado pela oxidagéo
completa do acgucar a CO,, os resultados mostraram que a levedura
apresentou metabolismo oxidorredutivo, isto €, metabolismo fermentativo, com
o aumento da velocidade de crescimento. No metabolismo fermentativo, o
agucar € parcialmente oxidado a piruvato e este reduzido a etanol. Porém,
pode haver simultaneamente metabolismo fermentativo e o respirativo,

caracterizando o metabolismo respirofermentativo (SISO et al., 2000), quando
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a repressao do metabolismo oxidativo pelo fermentativo, bem conhecido em S.
cerevisiae, ndo se verifica. Na avaliacido das vias metabdlicas adotadas por
leveduras, a analise deve ser global, pois o metabolismo de oxidorredugao, por
exemplo, €& estreitamente conectado a reacbes periféricas e centrais do
metabolismo de carbono e nitrogénio (BAKKER et al., 2001).

Diferentes velocidades de crescimento geram diferentes estados
fisiologicos da célula, isto €, metabolismo, composicdo e morfologia celular
diferentes (HOEK et al.,, 1998). Diante dessa consideragédo, as alteragdes
morfolégicas relacionadas ao aumento do conteudo de quitina na parede
celular, aumento das dimensdes celulares e presenga de caracteristicas
morfolégicas de apoptose, caracteristicas do envelhecimento de células de
leveduras também foram avaliadas para cada velocidade de crescimento

analisada.
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Tabela 2: Parametros da cultura de K. lactis conduzida em regime continuo sob limitagdo de nitrogénio.

Tempo de
Fluxo geracao Biomassa glicoseresidual metabdlitos
(mLmin®) ph™ (h) DOgo (mgL?Y pH 1P (mmol L) (mmol L™ Y e 2
etanol glicerol etanol glicerol

0.05 0.01 69 55 2,884 55 100 5,21 25,37 1,8 390 0,057
0.3 0.06 12 53 2,780 55 16,7 12,95 21,22 1,3 370 0,043
0.67 0.18 4 3,7 1,930 55 55 28,40 18,67 0,54 440 0,025
1.16 0.35 2 2,6 1,350 54 28 42,60 12,85 0,36 430 0,022

@ Rendimento de etanol e glicerol por massa celular em mg.mg™.
® Tempo de residéncia em horas.
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A Figura 9 mostra a presenga de quitina e a concentragdo de N-
acetilglicosamina na parede celular de K. lactis em fungdo da velocidade de
crescimento em cultura continua sob limitagdo de nitrogénio. Na Figura 9A, a
emissao da fluorescéncia azul, obtida pela coloragdo com calcofltor, indica a
presenca de quitina na parede celular de K. lactis cultivada nas velocidades de
crescimento de: 0,01 h™, 0,06 h™', 0,18 h™ e 0,35 h™". Observou-se que a
intensidade da fluorescéncia ndo alterou nas respectivas velocidades de
crescimento analisadas. No entanto, quando a concentracdo de N-
acetilglicosamina presente na parede celular de K. lactis foi quantificada (Figura
9B), observou-se que as culturas conduzidas em velocidades de crescimento
de 0,01 h™ e 0,06 h™" apresentaram maior concentragdo de N-acetilglicosamina
(27ug.mL™ e 20 ug.mL”, respectivamente) comparada com as culturas
conduzidas nas velocidades de crescimento de 0,18 h™ e 0,35 h™'. Nessas
velocidades de crescimento (de 0,18 h' e 0,35 h'1), a concentracdo de N-
acetilglicosamina praticamente n&o variou de uma para a outra, sendo que o0s

valores encontrados foram 6 ug.mL" e 5 ng.mL™, respectivamente.
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Figura 9: Presenca de quitina na parede celular de K. lactis, detectada pela
fluorescéncia azul. (1) 0,01 h™", (2) 0,06 h™", (3) 0,18 h™, (4) 0,35 h™. Barras = 5
um (A). Concentracdo de N-acetilglicosamina (ng.mL™) na parede celular de K.
lactis em funcdo da velocidade de crescimento, em cultura continua, sob
limitagcdo de nitrogénio. As barras de erro correspondem ao desvio-padrao da
média de trés repeticdes (B).
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A Tabela 3 apresenta os resultados das dimensdes celulares de K. lactis
em funcdo da velocidade de crescimento. As dimensdes das células de K.
lactis nas culturas conduzidas em velocidades de crescimento de 0,01, 0,06,
0,18 e 0,35 h' foram na ordem de 2-3 um, o que confere com a literatura,
(KURTZMAN, 1998). Entre as velocidades analisadas, a menor velocidade de
crescimento (0,01 h'1) resultou em células, aproximadamente, 0,6 um maiores

que células de K. lactis cultivadas nas demais velocidades.

Tabela 3: Dimensdes de células de K. lactis em fungdo da velocidade de
crescimento. Os resultados representam as médias aritméticas + o desvio
padrao.

Dimensodes
p(h™) (um)
0,01 3,1+ 0,002
0.06 2.6 + 0,002

0.18 2.16 + 0,001
0.35 2.08 + 0,001

Para verificar a presenca de caracteristicas morfolégicas de apoptose
nas culturas continuas de K. lactis em diferentes velocidades de crescimento,
as coloragcbes de DAPI E HOECHST foram realizadas. Caracteristicas
morfolégicas de apoptose somente foram observadas nas células de culturas
de K. lactis conduzidas na velocidade de crescimento de 0,01 h™' (Figura 10).

No cultivo em batelada, onde foi proposto avaliar o efeito da idade de
culturas de K. lactis na velocidade especifica inicial de crescimento, as
caracteristicas morfolégicas de apoptose foram detectadas para culturas com
maior idade, isto €, a partir do quinto dia de transferéncia da cultura para meio
novo, nas concentragdes de 0,57 mmol.L”', 3,80 mmol.L™, 7,60 mmol.L™" e a
partir do oitavo dia de repicagem, na concentragdo de 38,0 mmol.L”" de
[NH4].SO,4. Naquelas condigdes, a velocidade especifica de crescimento
determinada foi de 0,1 h'1, superior a menor velocidade de crescimento
avaliada na cultura continua (0,01 h™'). Esses resultados podem ser explicados

pelo fato de que na cultura em batelada, células de todas as idades constituiam
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a populacao analisada, inclusive células em processo de envelhecimento com
caracteristicas morfolégicas de apoptose. Considerando que sinais de
envelhecimento, como concentragdo de quitina, dimensdo de células e
caracteristicas morfolégicas de apoptose, foram observados nas culturas
continuas conduzidas com velocidade de crescimento de 0,01 h'1, € possivel
que culturas continuas de Kluyveromyces lactis sob condi¢gdes de nitrogénio
limitantes conduzidas nessa velocidade de crescimento possam ser uteis em
estudos sobre sinais de envelhecimento celular.

Em S. cerevisiae ja foi reconhecido que em uma populagdo sob
estresse, seja nutricional ou oxidativo, o processo de morte celular programada
€ desencadeado, o que caracteriza um comportamento “altruistico” entre as
células da populagao, ou seja, umas células morrem em detrimento das outras,

como forma de sobrevivéncia (MADEO et al., 2000).
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Figura 10: Caracteristicas morfologicas de apoptose (fragmentagcdo da

cromatina - setas), em células de K. lactis cultivadas nas velocidades de
crescimento de (1) 0,01 h™", (2) 0,06 h™", (3) 0,18 h™" e (4) 0,35 h™". (A) DAPI. (B)
HOECHST. Barras = 5 um.



5. CONCLUSOES

As conclusdes deste trabalho foram:

A cinética de crescimento de Kluyveromyces lactis em fungdo da
concentragcdo de sulfato de amoénio, obedeceu o modelo cinético

proposto por Monod, com uma correlacdao de 0,985, uma velocidade
especifica maxima de crescimento (U,,.) de 0,44 h” e uma constante de

saturacgao (K,) de 0,15 mmol.L™".

A velocidade especifica inicial de crescimento foi reduzida com a idade

da cultura.

Concentragdes de quitina na parede celular aumentaram com a idade da

cultura e com a concentracao de sulfato de amoénio.

Dimensbes celulares aumentaram com a idade independente da

concentracao de sulfato de amoénio.

A presenca de caracteristicas morfolégicas de apoptose foi verificada a

partir do quinto dia de transferéncia da cultura para meio novo nas
concentragdes de 0,57 mmol.L”", 3,80 mmol.L”", 7,60 mmol.L" e a partir

do oitavo dia de repicagem na concentracdo de 38,0 mmol.L” de
[NH4],S0O,.
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Culturas com velocidades de crescimento de 0,18 e 0,35 h' produziram

maior rendimento em etanol e menor rendimento em glicerol.

A concentracao de quitina na parede celular de culturas de K. lactis
conduzidas nas velocidades de crescimento de 0,01 h' e 0,06 h' foi

maior (27 mg.mL'1 e 20 mg.mL'1 de N-acetilglicosamina), comparada

com as culturas conduzidas nas velocidades de crescimento de 0,18 h'

6mgmL")e0,35h" (5 mg.mL").

As dimensbdes das células de K. lactis foram maiores na cultura
. . . -1
conduzida com velocidade de crescimento de 0,01 h, s€ comparada

com as demais velocidades de crescimento avaliadas: 0,06; 0,18 e

0,35h".

Caracteristicas morfolégicas de apoptose sé foram identificadas nas

culturas de K. lactis conduzidas na velocidade de crescimento de

0,01h".

O estresse por nitrogénio e a idade afetam a cinética de crescimento de
culturas de K. lactis.

Culturas continuas de Kluyveromyces lactis sob condi¢gées de nitrogénio

limitantes conduzidas com velocidade de crescimento correspondente

-1 g s . . .
a 0,01 h podem ser uteis em estudos sobre sinais de envelhecimento

celular.
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APENDICE
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APENDICE A

Tabela 1A: Velocidades especificas de crescimento (u) de K. lactis em fungéo
da concentracéo de sulfato de amonio ([NH4].SO,4) no meio YCB.

[NH4]>SO4 H
(mmol.LY)  (h™)
0 0,0498
0,02 0,0762
0,06 0,1303
0,08 0,1483
0,15 0,1688
0,23 0,2619
0,30 0,2741
0,38 0,2835
0,45 0,3232
0,57 0,3438
0,95 0,3549
1,90 0,3821
3,80 0,3974
7,60 0,4407
19,0 0,4519
38,0 0,4612
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APENDICE B

y =0.0109x - 0.0303
R2=0.9947

Abs 545 nm
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Figura 1B: Curva padréo de N-acetilglicosamina.
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