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AVALIACAO DE PARAMETROS -QUE AFETAM A FLOCULACAO DE
LEVEDURAS E BACTERIAS ISOLADAS DE PROCESSOS INDUSTRIAIS DE
FERMENTACAO ALCOOLICA.

Autor: Valmir Eduardo Alcarde
Orientador: Prof. Dr. Fumio Yokoya

RESUMO

A contaminagdo bacteriana na fermentagdo alcodlica € um dos problemas que
afeta o rendimento do processo de produgéo de alcool. A floculagdo de leveduras é uma
das consequéncias desta contaminagdo, sendo linhagens de Lactobacillus fermentum a
primeira bactéria citada como responsavel por este fenomeno. Muitos fatores exercem
influéncia na floculagdo de leveduras como os componentes genéticos, proteinas,
temperatura, pH, produtos da fermentagio como o etanol e necessidade de ions metalicos,
especialmente o calcio. Este trabalho teve por objetivo verificar as condigbes de
ocorréncia da floculagdo de leveduras causada por algumas espécies bacterianas
contaminantes do processo de produgdo de alcool, avaliando o nivel de contaminagdo
bacteriana necessario para desencadear o processo de floculagdo, o efeito do teor
alcoodlico e da temperatura sobre a capacidade floculante destas bactérias. Além disto
procurou contribuir para o esclarecimento do mecanismo de floculagdo de leveduras
industriais provocada por espécies € cepas de bactérias contaminantes do processo,
através da avaliagdo do efeito da modificagdo quimica de proteinas e carboidratos nas
paredes celulares de bactérias e leveduras e do tratamento enzimatico sobre a capacidade
floculante destes microrganismos.

Os resultados obtidos indicaram que as espécies de Lactobacillus: L. fermentum
L. plantarum, L. fructivorans, L. fructosus e L. buchneri podem ser responsabilizados
pela floculagdo da levedura Saccharomyces cerevisiae, porém ha necessidade de uma
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certa relagdo levedura: bactéria para que ocorra floculagdo, e esta relagdo ¢ diferente para
as espécies de Lactobacillus.

O teor alcodlico (0 a 10%) e as temperaturas (25°C a 65°C) afetaram
significativamente a capacidade floculante das bactérias frente as leveduras estudadas.

Componentes protéicos da parede celular de L. plantarum, L. fermentum e L.
buchneri devem participar do processo de floculagdo, uma vez que modificadores
quimicos que reagem com os grupos funcionais fenol e indol da cadeia lateral de
aminoacidos (anidrido maleico e anidrido acético) inibiram a capacidade floculante
dessas bactérias, sugerindo o envolvimento destes grupamentos no processo de
floculagdo. Ja para as espécies L. fructivorans e L. fructosus o tratamento com estes
modificadores quimicos néo afetaram o processo de floculagio.

Células de S. cerevisiae submetidas a tratamento com modificadores quimicos de
carboidratos da parede celular (NalO,4 0,01M) apresentaram inibi¢do em sua capacidade
de serem floculadas por bactérias, indicando que carboidratos sdo essenciais no processo
de floculagdo.

De acordo com estes resultados sugere-se que a floculagdo de Saccharomyces
cerevisiae causada por bactérias do género Lactobacillus deve apresentar um mecanismo
intercelular a nivel da parede celular destes microrganismos. Este processo envolve
componentes protéicos da superficie celular das bacténias L. plantarum, L. fermentum e
L. buchneri e carboidratos da parede celular das leveduras. Ja para as espécies L.
fructivorans e L. fructosus a presenga de outros componentes celulares devem também

estar envolvida no processo de floculaggo.
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EVALUATION OF PARAMETERS WHICH AFFECT THE YEASTS
AND BACTERIA FLOCCULATION ISOLATED FROM INDUSTRIAL
ALCOHOL FERMENTATION PROCESS

Author: Valmir Eduardo Alcarde
Adpvisor: Prof. Dr. Fumio Yokoya

SUMMARY

The bacterial contamination in the alcoholic fermentation is one of the problems in
the process of alcohol production. Yeast flocculation is one of the consequences of this
contamination, that strains of Lactobacillus fermentum are the first one microorganism
quoted as responsible by this fenomen. Many factors may influence the yeast
flocculation, such as, genetic coumponds, proteins, temperature, pH, fermentation
products like ethanol and necessity of metalic ions, especifically calcium.

This research was carried out to examine the conditions of yeast flocculation
occurrency caused by some bacterial species which contaminate the process of alcohol
production, evaluating the effect of the population of contaminant bacteria needed to
occur the flocculation process, effect of alcohol amount and temperature in the
flocculency capacity of these bacterias. Moreover, this research tried to contribute to the
flocculation mecanisms elucidation of industrial yeasts provoked by strains and cepa of
contaminant bacteria of alcohol fermentation process, throught the chemistry
modification effect evaluation of proteins and carbohidrates from the wall of cell and the
enzimic treatment on the flocculant capacity of these microorganisms.

The resulties obteined indicated that L fermentum, L. plantarum, L. fructivorans,
L. fructosus and L. buchneri can be responsables by the S. cerevisiae flocculation, but it

xXiv



1s necessary a ratio of yeast:bacteria for flocculation to occur flocculation, and this ratio is
different for some species of Lactobacillus.

The ethanol amount (0 to 10%) and the temperature (25°C to 65°C) affected
significantly the bacterial flocculence capacity on the studied yeasts.

Proteic compounds in the cell wall of L. plantarum, L. fermentum and L. buchneri
may participate in the flocculation process, because chemical changers which react with
fenol and indol funcional groups in the lateral chain of aminoacids (maleic anidride and
acetic anidride) inhibited the bacterial flocculency capacity, suggesting that these groups
are responsible for the flocculation process. For L. fructivorans and L. fructosus species
the treatment with these chemical changers did not affect the flocculation process.

Cells of S. cerevisiae submited to carbohidrate chemical changers treatment
(NalO4 0,01M) showed some inhibitions in their flocculant capacity promoted by
bacteria, that indicates that carbohidrates are essential for flocculation process.

According of these results, it suggest that S. cerevisiae flocculation caused by
Lactobacillus bacteria genus may show up a intercelular mechanisms at cell wall of these
microorganisms. This process involves proteic compounds of the celular surface of L.
plantarum, L. fermentum and L. buchneri and carbohidrates of the cell wall of the yeasts.
On the other hand for L. fructivorans and L. fructosus strains, others compounds of the

cell wall may also be envolved in the flocculation process.
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1. INTRODUCAO

A floculag@o € um fendmeno apresentado por leveduras, as quais se unem em
agregados denominados flocos constituidos por varias células. A ocorréncia da
floculagdo na fermentagéo alcodlica pode ser causada pela presenga de cepas floculentas
do género Saccharomyces e por bactérias contaminantes. Nas usinas produtoras de
alcool a contaminagdo bacteriana € considerada a principal responsavel pela floculagdo
do fermento.

A contaminagdo bacteriana ¢ um dos fatores preponderantes dentre aqueles que
afetam a fermentagdo alcodlica, posto que € o mais frequente agente presente. Segundo
Amorim et al. (1996), o maior efeito das bactérias na levedura e no rendimento da
fermentagdo alcoodlica € fisico. As bactérias se unem as leveduras provocando
floculagdo, levando-as ao fundo da dorna ocasionando na centrifugacdo entupimento de
bicos, canalizagbes, ocorrendo muita perda de levedura, resultando em queda no
rendimento. Este fendmeno, bastante comum nas destilarias tem motivado a industria de
alcool e pesquisadores na busca de solugdes para esta questdo.

Os mecanismos através do qual as bactérias exercem efeito direto na floculagdo
de leveduras nio estdo totalmente esclarecido. Na floculagdo de leveduras floculentas o
modelo mais aceito é o "modelo das lectinas", proposto por Miki et al. (1982a). Este
modelo propde a ocorréncia de uma ligagdo especifica entre as proteinas (lectinas) de
células floculentas e os receptores de manana da parede celular de c€lulas adjacentes,
requerendo ainda a presenca de ions célcio, cuja fungdo € a de manter as lectinas em sua
conformagdo ativa.

No entanto, a diversidade dos microrganismos e dos agentes envolvidos na
floculagdo do fermento nas dornas de fermentagdo, bem como o grande volume de
mosto manuseado durante a fermentagdo alcoolica industrial, tomam o controle do

processo um desafio de grande importincia e dificuldade. A elucidagdo das diferentes



causas envolvidas neste processo permitiri um controle eficiente e econdémico do
fenémeno da floculag3o.

Este estudo téve por objetivo verificar as condigdes de ocorréncia da floculagio
de leveduras causada por algumas espécies bacterianas contaminantes do processo de
produgdo de élcool, avaliando o nivel de contaminagdo bacteriana necessaria para
desencadear o processo de floculagéo, o efeito da temperatura e do teor alcodlico sobre a
capacidade floculante destas bactérias. Foram também investigados os possiveis
mecanismos da floculagdo de leveduras industriais provocada por cepas de bactérias
contaminantes do processo, através da avaliagdo do efeito da modificagdo quimica de
proteinas e de carboidratos da parede celular, do tratamento enzimatico € do aumento da
temperatura sobre a capacidade floculante destes microrganismos, contribuindo assim
para uma maior compreensdo dos fatores envolvidos na floculagdo de leveduras por

bacténas.



2. REVISAO DE LITERATURA

A floculagéo € classicamente descrita como um fendmeno reversivel em que
células de levedura aderem-se umas as outras formando flocos que sedimentam-se
rapidamente no meio em que estdo suspensas (Stewart, 1975).

Quando se estuda a floculagdo ¢ importante fazer a distingdo entre formagio
de cadeias, onde células mées e filhas nio se soltam umas das outras (fendmeno néo
reversivel) e a floculagdo induzida (fendmeno reversivel). A formagdo de cadeias
celulares esta relacionada com o crescimento e comega no inicio da fermentagio. A
floculagdo real pode ser considerada como uma reagdo de estresse, como uma
resposta a um baixo nivel de nutrientes ou um mecanismo de defesa contra altas
concentragdes de etanol. Desta forma a floculagdo pode ser considerada como uma
estratégia de sobrevivéncia sendo que as células localizadas na periferia do floco
protegeriam as c€lulas que estdo no centro contra as condigbes desfavoraveis do
meio (Iserentant, 1996).

A floculagdo das leveduras utilizadas na industria de bebidas fermentadas
(cerveja e vinho) € um fendmeno benéfico ao processamento onde é necesséario a
retirada do fermento da bebida. Por outro lado, a floculagdo das leveduras
produtoras de alcool ¢ prejudicial ao processo de fermentagdo alcodlica uma vez que
com 1sto ocorre uma maior perda de células de levedura no fundo de doma ou nas

centrifugas (Yokoya & Oliva-Neto, 1991).

2.1. Agregacao celular

Na literatura o termo agregacdo ¢ designado por muitos pesquisadores como
adesdo, aglomeragdo, coesdo, associagdo e floculagdo (Atkinson & Daoud, 1976).
Porém , em biotecnologia e microbiologia, estudam-se varios processos referentes a

associagdo de células com elas proprias (floculagdo)(Miki et al., 1982b); com células



estranhas (contaminagdes)(Serra et al., 1976) ou com um material inerte
(adesdo)(Reid et al., 1988).

A agregagio de células de levedura pode ser provocada por mecanismos
aparentemente similares, entre eles a formagdo de cadeias (Eddy, 1955), agregagio
sexual (Calleja, 1987) ¢ a floculagdo (Stewart & Russel, 1986). Além disso, a adigio
de lectinas (Stratford & Bond, 1992) e a presenga de substincias floculantes de
diversas composigdes também podem acarretar a agregacdo de células de levedura
(Nakamura et al., 1976).

O fenémeno da floculagdo em leveduras pode ser considerado como um
mecanismo de sobrevivéncia (Stratford, 1992). Possivelmente, este ocorre através da
interagdo proteina-carboidrato da parede celular dos microrganismos (Miki et al.,
1982a), requerendo a presenga de cations metalicos (Mill, 1964b). Isto pode ser
sugerido uma vez que se verificou a ocorréncia de inibigdo da floculagdo causada
por agentes quelantes, como o EDTA (Stewart, 1975), por solugdo de agucares
especificos (Taylor & Orton, 1975) ou por enzimas e agentes modificadores de
proteinas (Nishihara et al., 1976).

Muitos fatores exercem influéncia na floculagdo de leveduras como os
componentes genéticos (Zarattini et al., 1993); proteinas, agitagdo e stress (Momose et
al., 1969; Stratford e Keenan, 1988); produtos da fermentagdo como o etanol (Patel e
Ingledew, 1975); pH (Masy et al., 1991) e ions metalicos (Kuriyama et al., 1991).

Yokoya (1989) observou que ions calcio intensificam a agregagdo e que a
agitagdo da mistura ¢ fundamental para o inicio da floculagdo. Segundo Yokoya e Oliva-
Neto (1991), a concentragdo de calcio necessaria para estimular completamente a
floculagdio ¢ de 10°M a qual é dependente do pH ou seja, enquanto que a pH 6,2 e pH
3,0 a floculag@o € nula sem a presenga deste ion, a pH 4,5 observa-se uma floculago
parcial nas mesmas condi¢gdes. Ainda, segundo os mesmos autores, 0 magnésio € o
manganés podem substituir o calcio para provocar a floculagéo total a pH 6,2, desde que

adicionados em concentragdes maiores, ou seja 10" M e 107 M, respectivamente.
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No trabalho de Yokoya & Oliva-Neto (1991) foi constatado que o tratamento
térmico e enzimatico com protease resultava na perda da capacidade floculante das
células bacterianas, sugerindo que um fator de natureza protéica seria responsavel pela
capacidade floculante de L. fermentum.

Com relagdo aos carboidratos, Santos & Yokoya (1993) verificaram que
concentragio de 10"M de manose causa completa desfloculagdo. J4 a glucose, a maltose
€ a sacarose ndo produzem nenhum efeito. Ainda os mesmos autores citam que o
tratamento térmico aplicado sobre as células bacterianas provoca a perda da sua
capacidade floculadora. A temperatura necessaria para inativagdo efetiva é de 55°C se a
suspensdo estiver a pH 4,5 e de 70°C a pH 6,2, indicando que o fator € mais estavel a pH
mais proximo da neutralidade.

Segundo Miki et al. (1982a) o gene FLO-1 determina a expressio do
comportamento protéico da parede celular similar & lectina, dependente de céalcio nas
c€lulas floculentas que ligam a manana de células adjacentes. Se a célula adjacente for
também floculenta ha uma interagdo bilateral, e se for ndo floculenta essa interagio é
unilateral. Trabalhos realizados com linhagens FLO-1, usando coloragdo seletiva com
concavalina A-ferretina e microscopia eletrénica, mostraram que a manana da parede
celular participava da floculagdo. A interagdo se estendia por toda area causando a
distor¢do da parede no local do contato.

2.2. Aspectos geneticos e fisiologicos

A floculagdo € um processo controlado geneticamente, originado por um
complexo mecanismo, o qual € constituido por caracteristicas genéticas
cromossomicas (Miki et al., 1982b) e extracromossdmicas (Jin & Speers, 1999a;
Wilkie & Evans, 1982)

A ocorréncia da floculagdo relaciona-se com a presenga de genes FLO (Lewis et
al., 1976), os quais compreendem, principalmente, os genes dominantes FLO 1 (Watari

et al., 1991); FLO 2 (Lewis et al,, 1976); FLO 4 (Stewart & Russel, 1986); FLO 5
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(Vezinhet et al., 1991) e FLO 8 (Yamashita & Fukui, 1983). De acordo com analises
realizadas verificou-se que os genes FLO 1, FLO 2 e FLO 4 sdo alelos, sendo entdo
considerados como pertencentes ao locus Flo 1 (Russel et al., 1980).

O metabolismo celular € necessario para a ocorréncia da floculagdo, porém,
apos seu estabelecimento este fendmeno torna-se propriedade da parede celular, uma
vez que estas estruturas mantém a capacidade floculante dos microrganismos (Miki
et al., 1982a).

Observou-se que a floculagdo aumenta rapidamente na metade final da fase
exponencial de crescimento (Mill, 1964b). Bielecki & Brzeski (1989), por sua vez,
relataram a ocorréncia de floculagdo em células de Saccharomyces cerevisiae
durante todos os estagios de crescimento celular, sngerindo que este fendmeno seja
dependente da disponibilidade de um numero suficiente de sitios receptores,
necessitando além disso, que os mesmos se encontrem em correta conformagio para
que as células formem agregados estaveis. Estes mesmos pesquisadores verificaram
que células filhas novas apresentam um grau de floculéncia menor que a célula mae,
porém, a medida que as células filhas passam por divisdes celulares, estas adquirem

a caracteristica de flocular.

2.3. Aspectos fisico-quimicos

Muitos estudos tem sido realizados sobre os aspectos fisico-quimicos do
fendmeno de floculagdo (Jin & Speers, 1999a).

A agitagdo mecanica é requerida para superar a repulsdo eletrostatica entre as
células (Stratford, 1989). Verificou-se a existéncia de um limite minimo de agitagéo,
abaixo do qual a floculagdo ndo ocorre, sendo este dependente da cepa do
microrganismo. A medida que a agitagdo se intensifica, as colisdes toram-se mais
frequentes e fortes e uma grande proporgdo de células podem ser encontradas livres no
meio, ocorrendo entdo, a desfloculag@o. Sob agitagdo constante, um equilibrio dindmico



¢ alcangado entre as c€lulas dispersas e os flocos, 0 qual é diretamente proporcional ao
quadrado da concentragdo celular presente (Stratford & Keenan, 1988).

Kamada & Murata (1984) verificaram a intensificagdo da taxa de floculagdo
de cepas de Saccharomyces com o aumento da temperatura de 0°C para 30°C. Mill
(1964b) observou que, quando uma suspensio de leveduras floculentas utilizadas na
produgdo de cerveja era aquecida de 23°C para 62°C, acontecia inicialmente uma
progressiva diminui¢do da floculagdo. Entre 50°C a 62°C ocorria uma drastica
inibi¢do do processo mas, apds o retorno a uma temperatura menor, a floculagdo era
restabelecida.  Similarmente,  verificou-se que flocos da  levedura
Schizosaccharomyces pombe mostraram-se estaveis na faixa de 20-50°C, enquanto
que temperaturas mais altas causavam uma desfloculagéo reversivel, a qual atingiu o
maximo em valores maiores que 80°C (Calleja, 1970).

A mudanga do pH acarreta um efeito profundo na floculagdo, sendo que o pH
6timo € dependente da cepa do microrganismo (Calleja, 1987).

O efeito dos sais na floculagdo é complexo e dependente de algumas variaveis
como o tipo de cation, cepa da levedura, pH e for¢a tampdo (Stratford & Brundish,
1990).

A maioria dos autores concorda com a especificidade do célcio como agente
promotor da floculagdo de leveduras (Stratford, 1989; Taylor & Orton, 1975). No
entanto, esta opinido ndo ¢ compartilhada por outros autores (Nishihara et al., 1976;
Souza et al., 1992; Stewart, 1975), que consideram o magnésio € o manganés, além
de outros ions, tdo eficazes quanto o calcio.

O efeito promotor da floculagdo de leveduras pelo ion calcio pode ser
suspenso ou reduzido através da lavagem com agua destilada ou com agentes
quelantes, como o EDTA (Stewart, 1975). Esta inibigdo pode ser revertida com nova
adi¢do de ions calcio (Stratford, 1989).



2.4. Ac¢ao de bactérias

A contaminagdo bacteriana na fermentagdo alcodlica ¢ um dos problemas que
afeta diretamente o desempenho do processo de produgdo de alcool (Amorim et al.,
1989). A floculagdo de leveduras € uma das consequéncias desta contaminagio, onde as
células de levedura aglomeram-se formando flocos que dificultam o contato com o
substrato, reduzindo o rendimento e aumentando o tempo de fermentagdo (Serra et al.,
1976). Além disto ocorrem dificuldades operacionais relacionadas principalmente com o
entupimento de canalizagdes e problemas na separagdo do fermento nas centrifugas
(Altherthum et al., 1984; Tilbury, 1975).

Yokoya (1989) relata que o problema da floculagdo de leveduras por
contaminantes bacterianos tem sido intensificado pelo reciclo de células, que consiste na
reutilizagdo do chamado "leite de leveduras". Esta pratica provocaria o acumulo dos
agentes de floculagdo, diminuindo a eficiéncia da fermentagao.

Trabalhos de caracterizagdo dos microrganismos contaminantes da fermentagdo
alcodlica mostraram que as bactérias pertencentes ao género Lactobacillus sdo as de
maior ocorréncia (Gallo, 1989; Oliva-Neto, 1990; Rodini, 1985; Rosales, 1989). Yokoya
& Oliva-Neto (1991) indicam cepas de Lactobacillus fermentum como o principal
microrganismo responsavel pelo processo de floculag@o; no entanto para que houvesse
floculagdo o niimero de células de bactéria deveria atingir um valor critico em relagdo ao
nimero de células de levedura. Estes mesmos autores citam que a floculagdo ocorre
numa faixa de pH que varia de 2,0 a 12,0.

Serra et al (1976) relacionaram a contaminagdo bacteriana nas dornas de
fermentagio com o problema de floculagdo, identificando uma espécie de
Sporolactobacillus como responsavel pela floculagdo do fermento. O principal efeito
desta contaminacdo, de acordo com estes autores, consistiria no aumento progressivo do
tempo de fermentagdo como consequéncia da diminuigdo da superficie util das células
de levedura, e redugdo de aproximadamente 15% no rendimento fermentativo.



Momose et al., (1969) constataram que cepas de levedura eram floculadas por
Laciobacillus plantarum. O fenémeno ocorre a um pH entre 2,0 a 4,0 e é inibido por sais
neutros. O estudo da mobilidade eletrostatica das células de bactéria e leveduras mostrou
que a floculagdo possivelmente era causada pela atragdo eletrostatica entre as superficies
celulares de bactérias e leveduras com cargas opostas.

Estudos de contaminagdo bacteriana na industria do dlcool no Estado de Sio
Paulo indicaram que as espécies de Leuconostoc, bactérias produtoras de goma, ndo
estariam envolvidas na floculag@o, uma vez que néo sdo capazes de sobreviver por
longos periodos nas condi¢des de fermentagdo alcodlica (Kaji, 1989).

Para que se possa reduzir a contaminagdo no leite de leveduras utiliza-se o
tratamento com acido sulfirico. Este tratamento acido promoveu uma redugio de
45% em média na flora contaminante de acordo com Gallo (1989).

Serra et al., (1976) observaram que a adigdo de acido provocou a separagdo das
células, desfazendo os flocos. Yokoya (1989) cita que a desfloculagdo com a
acidificagdo da suspensdo das leveduras tem sido comumente observada nas destilarias
de alcool. Este efeito mostrou-se reversivel, uma vez que a floculagio era restabelecida
quando o pH era ajustado a valores superiores a 2,5.

No trabalho de Yokoya & Oliva-Neto (1991) foi constatado que o tratamento
térmico e enzimatico com proteases resultava na perda da capacidade floculante das
células bacterianas, sugerindo que um fator de natureza protéica seria responsavel
pela capacidade floculante de L. fermentum. Este fator estaria intimamente ligado a
superficie celular, uma vez que o sobrenadante da cultura ndo apresentou capacidade
floculadora.

De acordo com Garcia (1999) cepas de L. fermentum e de L. fructivorans
podem ser responsabilizadas pela floculagdo do fermento industrial, porém o nivel
bacteriano para que a floculagdo ocorra € varidvel para estas espécies de

Lactobacillus.



2.5. Mecanismos da floculacio
Varios mecanismos sdo propostos para explicar o fendmeno da floculagdo e
os modelos mais aceitos sdo aqueles que estdo baseados em um aumento da

hidrofobicidade celular durante a fermentagdo ou em uma ligagdo tipo-lectina
(Stratford, 1996).

2.5.1. Hidrofobicidade celular

Vérios autores enfatizaram a importdncia da hidrofobicidade celular na
agregacdo celular (Amory et al., 1988; Straver et al., 1993). Os trabalhos de Straver
e co-autores mostram que a limitagdo de nutrientes induz a mudangas nas
caracteristicas fisico-quimicas da parede celular da levedura e que estas mudangas
levam a um aumento na hidrofobicidade da levedura. O aumento da hidrofobicidade
coincide com a floculag@o e é causado pela sintese de uma glicoproteina que pode

ser a maior causa da floculagdo de leveduras (Straver et al., 1993).

2.5.2. Ligacio tipo-lectina

Lectinas s@o proteinas habeis em ligar residuos de agucar. Por um mecanismo
similar, algumas proteinas da parede celular das leveduras podem ligar-se a residuos
de agucares das glicoproteinas da parede celular de outras células de leveduras. Esta
ligagdo induziria a floculagdo. Esta hipétese € fortemente coerente segundo os
resultados de Stratford & Assinder (1991) e Stratford (1992). A proteina tipo-lectina
seria sintetizada durante a fermentagdo € o calcio seria necessario para a ativagdo da
proteina. O célcio que ativou a proteina € habil em unir as cadeias de manose das
glicoproteinas das leveduras. Esta liga¢do resultaria na formagao de flocos e por
consequéncia a floculagdo das leveduras.

Stratford e co-autores (Stratford, 1989; Stratford & Assinder, 1991) sustentam
que ha pelo menos duas familias de lectinas de leveduras: grupo Flol (cepas que

carregam o géne FLOI, mas também aquelas com os génes FLOS5 e FLO8 e aquelas
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com o géne floculante) € o grupo NewFlo. No grupo Flol a liga¢do de lectina é
primariamente inibida por manose e independente do pH do meio. Cepas
microbianas isoladas de cervejarias, entretanto, frequentemente pertencem ao grupo
NewFlo em que a floculagdo ndo € apenas inibida pela manose, mas também por
sacarose, maltose e glucose.

Frequentemente a teoria da hidrofobicidade e a teoria da ligagdo tipo-lectina
sdo tratadas como dois mecanismos independentes. Isto ndo € necessariamente o
caso. As proteinas da parede celular do grupo Flo1 sdo fortemente hidrofébicas; este
¢ também o caso para outras proteinas glicosiladas da parede celular que podem agir
como agucar ligante na ligacdo tipo-lectina. A sintese destas proteinas resultaria em
um grande aumento na hidrofobicidade da célula de levedura. Portanto,
hidrofobicidade e ligagdo tipo-lectina deveriam ser consideradas como dois aspectos

do mesmo mecanismo (Iserentant, 1996).

2.6. Métodos de quantificacido da floculagéio

Um dos maiores problemas nos estudos de floculagdo esta na escolha de um
método rigoroso para determinar este fendmeno. Varios métodos para quantificar a
floculagdo de leveduras sdo relatados na literatura. Entretanto, ndo se tem uma
opinido consensual sobre 0 método de quantificagdo da floculagdo a ser utilizado.

A despeito do primeiro método de quantificagdo da floculagdo de leveduras
ter sido descrito por Schonfeld em 1909 (citado por Greenshields et al., 1972), o
método de sedimentag¢do descrito por Burns em 1937 € a base para a maioria das
analises atuais de floculagdo. Este método tem sido melhorado ¢ modificado por
varios autores como Helm et al., 1953; Mill (1964a e 1964b); Greenshields et al.,
(1972); Patel & Ingledew (1975); Stewart (1975); Miki et al., (1982a e 1982b).

O teste de Burns (1937) e suas multiplas versdes, tanto quanto o método
descrito por Nielsen em 1937 (citado por Soares & Mota, 1997), subsequentemente

melhorado por Nishihara et al., (1976) tém em comum o fato de que as c€lulas
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tenham sido removidas do meio de crescimento, lavadas e entdo deixadas para
sedimentar em um meio padronizado com Ca™" em sua composigdo ¢ pH definidos.
Este procedimento foi criticado por Woof em 1962 como sendo artificial, porque
estes testes foram geralmente feitos em solugdo tampio na auséncia de etanol, com
um numero de células 100-200 vézes maior que os valores geralmente obtidos no
final da fermentagdo da cerveja (Soares & Mota, 1997). Gilliland (1951) propés um
novo método em que as medidas fossem feitas no meio de crescimento; este método
foi considerado como um teste in vivo em oposigdo aos testes descritos acima,
considerados testes in vitro. As técnicas de Helm e Gilliland sdo as bases para a
maioria das analises de floculagdo e s@o os métodos de quantificacdo da floculagdo
adotados pelo European Brewing Convention em 1981 (citado por Soares & Mota,
1997).

Além dos testes de sedimentagdo reportados acima, outros métodos foram
desenvolvidos para determinar a floculagdo de leveduras baseados na dispersdo das
leveduras floculadas em suspensdo pela agdo de agucares (Eddy, 1955), EDTA
(Stahl et al., 1983) ou calor (Taylor & Orton, 1975).

Nos anos 80 uma analise mais detalhada foi feita com a influéncia da
concentragdo inicial de células (Kihn et al., 1988b; Miki et al.,, 1982a e 1982b) e
agitagdo (Amory et al., 1988; Kihn et al., 1988b; Stratford et al., 1988; Stratford &
Keenan, 1988; Stratford & Wilson, 1990) na quantificacdo de floculagdo de
leveduras. Desta forma, técnicas adicionais ou variantes de outras mais antigas
também foram descritas. Na década de 80, Miki et al. (1982a e 1982b),
aperfeigoaram um método descrito por Woof em 1962. Kihn et al. (1988a ¢ 1988b) e
Smit et al. (1992) desenvolveram seus proprios métodos que sdo uma modificagéo
do método descrito por Miki et al. (1982a e 1982b). Stratford & Keenan (1988)
descreveram um novo método completamente padronizado; neste método uma
suspensdo celular constituida inteiramente de c€lulas soltas foi agitada durante varias

horas (4 - 6 horas) até que o equilibrio entre a fragdo de células floculadas e soltas
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fosse atingido. Uma revisdo detalhada dos métodos de quantificagdo da floculagio
de leveduras foi feita por Calleja (1984); Calleja & Johnson (1977) e Speers et al.
(1992).

Algumas técnicas medem diretamente a floculagdo através do exame
microscopico ou redugdo da turbidez da suspensdo celular, mas a maioria das técnicas
encontradas nos ensaios medem indiretamente, usando como pardmetro a velocidade ou
grau de sedimentagdo dos flocos formados. Para medir a sedimentagdo usa-se no geral a
técnica da absorbancia, tanto da parte ndo floculada (sobrenadante) como do sedimento
formado ap6s a ressuspensdo. Nas diversas técnicas disponiveis € essencial a
padronizagdo das etapas para a sua medida porque a floculagdo é afetada por ions e
outros componentes do meio, por pH, temperatura, grau e forma de agitagdo (Stratford et
al., 1988; Taylor & Orton, 1975).

O exame direto do material ao microscopio, embora forneca informagdes
detalhadas como o nimero de células que integram cada floco e o namero e diversidade
de flocos em relagdo ao total de células de levedura, ¢ uma técnica frabalhosa e
demorada, além de estar sujeita a erros individuais do observador (Calleja & Johnson,
1977).

Embora os flocos grandes que se formam sejam visiveis a olho nu, essa
observagdo fornece resultados apenas qualitativos. Ja os testes de sedimentagdo
fornecem resultados mais consistentes (Suzz et al., 1984). Assim as técnicas mais
comumente utilizadas para quantificar a floculagdo consistem na medida da
sedimentagdo, que € uma forma indireta de avaliar o grau de floculagdo. No geral, a
estimativa das células do sedimento formado ou remanescente na suspensido apos a
sedimentagdo ¢ feita por turbidimetria (Calleja & Johnson, 1977).

Taylor e Orton (1975) citam que a reducdo da absorbancia pela formagdo de
agregado celular pode ser medida em espectrofotometro. Esta técnica também mede
diretamente o grau de floculagdo e € influenciada pelas condig¢des experimentais como

pH, temperatura, aparelho utilizado na leitura, velocidade e forma de agitagdo. Os
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resultados permitem comparar diferentes culturas ou condigdes de floculagdo, segundo
0s autores.

Nas condigdes do experimento, o incremento na agitagdo aumenta a floculagdo
pelo aumento da probabilidade de colisio entre as particulas. Entretanto, com o
transcorrer do tempo, ha também a quebra dos flocos formados resultando em um estado
de equilibrio, 0 qual ¢ dependente da cepa e da velocidade de agitagdo (Stratford e
Keenan, 1988). Se a intensidade de agitagdo for mantida constante em determinado
método de ensaio, a quantidade de células livres reflete a floculéncia da levedura. Assim,
a medida da absorbancia do sobrenadante apds a sedimentagdo dos flocos representa um
parametro adequado para caracterizar a floculéncia da levedura (Kihn et al., 1988b).

Na auséncia de um método consensual, alguns autores (Speers et al., 1992)
enfatizam a necessidade urgente de padronizagdo de um teste de floculagdo. Com o
proposito de uma padronizagdo de um método para quantificar a floculagdo de
leveduras, nos ultimos anos a American Society of Brewing Chemists (ASBC)
formou um subcomité encarregado da avaliagdo e melhoria do método de Helm.
Speers et al. (1992) propuseram um prototipo de método ideal de floculagao.

Um método de quantificagdo de leveduras baseado no teste de floculagido de
Helm foi melhorado por Soares & Mota (1997). Neste método, todos os passos
foram padronizados: concentragdo de células, amostragem e determinagado de células
sedimentadas. Os resultados obtidos com o teste de sedimentagdo ndo diferiram
significantemente daqueles obtidos com o teste de Stratford (1989). Os resultados
demonstraram claramente que o método melhorado no trabalho de Soares & Mota
(1997) é rigoroso para a quantificacdo da floculagdo de leveduras e permite a

diferenciagédo da capacidade de floculagdo das cepas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Culturas de leveduras

Para este estudo foram utilizadas as leveduras Saccharomyces cerevisiae (FT
134L/PE-2 e FT 136L/VR-1), isoladas da Usina da Pedra e da Usina Vale do Rosario,
respectivamente. Estas leveduras foram as que mais persistitam no processo
fermentativo durante as safras 94/95 e 95/96, de acordo com Basso et al. (1996).

Além destas foram avaliadas também as seguintes espécies: Saccharomyces
chevalieri (FT 119L); Saccharomyces kluyveri (FT 151L); Schizossacharomyces pombe
(FT 155L); Pichia ohmeri (FT 061L) e Candida krusei (FT 056L).

Estas culturas encontram-se conservadas em estado liofilizado e fazem parte da
colecdo de microrganismos da empresa Fermentec S/C Ltda.-Assisténcia Técnica em

Fermentagdo Alcodlica.

3.1.1. Meio de cultivo para leveduras
Para a reativagio das células de levedura foi utilizado o meio de cultivo liquido
YEPD (extrato de levedura-1,0%; peptona-1,0%; dextrose-2,0%).

3.1.2. Reativacio das culturas de leveduras
As culturas de leveduras foram reativadas em tubo de ensaio contendo 5,0 mL de
meio de cultivo liquido YEPD. Depois de incubadas a 30°C por 24 horas, a cultura foi

repicada novamente nas mesmas condigdes, por mais 24 horas.

3.2. Culturas de bactérias

As culturas de bactérias utilizadas nos experimentos foram: Lactobacillus
fermentum, L. plantarum, L. fructivorans, L. fructosus, L. buchneri, Bacillus subtilis e B.
coagulans. Estas bactérias foram isoladas de processos fermentativos para a produgéo de

alcool de cana-de-agucar e identificadas segundo metodologia descrita por Gallo (1989)
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¢ fazem parte da colecdo de microrganismos da empresa Fermentec S/C Ltda.-
Assisténcia Técnica em Fermentagdo Alcodlica, identificadas com a sigla “FT”.

Além destas foram testadas também linhagens “Tipo™ das seguintes espécies: L.
fermentum, L. plantarum e L. buchneri que fazem parte da colegdo de culturas da
Fundagdo Tropical de Pesquisa e Tecnologia“André Tosello”, identificadas com a sigla
“CCT”. Estas culturas encontram-se conservadas em estado liofilizado.(Quadro 1).

QUADRO 1: Bactérias utilizadas e suas respectivas origens

BACTERIA CODIGO ORIGEM
Lactobacillus fermentum FT 038B Destilaria Jardest-SP
FT108B Usina Vale do Rosario-SP
FT 256B Usina MB-SP
CCT 2571 “Linhagem Tipo”
Lactobacillus plantarum FT 032B Usina Batatais-SP
FT 158B Usina Alta Mogiana-SP
FT 286B Usina MB-SP
CCT 2687 “Linhagem Tipo”
Lactobacillus fructivorans FT 091B Debrasa-MS
FT 146B Usina Ester-SP
FT 189B Usina Alto Alegre-PR
FT 289B Usina MB-SP
Lactobacillus fructosus FT 138B Usina da Pedra-SP
FT 243B Usina Batatais-SP
Lactobacillus buchneri FT 048B Destilaria Pioneiros-SP
CCT 3746 “Linhagem Tipo”
Bacillus subtilis FT 014B Usina Costa Pinto-SP
Bacillus coagulans FT 003B Usina da Pedra-SP
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3.2.1. Meio de cultivo para bactérias

Para a reativagdo e crescimento das culturas de Lactobacillus foi utilizado o meio
de cultivo "De Man, Rogosa, Sharp” - MRS Difco 0881-01-3.

Para a reativagéo e crescimento das culturas de Bacillus foi utilizado o meio de
cultivo “Plate Count Agar”(Oxoid CM 325).

3.2.2. Reativac¢do das culturas de bactérias

As culturas liofilizadas do género Lactobacillus foram reativadas em tubo de
ensaio contendo 5,0 mL de meio de cultivo liquido MRS. Depois de incubadas a 32 °C
por 24 horas, as culturas foram repicadas e incubadas novamente nas mesmas condi¢des
por mais 48 horas.

Para as culturas do género Bacillus os procedimentos foram semelhantes porém
utilizando o meio de cultivo liquido GLT(extrato de levedura-0,25%,; triptona-0,5%;
dextrose-0,1%).

3.3. Condigoes de cultivo de células para o teste de floculagio

As leveduras foram cultivadas em caldo YEPD por 24-48 horas a 30°C,
utilizando como inéculo 1% de um cultivo de 24 horas em caldo.

As bactérias foram cultivadas em caldo MRS ou GLT por 24-48 horas a 30°C,
utilizando como indculo 1% de um cultivo de 24 horas em caldo MRS ou GLT.

Apos o crescimento, as células foram centrifugadas a 3600 G por 10 minutos a
4°C e lavadas duas vezes com solugdo de acido etilenodiaminotetracético dissodico
dihidratado (Na,EDTA) 0,025M, sendo posteriormente ressuspendidas em agua
deionizada, em tampéo Tris-HC1 10"M, pH 7,0-7,5 .

A Figura 1 ilustra os procedimentos para o cultivo das células microbianas
utilizadas no teste de floculagao.
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[multiplicacic] [multiplicagéo
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lcultivo YEPD / 24-48 hs / 30°C] lcultivo MRS / 24-48 hs / 32°C]
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lcentrifugaciio — 3600 G / 10 minutos /4°C
L
llavagem - solugio EDTA 0,025 M — 2 x|
J

[suspensao das células em tampdo Tris — HCl 10" M —ph 7,0 — 7,5|

Figura 1: Condi¢des de cultivo e separagdode células para o teste de floculagao

3.4. Relaciio entre as concentracdes celulares na floculagio

Para os testes de floculagdo foram utilizadas culturas de leveduras com
concentragdo de 10% v/v, com uma populagdo entre 1 a 5,0 x 10* UFC de levedura/mL,
concentra¢do esta comumente encontrada em uma dorna de fermentagao alcoolica.

As populagdes iniciais de leveduras e bactérias, na suspensdo em agua deionizada
em tampdo Tris-HC1 10™"M, pH 7,0-7,5 foi determinada por plaqueamento “pour plate”
e, no caso das bactérias, diluida a fim de se obter a populagdo minima limite causadora

da floculagdo.

3.5. Teste de floculacdo

Os testes de floculagio foram realizados de acordo com o método de Stratford &
Keenan (1988), adaptado para a utilizagdo de suspensdes mistas de leveduras e bactérias.
Este método baseia-se na velocidade de sedimentagdo e clarificagdo do sobrenadante da
suspensdo de microrganismos. Desta forma adicionou-se em tubos de ensaio (16 x 150
mm) 3 mL da suspensdo de leveduras, 3 mL da suspensdo de bactérias e solu¢do de
CaCl, 5x10”°M em quantidade suficiente para se obter uma concentragdo final de
1x10°M. A seguir os tubos foram agitados manualmente por 2 minutos, mantidos em
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repouso por 5 minutos e depois, com auxilio de um pipetador automatico, coletou-se 3

mL da amostra do sobrenadante, medindo-se a absorbéncia em espectrofotometro a
600nm.

A Figura 2 ilustra os procedimentos realizados no teste de floculagdo.

13 mL da suspensdo de leveduras|
+

3 mL da suspensdo de bactérias|

i

[1,5 mL solugéio CaCl 2 5 x 10-2 M
N
lagitagdo manual — 2 minutos|
¥
Irepouso — 5 minutos|
J
Iretirada do sobrenadante
J

Leitura (absorbéncia) espectrofotdmetro 600nm|

Figura 2: Procedimento para o teste de floculagdo

3.6. Efeito da temperatura na floculagdo

Para se verificar o efeito da temperatura, os testes de floculagdo foram realizados
em temperaturas de 33°C e 39°C, uma vez que estes niveis de temperatura sdo
frequentemente observados durante a safra. Também foram conduzidos testes de
floculagio apds o tratamento térmico das cepas microbianas (45 °C, 55 °C e 65 °C/ 30

minutos), com a finalidade de se elucidar os mecanismos envolvidos neste processo.

3.7. Efeito do teor alcodlico na floculagdo
Para se verificar o efeito do teor alcoolico foram realizados testes de floculagédo
na presenga de 7,0 % e 9,0% de alcool, uma vez que estes niveis de teores alcodlicos sdo

observados na pratica industrial.
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3.8. Efeito do tratamento enzimitico sobre a capacidade floculante de

bactérias em leveduras

3.8.1. Tratamento com protease de Streptomyces griseus

De acordo com a metodologia descrita por Santos (1991), acrescentou-se a
enzima protease de Streptomyces griseus (Sigma, P 5147) na concentragio de 0,1 g/l a
frascos erlenmeyer contendo 50mL da suspensdo das culturas bacterianas floculentas
preparadas conforme descrito no item 3.3. Os frascos foram incubados sob agitagio de
100 rpm a 30 °C sendo que ap6s 40 minutos foram retiradas amostras para se medir a
capacidade floculante.

3.8.2. Tratamento com papaina

Utilizou-se a enzima papaina (Biochemical, 3.4.22.2) para se verificar a
ocorréncia de desfloculagdo em células floculadas de leveduras e bactérias adicionando-
se a mesma no material floculado, e a seguir observando a acorréncia de desfloculagdo

através da leitura em espectofotometro a 600 nm deste material .

3.9. Efeito do tratamento com modificadores quimicos dos componentes da
parede celular sobre a capacidade floculante de leveduras e bactérias

As culturas de leveduras e bactérias submetidas a tratamento com modificadores

quimicos dos componentes da parede celular foram preparadas conforme descrito no

item 3.3.

3.9.1. Modificadores quimicos de proteinas
De acordo com a metodologia descrita por Bromberg (1994), células bacterianas
de culturas floculentas foram tratadas com os seguintes modificadores quimicos de

proteinas:
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a) Anidrido Acético: as suspensdes de células foram tratadas com solugdo de
anidrido acético 4 x 10" M preparada em dioxano 2 M, e incubadas a
temperatura ambiente por 30 minutos, ajustando o pH para 6,0 com NaOH
1 N.

b) Anidrido Maleico: as suspensdes de células foram tratadas com solugdio de
anidrido maleico 2 x 10" M preparada em dioxano 2 M, e incubadas a
temperatura ambiente por 30 minutos, ajustando o pH para 7,5 com NaOH
1 N.

A seguir as células tratadas foram lavadas duas vezes com agua destilada e
submetidas ao teste de floculagédo.

3.9.2. Modificadores quimicos de carboidratos
De acordo com a metodologia descrita por Bromberg (1994), células de culturas
de leveduras foram tratadas com o seguinte modificador quimico de carboidrato:
a) Periodato de Sodio: as suspensdes de células foram tratadas com solugdo de
NalO; 2 x 102 M, a 20 °C por 30 minutos, no escuro.

A seguir as células tratadas foram lavadas trés vezes com agua deionizada e
submetidas ao teste de floculagdo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A floculagdo de leveduras por bactérias pdde ser quantificada pela rapida
diminui¢do da turbidez da suspensdo das células de levedura, com o decorrer do
tempo. Na auséncia de floculagdo, a turbidez da suspensdo diminuiu vagarosamente,
mas na presenga de bactérias floculentas a queda da turbidez foi bastante acelerada.

Os resultados dos testes de _ﬂoculagﬁo realizados com as leveduras FT
134L/PE-2 e FT 136L/VR-1 frente as espécies/cepas bacterianas encontram-se nas
Tabelas 1 a 13.

De uma forma geral, os resultados obtidos mostraram uma grande varia¢do na
capacidade floculante das bactérias estudadas e nos seus respectivos niveis de
contaminagdo. Foi constatada que muitas cepas das espécies de Lactobacillus
apresentaram capacidade de flocular células de levedura enquanto que outras cepas das
mesmas espécies ndo foram habeis em desencadear o processo de floculagdo. Todas as
espécies de Bacillus ndo apresentaram capacidade floculadora.

Para efeito de padronizagdo dos resultados e, de acordo com Santos (1991),
foram consideradas como fortemente floculante (+++) as espécies bacterianas que
proporcionaram uma leitura em absorbancia inferior a 0,25. Foi denominado como
mediamente floculante (++) as leituras entre 0,25 a 0,40, fracamente floculante (+) as
bactérias que proporcionaram leitura entre 0,40 a 0,65 e como nao floculante (-) as

culturas bacterianas que proporcionaram leitura (absorbancia) superior a 0,65.

4.1. Avaliacdo da capacidade floculante de bactérias frente a levedura
FT 134L/PE-2.
Os resultados dos testes de floculagdo realizados com a levedura FT 134L/PE-2
encontram-se na Tabela 1.
Esta Tabela mostra que as cepas de L. fermentum (FT 038B), L. plantarum (FT

032B), L. fructivorans (FT 091B, FT 189B e FT 289B), L. fructosus (FT 138B e FT
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243B) e L. buchneri (FT 048B) apresentaram capacidade de flocular a levedura
Saccharomyces cerevisiae (FT 134L/PE-2). Ja L. fermentum (FT 108B, FT256B ¢ CCT
2571), L. plantarum (FT 158B, FT 286B e CCT 2687), L. buchneri (CCT 3746), B.
subtilis (FT 014B) e B. coagulans (FT 003B) nio foram capazes de provocar a
floculacdo, nas condigdes estudadas. A espécie L. fructivorans (FT 146B) mostrou-se
fracamente floculante. Estes resultados concordam com a afirmagdo de Santos (1991) de
que somente algumas espécies de L. fermentum provocam a floculagdo de células de
levedura.

Com os resultados obtidos nesta pesquisa pode-se dizer que outras espécies de
Lactobacillus também sdo héabeis em provocar a floculagdo de células de levedura além
do ja conhecido L. fermentum. Estes resultados estdo de acordo com Garcia (1999), o
qual constatou que 2 cepas de L. fermentum e 2 cepas de L. fructivorans flocularam a
levedura S. cerevisiae. A ocorréncia da floculagdo foi constatada pela redugio drastica
da absorbéancia do sobrenadante, ap6s a adigio de uma solugdio de CaCl, 10° M, com
agitacdo vigorosa, seguida de um periodo de repouso da mistura de células bacterianas e
de levedura.

Com relagdo as cepas bacterianas que apresentaram capacidade floculante,
procurou-se verificar a partir de qual nivel bacteriano se iniciaria o processo de
floculag@o. De acordo com os ensaios realizados constatou-se que L. fermentum (FT
038B) e L. plantarum (FT 032B) apresentaram capacidade de flocular a levedura quando
em nivel superior a 5,0 x 10’ UFC/mL; L. fiuctivorans (FT 091B e FT 189B) requerem
niveis mais baixos, entre 1,0 a 2,0 x 10’ UFC/mL para desencadear o processo de
floculagdo, enquanto que a cepa de L. fructivorans (FT 289B) necessita de
concentragdes superiores a 8,0 x 10’ UFC/mL. Estes resultados também concordam com
as observagoes de Garcia (1999).

Ja L. fiructosus (FT 138B) em concentragdo de 1,0 x 10’ UFC/mL foi capaz de
flocular a levedura e, a cepa FT 243B desta mesma bactéria desencadeou o processo de

floculagio quando em nivel préximo a 3,0 x 10’ UFC/mL.
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Por outro lado, L. buchneri (FT 048B) apresentou capacidade de flocular a
levedura quando a populago bacteriana atingiu nives superiores a 10 UFC/mL.

As concentrages de células bacterianas utilizadas nesta pesquisa coincidem com
o numero de células bacterianas contaminantes encontrado nas dormnas de fermentagdo
alcodlica (Gallo, 1989; Rodini, 1985), visto que uma dorna com problemas de
contaminagdo bacteriana apresenta entre 10° a 10® UFC/mL.

Tabela 1: Capacidade floculante de bactérias frente a levedura FT 134L/PE-2.

Microrganismo Populacio Leitura (A) Grau de
levedura:bactéria 600 nm Floculacio
L. fermentum (FT 038B) 1,2x10° : 3,4x10° 0,169 e
L. fermentum (FT 038B) 1,2x10° : 1,7x10° 0,081 ++
L. fermentum (FT 038B) 1,2x10° : 6,8x10’ 0,151 -+
L. fermentum (FT 038B) 1,2x10% : 3,4x10’ 1,093 _
L. fermentum (FT 038B) 1,2x108 : 1,710’ 1,242 B
L. fermentum (FT 108B) 1,2x10° : 2,0x10° 1222 B
L. fermentum (FT 108B) 1,2x10° : 1,0x10° 1,070 -
L. fermentum (FT 108B) 1,2x10° : 5,0x10’ 1,201 B
L. fermentum (FT 256B) 1,2x10° : 8,0x10° 1,271 B
L. fermentum (FT 256B) 1,2x10° : 8,0x10’ 1,026 B
L. fermentum (FT 256B) 1,2x10° : 4,0x10’ 1,032 _
L. fermentum (FT 256B) 1,2x10° : 2,0x10’ 1,036 i
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Microrganismo Populac¢ao Leitura (A) Grau de
levedura:bactéria 600 nm Floculaciao
L. plantarum (FT 032B) 1,2x10° : 2,2x10° 0,079 I
L. plantarum (FT 032B) 1,2x10%: 4,5x107 0,826 -
L. plantarum (FT 032B) 1,2x10% : 2,2x107 1,179 B
L. plantarum (FT 158B) 1,2x10% : 2,2x10° 1,437 _
L. plantarum (FT 158B) 1,2x10° : 2,2x10° 0,563 +
L. plantarum (FT 158B) 1,2x10° : 1,1x10° 1,088 ~
L. plantarum (FT 286B) 1,2x10° : 1,8x10° 1,563 B
L. plantarum (FT 286B) 1,2x10° : 1,8x10° 1,218 B
L. plantarum (FT 286B) 1,2x10%: 9,2x10’ 1,156 B
L. fiructivorans (FT 091B) 1,2x10% 4,0x10° 0,529 F
L. fructivorans(FT 091B) 1,2x10%: 1,6x10° 0,372 —+
L. fructivorans (FT 091B) 1,2x10%: 4,0x10’ 0,060 S+
L. fructivorans (FT 091B) 1,2x10% 1,6x10’ 0,054 ++
L. fructivorans (FT 091B) 1,2x10% 8,0x10° 1,091 B
L. fructivorans ( FT146B) 1,2x10% 2,0x10° 0,700 B
L. fructivorans (FT146B) 1,2x10% 1,0x10° 0,640 +
L. fructivorans (FT146B) 1,2x10% 5,0x10’ 0,604 F
L. fructivorans (FT146B) 1,2x10% 1,0x10’ 0,690 B
L. fructivorans (FT146B) 1,2x10% 8,0x10° 0,922
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Microrganismo Populacio Leitura (A) Grau de
levedura:bactéria 600 nm Floculacio

L. fructivorans (FT 189B) 1,2x10% 2,9x10° 0,688 _
L. fructivorans (FT 189B) 1,2x10% 5,8x10’ 0,402 +
L. fructivorans (FT 189B) 1,2x10% 2,9x10’ 0,156 ++
L. fructivorans (FT 189B) 1,2x10% 1,5x10’ 0,805 i
L. fructivorans (FT 289B) 1,2x10% 1,3x10° 0,150 +
L. fructivorans (FT 289B) 1,2x10% 8,8x10’ 0,535 +
L. fructivorans (FT 289B) 1,2x10% 6,5x10’ 0,942 _
L. fructosus (FT 138B) 1,2x10% 4,0x10° 0,609 +
L. fructosus (FT 138B) 1,2x10% 1,6x10° 0,320 ++
L. fructosus (FT 138B) 1,2x10% 4,0x10’ 0,107 ++
L. fructosus (FT 138B) 1,2x10% 2,0x10’ 0,226 ot
L. fructosus (FT 138B) 1,2x10% 1,0x10’ 0,496 =
L. fructosus (FT 243B) 1,2x10% 9,2x10° 0,098 +
L. fructosus (FT 243B) 1,2x10% 9,2x10’ 0,076 S
L. fructosus (FT 243B) 1,2x10°% 4,6x10’ 0,254 St
L. fructosus (FT 243B) 1,2x10% 3,1x10’ 0,750 B
L. fructosus (FT 243B) 1,2x10% 1,2x10’ 0,790 B
L. buchneri (FT 048B) 1,2x10% 1,4x10° 1,060 B
L. buchneri (FT 048B) 1,2x10% 1,4x10° 0,108 -
L. buchneri (FT 048B) 1,2x10% 7,0x10’ 0,750 B
L. buchneri (FT 048B) 1,2x10% 1,4x10’ 1,008
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Microrganismo Populacio Leitura (A) Grau de
levedura:bactéria 600 nm Floculacio
B. subtilis (FT 014B) 1,2x10% 3,0x10° 1,119 _
B. subtilis (FT 014B) 1,2x10% 1,5x10° 1,085 _
B. subtilis (FT 014B) 1,2x10% 6,010 1,044 B
B. subtilis (FT 014B) 1,2x10%: 3,0x10’ 1,008 B
B. coagulans (FT 003B) 1,2x10% 3,5x10° 1,151 B
B. coagulans (FT 003B) 1,2x10% 1,5x10° 1,065 B
B. coagulans (FT 003B) 1,2x10% 7,0x10’ 1,021 B
B. coagulans (FT 003B) 1,2x10% 3,5x10’ 1,018 B
L. fermentum (CCT 2571) 1,5%10° :2.2x10° 1,242 _
L. fermentum (CCT 2571) 1,510° : 1,1x10° 1,103 B
L. fermentum (CCT 2571) 1,5x10° : 4,4x10’ 0,987 B
L. plantarum (CCT 2687) 1,5x10% : 1,1x10° 1,062 _
L. plantazrum (CCT 2687) 1,5x10° : 5,5x10’ 1,001 B
L. plantarum (CCT 2687) 1,5x10°% : 2,2x10’ 0,988 B
L. buchneri (CCT 3746) 1,5x10% 1,1x10° 1,114 B
L. buchneri (CCT 3746) 1,5x10% 5,5x10’ 1,087 B
L. buchneri (CCT 3746) 1,5x10% 2,2x107 1,012
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Os graficos a seguir ilustram os resultados dos testes de floculagdo realizados
com a levedura FT 134L/PE-2 frente as espécies/cepas bacterianas. A populagdo

bacteriana esté expresssa em 10’ UFC/mL.
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Figura 3: Capacidade floculante de L. fermentum (FT 038B) frente a levedura PE-2.
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L. fermentum (FT 108B)
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Figura 4: Capacidade floculante de L. fermentum (FT 108B) frente a levedura PE-2.

L. fermentum (FT256B)
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Figura 5: Capacidade floculante de L. fermentum (FT 256B) frente a levedura PE-2.
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L. plantarum (FT 032B)
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Figura 6: Capacidade floculante de L. plantarum (FT 032B) frente a levedura PE-2.

L. plantarum (FT 158B)
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Figura 7: Capacidade floculante de L. plantarum (FT 158B) frente a levedura PE-2.
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L. plantarum (FT 286B)
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Figura 8: Capacidade floculante de L. plantarum (FT 286B) frente a levedura PE-2.
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Figura 9: Capacidade floculante de L. fructivorans (FT 091B) frente a levedura PE-2.
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L. fructivorans (FT 146B)
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Figura 10: Capacidade floculante de L. fructivorans (FT 146B) frente a levedura PE-2.
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Figura 11: Capacidade floculante de L .fructivorans (FT 189B) frente a levedura PE-2.
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L. fructivorans (FT 289B)
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Figura 12: Capacidade floculante de L .fructivorans (FT 289B) frente a levedura PE-2.

L. fructosus (FT 138B)
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Figura 13: Capacidade floculante de L. fructosus (FT 138B) frente a levedura PE-2.
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L. fructosus (FT 243B)
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Figura 14: Capacidade floculante de L .fructosus (FT 243B) frente a levedura PE-2.

L. buchneri (FT048B)
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Figura 15: Capacidade floculante de L . buchneri (FT 048B) frente a levedura PE-2.
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B. subtilis (FT 014B)
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Figura 16: Capacidade floculante de B. subtilis (FT 014B) frente a levedura PE-2.
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Figura 17: Capacidade floculante de B. coagulans (FT 003B) frente a levedura PE-2.
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L. fermentum (CCT 2571)
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Figura 18: Capacidade floculante de L. fermentum (CCT 2571) frente a levedura PE-2.

L. plantarum (CCT 2687)

absorbancia 600nm
e
o
I

11 _ 5,5 : 2,2
populacao bacteriana

Figura 19: Capacidade floculante de L. plantarum (CCT 2687) frente a levedura PE-2.
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L. buchneri (CCT 3746)
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Figura 20: Capacidade floculante de L. buchneri (CCT 3746) frente a levedura PE-2.
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4.2. Avaliacdo da capacidade floculante de bactérias frente a levedura
FT 136L/VR-1.

Os resultados dos testes de floculagio realizados com a levedura FT 136L/VR-1
encontram-se na Tabela 2.

Os testes de floculagdo realizados com a levedura FT 136L/VR-1 mostraram que
as especies bacterianas que apresentaram capacidade floculante foram L. fermentum (FT
038B), L. plantarum (FT 032B), L. fructivorans (FT 091B e FT 189B), L. fructosus (FT
243B) e L. buchneri (FT 048B). Ja para L. fermentum (FT 108B, FT256B e CCT 2571),
L. plantarum (FT 158B, FT 286B e CCT 2687), L. fructivorans (FT 289B), L. fructosus
(FT 138B), L. buchneri (CCT 3746), B. subtilis (FT 014B) e B. coagulans (FT 003B)
ndo foi observado processo de floculagdo, enquanto que L. fructivorans (FT 146B)
mostrou-se novamente fracamente floculante.

De acordo com Garcia (1999), algumas cepas de Lactobacillus como L
plantarum., L. confusus, L. fructosus, L. fructivorans, L. coryniformis, L. maltaromicus,
L. vaccinostercus e L. fermentum podem ser consideradas como ndo floculentas uma
vez que ndo flocularam a levedura S. cerevisiae. O fato de ocorrer uma diminui¢éo na
leitura da absorbancia das cepas de Lactobacillus nio floculentos pode ser devido ao
menor numero de células de bactérias em suspensfo no meio (devido a dilui¢do), no
momento da leitura da absorbéncia.

Para as espécies bacterianas que apresentaram habilidade em flocular a levedura
S. cerevisiae (FT 136L/VR-1), observou-se que as concentragdes celulares requeridas
para o desencadeamento deste processo foram superiores as encontradas para a levedura
S. cerevisiae (FT 134L/PE-2) ou seja, L. fermentum (FT 038B), L. plantarum (FT
032B) e L. buchneri (FT 048B) necessitaram de populagdo superior a 10° UFC/mL; L.
fructivorans (FT 091B) de 1,0 x 10’ UFC/mL enquanto a cepa FT 189B requer 5,0 x 10’
UFC/mL. Para L. fiuctosus (FT 243B) sdo necessarios niveis proximos a 5,0 x 10’
UFC/mL para o inicio do processo de floculagéo.

38



*

As bactérias consideradas floculentas apresentaram diferengas quanto a
intensidade de floculagdo. Isto pode ser devido a existéncia de um maior niimero de
sitios de interagdo com as células de levedura nas cepas fortemente floculentas do que
naquelas com menor poder floculante (Stratford, 1996).

A parede celular de S. cerevisiae constitui-se de glicana € manana, e de
quantidades menores de quitina, fosfato, lipideo e proteinas (Parodi, 1981). Esta é
composta internamente por uma camada de glicana e, externamente por camada de
fosfomanana, a qual forma complexos com proteinas (Forster et al., 1985). Lactobacillus
sd0 bactérias Gram-positivas tendo como principal constituinte da parede celular uma
camada externa de peptideoglicano, além de acido teicoico e de polissacarideos.

As mananas da parede celular parecem estar envolvidas na floculagdo, devido a
sua localiza¢@o e também pela ocorréncia de desfloculag@o pela manose (Calleja, 1987;
Eddy & Phill, 1955). De acordo com Mill (1964b), o teor de manana e de glicana de
leveduras floculentas e ndo floculentas € praticamente igual. Por outro lado, Amory et al.
(1988) mostraram que o nivel de manana presente em leveduras floculentas é maior do
que o encontrado em células ndo floculentas.

Ainda de acordo com Miki et al. (1982a) a floculag@o resulta da ocorréncia de
uma ligac@o especifica entre a proteina (lectinas) de células floculentas, e os receptores
de manana da parede cehular de células adjacentes, requerendo ions calcio cuja fungdo ¢

conformacdo ativa.

lo diferengas nos niveis da contamina¢do bacteriana requeridas
1080 das leveduras FT 134L/PE-2 e FT 136L/VR-1, supde-se
rarede celular destas leveduras pode ser diferente e com isto

mor quantidade de sitios receptores para que ocorresse a

(1989), relataram a ocorréncia de floculagdo em células
os os estagios de crescimento celular, sugerindo que este

da disponibilidade de um numero suficiente de sitios
39
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receptores, necessitando além disso, que 0s mesmos se encontrem em correta
conformagdo para que as células formem agregados estaveis. Estes mesmos
pesquisadores verificaram que células filhas novas apresentam um grau de
floculéncia menor que a célula mae, porém a medida que as células filhas passam
por divisdes celulares, estas adquirem a caracteristica de flocular.

Com relagdo as cepas de S. cerevisiae FT 134L/PE-2 e FT 136L/VR-1 foi
verificado se havia presenga de agrupamentos celulares nas varias fases de crescimento
destas leveduras, porém em todas elas foram observadas apenas células ovaladas, com
brotamento multilateral sendo que as células filhas se desprendiam completamente da

célula mée, o que indica que estas ndo apresentam caracteristicas floculantes.

Tabela 2: Capacidade floculante de bactérias frente a levedura FT 136L/VR-1

Microrganismo Popula¢io Leitura (A) Grau de
levedura:bactéria 600 nm Floculacio
L. fermentum (FT 038B) 1,0x10°: 3,4x10° 0,901 ~
L. fermentum (FT 038B) 1,0x10%: 1,7x10° 0,639 +
L. fermentum (FT 038B) 1,0x10° : 6,8x10’ 0,819 B
L. fermentum (FT 038B) 1,0x10° : 3,4x10’ 1,001 B
L. fermentum (FT 038B) 1,0x10%: 1,7x10’ 1,095 B
L. fermentum (FT 108B) 1,0x10° : 2,0x10° 1,412 _
L. fermentum (FT 108B) 1,0x10% ; 1,0x10° 1,214 ~
L. fermentum (FT 108B) 1,0x10% : 5,0x10 1,138 | _
L. fermentum (FT 256B) 1,0x10° : 8,0x10° 1,270 B
L. fermentum (FT 256B) 1,0x10°: 8,0x10 1,060 B
L. fermentum (FT 256B) 1,0x10° : 4,0x10’ 1,048 ~
L. fermentum (FT 256B) 1,0x10% : 2,0x10’ 1,040 B
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Microrganismo Populacio Leitura (A) Grau de
levedura:bactéria 600 nm Floculacio
L. plantarum (FT 032B) 1,0x10%: 2,2x10° 0,568 +
L. plantarum (FT 032B) 1,0x10° : 4,510’ 0,865 B
L. plantarum (FT 032B) 1,0x10% : 2,2x10’ 0,972 -
L. plantarum (FT 158B) 1,0x10° : 2,2x10° 1,589 B
L. plantarum (FT 158B) 1,0x10% : 2,2x10° 1,251 -
L. plantarum (FT 158B) 1,0x10° : 1,1x10° 1,188 _
L. plantarum (FT 286B) 1,0x10%: 1,8x10° 1,518 ~
L. plantarum (FT 286B) 1,0x10° : 1,8x10° 1,161 __
L. plantarum (FT 286B) 1,0x10% : 9,2x10’ 1,092 B
L. fructivorans (FT 091B) 1,0x10°% 4,0x10° 0,810 B
L. fructivorans (FT 091B) 1,0x10% 1,6x10° 0,553 +
L. fructivorans (FT 091B) 1,0x10% 4,0x10’ 0,499 ~
L. fructivorans (FT 091B) 1,0x10% 1,6x10’ 0,449 +
L. fructivorans (FT 091B) 1,0x10% 8,0x10° 1,119 B
L. fructivorans ( FT146B) 1,0x10% 2,0x10° 0,809 _
L. fructivorans (FT146B) 1,0x10% 1,0x10° 0,712 B
L. fructivorans (FT146B) 1,0x10% 5,0x10’ 0,613 +
L. fructivorans (FT146B) 1,0x10% 1,0x10’ 1,012 B
L. fructivorans (FT146B) 1,0x10%: 8,0x10° 1,056
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Microrganismo Populacio Leitura (A) Grau de
levedura:bactéria 600 nm Floculagio

L. fructivorans (FT 189B) 1,0x10% 2,9x10° 0,610 ¥
L. fructivorans (FT 189B) 1,0x10% 5,8x10’ 0,483 +
L. fructivorans (FT 189B) 1,0x10% 2,9x10’ 0,898 B
L. fructivorans (FT 189B) 1,0x10% 1,5x10’ 1,012 B
L. fructivorans (FT 289B) 1,0x10% 1,3x10° 0,793 B
L. fructivorans (FT 289B) 1,0x10% 8,8x10’ 0,947 B
L. fructivorans (FT 289B) 1,0x10% 6,5x10’ 1,062 _
L. fructosus (FT 138B) 1,0x10% 4,0x10° 0,721 B
L. fructosus (FT 138B) 1,0x10% 1,6x10° 0,701 ~
L. fructosus (FT 138B) 1,0x10% 4,0x10’ 0,690 B
L. fructosus (FT 138B) 1,0x10% 2,0x10’ 0,883 B
L. fructosus (FT 138B) 1,0x10% 1,0x10’ 0,989 B
L. fructosus (FT 243B) 1,0x10% 9,2x10° 0,055 -
L. fructosus (FT 243B) 1,0x10% 9,2x10’ 0,235 .
L. fructosus (FT 243B) 1,0x10% 4,6x10’ 0,434 +
L. fructosus (FT 243B) 1,0x10% 3,1x10’ 0,638 +
L. fructosus (FT 243B) 1,0x10% 1,2x10’ 0,994 ~
L. buchneri (FT 048B) 1,0x10% 1,4x10° 1,073 B
L. buchneri (FT 048B) 1,0x10% 1,4x10° 0,180 R
L. buchneri (FT 048B) 1,0x10% 7,0x10’ 0,678 B
L. buchneri (FT 048B) 1,0x10% 1,4x10’ 0,932
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Microrganismo Populacao Leitura (A) Grau de
levedura:bactéria 600 nm Floculacao
B. subtilis (FT 014B) 1,0x10% 3,0x10° 0,935 ~
B. subtilis (FT 014B) 1,0x10% 1,5x10° 1,132 B
B. subtilis (FT 014B) 1,0x10%: 6,0x10’ 1,098 i
B. subtilis (FT 014B) 1,0x10% 3,0x10’ 1,090 -
B. coagulans (FT 003B) 1,0x10% 3,5x10° 0,852 B
B. coagulans (FT 003B) 1,0x10% 1,5x10° 0,997 B
B. coagulans (FT 003B) 1,0x10% 7,0x10’ 1,010 B
B. coagulans (FT 003B) 1,0x10% 3,5x10’ 1,031 B
L. fermentum (CCT 2571) 3,8x10% : 2,2x10° 1.225 B
L. fermentum (CCT 2571) 3,8x10° : 1,1x10° 1,141 B
L. fermentum (CCT 2571) 3,8x10° : 4,4x10 1,005 B
L. plantarum (CCT 2687) 3,8x10% : 1,1x10° 1,080 _
L. plantarum (CCT 2687) 3,8x10° : 5,5x10’ 0,936 B
L. plantarum (CCT 2687) 3,8x10° : 2,2x10’ 0,902 B
L. buchneri (CCT 3746) 3,8x10% 1,1x10° 1,143 B
L. buchneri (CCT 3746) 3,8x10% 5,5x107 0,888 i
L. buchneri (CCT 3746) 3,8x10% 2,2x10’ 0,903
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Os graficos a seguir ilustram os resultados dos testes de floculagdo realizados
com a levedura FT 136L/VR-1 frente as espécies/cepas bacterianas. A populacdo

bacteriana est4 expressa em 10" UFC/mL.

L. fermentum (FT 038B)
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Figura 21: Capacidade floculante de L. fermentum (FT 038B) frente a levedura VR-1.

44



L. fermentum (FT 108B)
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Figura 22: Capacidade floculante de L. fermentum (FT 108B) frente a levedura VR-1.
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Figura 23: Capacidade floculante de L. fermentum (FT 256B) frente a levedura VR-1.
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L. plantarum (FT 032B)
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Figura 24: Capacidade floculante de L. plantarum (FT 032B) frente a levedura VR-1.
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Figura 25: Capacidade floculante de L. plantarum (FT 158B) frente a levedura VR-1.
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L. plantarum (FT 286B)
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Figura 26: Capacidade floculante de L. plantarum (FT 286B) frente a levedura VR-1.
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Figura 27: Capacidade floculante de L. fiuctivorans (FT 091B) frente & levedura VR-1.
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L. fructivorans (FT 146B)
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Figura 28: Capacidade floculante de L. fructivorans (FT 146B) frente a levedura VR-1.

L. fructivorans (FT189B)
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Figura 29: Capacidade floculante de L. fiuctivorans (FT 189B) frente a levedura VR-1.
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L. fructivorans (FT 289B)
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Figura 30: Capacidade floculante de L. fructivorans (FT 289B) frente a levedura VR-1.

L. fructosus (FT 138B)
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Figura 31: Capacidade floculante de L. fructosus (FT 138B) frente a levedura VR-1.
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L. fructosus (FT 243B)
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Figura 32: Capacidade floculante de L. fructosus (FT 243B) frente 4 levedura VR-1.

L. buchneri (FT 048B)
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Figura 33: Capacidade floculante de L. buchneri (FT 048B) frente a levedura VR-1.
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B. subtilis (FT 014B)
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Figura 34: Capacidade floculante de B. subtilis (FT 014B) frente a levedura VR-1.

B. coagulans (FT003B)
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Figura 35: Capacidade floculante de B. coagulans (FT 003B) frente a levedura VR-1.
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L. fermentum (CCT 2571)
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Figura 36: Capacidade floculante de L. fermentum (CCT 2571) frente a levedura VR-1.

L. plantarum (CCT 2687)
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Figura 37: Capacidade floculante de L. plantarum (CCT 2687) frente a levedura VR-1.
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L. buchneri (CCT 3746)
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Figura 38: Capacidade floculante de L. buchneri (CCT 3746) frente a levedura VR-1.
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Tabela 3: Relagio entre as populagdes de bactérias e leveduras no teste de floculago.

Microrganismo FT 134L/PE-2 Grau de FT 136L/VR-1 Grau de
Floculagio Floculacao
L. fermentum (FT 038B) 2,80 g 1,70 +
L. fermentum (FT 038B) 1,40 -+ - -
L. fermentum (FT 038B) 0,57 -+ o -
L. plantarum (FT 032B) 1,80 e 2,20 +-
L. plantarum (FT 158B) 1,80 + x .
L. fructivorans (FT 091B) 3,30 + 1,60 +
L. fructivorans (FT 091B) 1,30 ++ 0,40 +
L. fructivorans (FT 091B) 0,33 ++ 0,16 +
L. fructivorans (FT 091B) 0,13 +++ - -
L. fructivorans (FT 146B) 0,83 + 0,50 4
L. fructivorans (FT 146B) 0,42 + - -
L. fructivorans (FT 189B) 0,48 + 2,90 +
L. fructivorans (FT 189B) 0,24 +H 0,58 3
L. fructivorans (FT 289B) 1,10 + . =
L. fructivorans (FT 289B) 0,73 + - -
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Microrganismo FT 134L/PE-2 Grau de FT 136L/VR-1 Grau de
Floculagéo Floculagio
L. fructosus (FT 138B) 3,30 + % 2
L. fructosus (FT 138B) 1,30 ++ : -
L. fructosus (FT 138B) 0,33 +++ 2 -
L. fructosus (FT 138B) 0,17 — . -
L. fructosus (FT 138B) 0,083 + N -
L. fructosus (FT 243B) 7,70 ++ 9,20 -+
L. fructosus (FT 243B) 0,77 ++ 0,92 ++
L. fructosus (FT 243B) 0,38 e 0,46 +
L. fructosus (FT 243B) 0,31 +
L. buchneri (FT 048B) 1,20 i 1,40 Tt

No geral, a relagdo de células de bactérias/leveduras para se conseguir a méxima

floculagdo esta entre 0,20 a 3,0, porém ha casos como o L. fructosus (FT 243B) que

apresentou um alto grau de floculagdo mesmo com uma relagdo de 7,70. No caso de

L. plantarum (FT 032B) e L. buchneri (FT 048B) as variagbes sdo muito restritas,

onde as relagdes bactérias/leveduras para maxima floculagdo sdo de 1,80 e 1,20,

respectivamente utilizando a levedura S. cerevisiae (FT 134L/PE-2). A razio destas

diferengas de comportamento entre espécies bacterianas € ainda desconhecida.

Estes valores sdo inferiores aqueles apresentados por Yokoya & Oliva-Neto

(1991) sendo que, estas diferencas podem ser devidas a densidade das populagdes

microbianas utilizadas nos ensaios de floculag3o.

55




A Tabela 3 também mostra que a levedura FT 136L/VR-1 foi menos susceptivel
a floculagdo do que a levedura FT 134L/PE-2, sendo que a relagio bactéria/levedura

de maxima floculagdo para ambas as leveduras s3o muito semelhantes.

4.3. Influéncia do teor alcodlico no processo de flocula¢io

A Tabela 4 apresenta os resultados dos testes de floculagdo realizados com a
levedura FT 134L/PE-2 na presenca de 7,0% e 9,0% de teor alcodlico.

Foi observado que a presenga de alcool no meio parece apresentar efeito
inibitério no processo de floculagdo da levedura S. cerevisiae (FT 134L/PE-2) uma vez
que, as leituras de absorbancia encontradas para cepas bacterianas que haviam
apresentado habilidade em flocular esta levedura foram superiores as leituras de
absorbancia quando nédo havia a presenga de dlcool no meio de floculagéo.

Desta forma, para os mesmos niveis bacterianos estudados, as leituras de
absorbancia encontradas nos testes de floculagdo foram crescentes na auséncia de alcool
no meio, com 7,0% de teor alcodlico e 9,0% de teor alcodlico, respectivamente.

A Tabela 5 apresenta os resultados dos testes de floculagdo realizados com a
levedura FT 136L/VR-1 na presencga de 7,0% e 9,0% de teor alcodlico.

Neste caso a presenga de alcool no meio de floculagdo parece apresentar efeito
estimulante no processo de floculagdo da levedura S. cerevisiae (FT 136L/VR-1), ao
contrario do observado para a levedura S. cerevisiae (FT 134L/PE-2).

Desta forma para os mesmos niveis bacterianos estudados, as leituras de
absorbancia encontradas mnos testes de floculagdo foram decrescentes quando
comparadas na auséncia de alcool no meio, com 7,0% de teor alcodlico e 9,0% de teor
alcoodlico.

Jin & Speers (1999b) estudaram duas cepas de S. cerevisiae as quais
apresentavam os genes Flo1l e New flo respectivamente. Foi verificado o comportamento
destas duas cepas com relagd@o ao teor de etanol (0 a 10%), concluindo que a cepa com o

gene Flo1 n3o foi afetada pelo nivel de etanol enquanto que a floculagdo das células com
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o gene New flo aumentou com os aumentos crescentes nas concentragdes de etanol no
meio.

A existéncia de cepas floculentas e ndo floculentas de Lactobacillus pode
Justificar o fato de algumas usinas apresentarem problemas de floculagdo enquanto
outras ndo, mesmo apresentando niveis consideraveis e equivalentes de contaminagdo
(Yokoya, 1989). Uma possivel selegdo de cepas floculentas pode explicar o fato destas
ultimas passarem a apresentar, repentinamente, problemas de floculagdo. Isto seria
plausivel, uma vez que segundo Gallo (1989) a predomindncia de espécies
contaminantes varia durante a safra.

A caracteristica floculante provavelmente ¢ determinada geneticamente (Russel et
al., 1980; Wilkie & Evans, 1982) e pode estar relacionada com heranga plasmidial, em
fungdo de sua instabilidade. Esta instabilidade pode ser devido a facilidade de perda
destes fatores extracromossomicos. Os plasmideos sdo encontrados frequentemente em
bactérias lacticas e, particularmente, nas espécies de Lactobacillus contendo genes
responsaveis pela fermentagdo da lactose, resisténcia a bacteriéfagos, velocidade de
coagulacdo da caseina, etc. Ndo se pode porém descartar a possibilidade de heranga
cromossomica, sendo necessarios estudos genéticos para esclarecer o mecanismo de

transmissdo destas caracteristicas.

Tabela 4: Capacidade floculante de bactérias frente a levedura FT 134L/PE-2, na auséncia e
na presenga de 7,0% e 9,0% de teor alcodlico.

Microrganismo Populac¢ao Teste de Teste de Teste de
levedura:bactéria Floculacao Floculacao Floculacao
0,0% alcool 7,0% ilcool 9,0% alcool
L. fermentum (FT 038B) | 1,2x10°: 3,4x10° 0,169 0,177 0,349
L. fermentum (FT 038B) | 1,2x10°: 1,7x10° 0,081 0,223 0,361
L. fermentum (FT 038B) | 1,2x10%: 6,8x10’ 0,151 0,517 0,528
L. fermentum (FT 038B) | 1,2x10%: 3,4x10’ 1,093 1112 1,081
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Microrganismo Populacao Teste de Teste de Teste de
levedura:bactéria Floculacio Floculac¢ao Floculacio
0,0% alcool 7,0% dlcool 9,0% alcool
L. fermentum (FT 108B) | 1,2x10°:2,0x10° 1,222 1,147 1,098
L. fermentum (FT 108B) | 1,2x10%: 1,0x10° 1,070 1,007 1,069
L. fermentum (FT 108B) | 1,2x10%: 5,0x10’ 1,201 1,088 1,054
L. plantarum (FT 032B) | 1,2x10°:2,2x10° 0,079 0,861 0,944
L. plantarum (FT 032B) | 1,2x10°: 4,5x10’ 0,826 0,957 1,059
L. plantarum (FT 032B) | 1,2x10°:2,2x10’ 1,179 1,118 1,148
L. plantarum (FT 158B) | 1,2x10°:2,2x10° 1,437 1,218 1,240
L. plantarum (FT 158B) | 1,2x10%:2,2x10° 0,563 1,057 1,137
L. plantarum (FT 158B) | 1,2x10°: 1,1x10° 1,088 1,244 1,260
L. fructivorans (FT 091B) | 1,2x10% 1,6x10° 0,372 0,292 0,331
L. fructivorans (FT 091B) | 1,2x10% 4,0x10’ 0,060 0,112 0,129
L. fructivorans (FT 091B) | 1,2x10% 1,6x10’ 0,054 0,168 0,253
L. fructivorans (FT 091B) | 1,2x10% 8,0x10° 1,091 1,016 1,098
L. fructivorans (FT146B) | 1,2x10% 1,0x10° 0,640 1,030 1,084
L. fructivorans (FT146B) | 1,2x10% 5,0x10’ 0,604 1,071 1,144
L. fructivorans (FT146B) | 1,2x10%: 1,0x10’ 0,690 1,124 1,156
L. fructivorans (FT146B) | 1,2x10% 8,0x10° 0,922 1,188 1,182
L. fructivorans (FT 189B) | 1,2x10% 2,9x10° 0,688 0,657 0,433
L. fructivorans (FT 189B) | 1,2x10% 5,8x10’ 0,402 0,289 0,115
L. fructivorans (FT 189B) | 1,2x10% 2,9x10’ 0,156 0,148 0,106

58




Microrganismo Populacio Teste de Teste de Teste de

levedura:bactéria Floculac¢io Floculacao Floculacio

0,0% alcool 7,0% alcool 9,0% alcool
L. fructosus (FT 138B) 1,2x10% 4,0x10° 0,609 0,591 0,724
L. fructosus (FT 138B) 1,2x10% 1,6x10° 0,320 0,368 0,663
L. fructosus (FT 138B) 1,2x10% 4,0x10’ 0,107 0,291 0,453
L. fructosus (FT 138B) 1,2x10% 2,0x10’ 0,226 0,424 0,601
L. fructosus (FT 243B) 1,2x10% 9,2x10’ 0,076 0,080 0,112
L. fructosus (FT 243B) 1,2x10% 4.6x10’ 0,254 0,437 0,488
L. fructosus (FT 243B) 1,2x10% 3,1x10’ 0,750 0,531 0,612
L. fructosus (FT 243B) 1,2x10% 1,2x10’ 0,790 0,822 0,937
L. buchneri (FT 048B) 1,2x10% 1,4x10° 0,108 0,093 0,085
L. buchneri (FT 048B) 1,2x10% 7,0x10’ 0,750 0,203 0,112
L. buchneri (FT 048B) 1,2x10% 1,4x10’ 1,008 0,988 1,001

Tabela 5: Capacidade floculante de bactérias frente a levedura FT 136L/VR-1, na auséncia
€ na presenga de 7,0% e 9,0% de teor alcodlico.

Microrganismo Popula¢io Teste de Teste de Teste de
levedura:bactéria Floculacao Floculacio Floculacio
0,0% alcool 7,0% alcool 9,0% alcool

L. fermentum (FT 038B) | 1,0x10%: 3,4x10° 0,901 1,090 0,787
L. fermentum (FT 038B) | 1,0x10%:1,7x10° 0,639 0,530 0,501
L. fermentum (FT 038B) | 1,0x10°:6,8x10’ 0,819 0,601 0,498
L. fermentum (FT 038B) | 1,0x10°: 3 4x10’ 1,001 0,908 0,872
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Microrganismo Populac¢ao Teste de Teste de Teste de
levedura:bactéria Floculacao Floculacio Floculagao
0,0% alcool 7,0% alcool 9,0% alcool
L. fermentum (FT 108B) | 1,0x10°:2,0x10° 1,412 1,129 1,203
L. fermentum (FT 108B) | 1,0x10°*: 1,0x10° 1,214 1,047 1,092
L. fermentum (FT 108B) | 1,0x10%: 5,0x10 1,138 1,108 1,030
L. plantarum (FT 032B) | 1,0x10%:2,2x10° 0,568 0,652 0,686
L. plantarum (FT 032B) | 1,0x10°: 4,5x10’ 0,865 0,990 0,818
L. plantarum (FT 032B) | 1,0x10%:2,2x10 0,972 1,002 1,115
L. plantarum (FT 158B) | 1,0x10%:2,2x10° 1,589 1,518 1,444
L. plantarum (FT 158B) | 1,0x10%: 2,2x10° 1,251 1,304 1,209
L. plantarum (FT 158B) | 1,0x10°: 1,1x10° 1,188 1,107 0,995
L. fructivorans (FT 091B) | 1,0x10% 1,6x10° 0,553 0,509 0,422
L. fructivorans (FT 091B) | 1,0x10% 4,0x10’ 0,499 0,273 0,216
L. fructivorans (FT 091B) | 1,0x10% 1,6Xx0’ 0,449 0,404 0,393
L. fructivorans (FT 091B) | 1,0x10% 8,0x10° 1,119 1,018 0,908
L. fructivorans (FT146B) | 1,0x10% 1,0x10° 0,712 0,776 0,660
L. fructivorans (FT146B) | 1,0x10% 5,0x10’ 0,613 0,701 0,512
L. fructivorans (FT146B) | 1,0x10% 1,0x10’ 1,012 0,532 0,505
L. fructivorans (FT146B) | 1,0x10% 8,0x10° 1,056 0,988 0,910
L. fructivorans (FT 189B) | 1,0x10% 2,9x10° 0,610 0,884 0,680
L. fructivorans (FT 189B) | 1,0x10% 5.8x10’ 0,483 0,500 0,480
L. fructivorans (FT 189B) | 1,0x10% 2,9x10’ 0,898 0,690 0,608

60




Microrganismo Populacio Teste de Teste de Teste de

levedura:bactéria Floculagao Floculacao Floculacio

0,0% alcool 7,0% alcool 9,0% alcool
L. fructosus (FT 138B) 1,0x10% 4,0x10° 0,721 0,558 0,545
L. fructosus (FT 138B) 1,0x10% 1,6x10° 0,701 0,502 0,499
L. fructosus (FT 138B) 1,0x10% 4,010’ 0,690 0,428 0,401
L. fructosus (FT 138B) 1,0x10% 2,0x10’ 0,883 0,816 0,799
L. fructosus (FT 243B) 1,0x10% 9,2x10’ 0,235 0,192 0,180
L. fructosus (FT 243B) 1,0x10% 4,6x10’ 0,434 0,410 0,390
L. fructosus (FT 243B) 1,0x10% 3,1x10’ 0,638 0,558 0,545
L. fructosus (FT 243B) 1,0x10% 1,2x10’ 0,994 0,886 0,810
L. buchneri (FT 048B) 1,0x10% 1,4x10° 0,180 0,179 0,179
L. buchneri (FT 048B) 1,0x10% 7,0x10’ 0,678 0,660 0,599
L. buchneri (FT 048B) 1,0x10% 1,4x10’ 0,932 0,900 1,010

4.4. Influéncia da temperatura no processo de flocula¢iio

A Tabela 6 apresenta os resultados dos testes de floculagdo realizados com a
levedura FT 134L/PE-2 nas temperaturas de 33°C e 39°C.

Os resultados obsMos nestes ensaios ndo apresentaram variagdes com relagdo
a habilidade floculante das cepas bacterianas e também ndo houve diferengas com
relagdo aos niveis bacterianos requeridos para desencadear o inicio do processo de
floculagdo; apenas notou-se uma ligeira diminuigdo da floculagdo com o aumento da
temperatura.

A Tabela 7 apresenta os resultados dos testes de floculagdo realizados com a
levedura FT 136L/VR-1 nas temperaturas de 33°C e 39°C.
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Neste caso também ndo foram observadas variagdes significativas com relagio a
capacidade floculante das cepas bacterianas ou nos niveis das populagdes destes
microrganismos para desencadear o inicio do processo de floculagao.

De acordo com Santos (1991), o tratamento com temperaturas elevadas (50°C)
em células floculentas de L. fermentum resulta na destruigdo de sua capacidade
floculadora. Este efeito foi maior em valores de pH 4,5, se comparado a pH 6,2. Ja o
tratamento térmico em c€lulas de levedura ndo afetou sua susceptibilidade a floculagdo.

Mill (1964b) observou que quando uma suspensdo de leveduras floculentas
utilizada na produgdo de cerveja era aquecida de 23°C para 62°C, acontecia
inicialmente uma progressiva diminuigdo da floculagéo e , entre 50°C a 62°C, ocorria
uma drastica inibigdo do processo. Similarmente verificou-se que flocos da levedura
Schizosaccharomyces pombe mostraram-se estaveis na faixa de 20-50°C, enquanto
que temperaturas mais altas causavam uma desfloculagio reversivel, a qual atingiu o
maximo em valores maiores que 80°C (Calleja, 1970).

No trabalho de Yokoya & Oliva-Neto (1991) foi constatado que o tratamento
térmico e enzimatico com protease resultava na perda da capacidade floculante das
células bacterianas, sugerindo que um fator de natureza protéica seria responsavel pela
capacidade floculante de L. fermentum.

De acordo com Santos & Yokoya (1993) sdo necessarias temperaturas proximas
a 50°C para inativar o processo de floculagéo causado por L. fermentum.

Jin & Speers (1999b) avaliaram o comportamento de cepas de S. cerevisiae com
os genes Flol e New flo com relagdo a temperatura e concluiram que a diminuigdo da

temperatura de 25°C para 5°C retardou o processo de floculagdo para ambas as cepas.
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Tabela 6: Capacidade floculante de bactérias frente a levedura FT 134L/PE-2, nas

temperaturas de 33 °C e 39°C
Microrganismo Populacao Teste de Floculagio | Teste de Floculagio
levedura:bactéria T°C 33°C T°C 39°C
L. fermentum (FT 038B) 2,0x10° - 3,0x10° 0,191 0,186
L. fermentum (FT 038B) 2,0x10° : 1,5x10° 0,100 0,112
L. fermentum (FT 038B) 2,0x10° : 5,0x10’ 0,212 0,302
L. fermentum (FT 038B) 2,0x10%: 2,5x10’ 0,822 0,874
L. fermentum (FT 108B) 2,0x10% : 2,6x10° 1,318 1,286
L. fermentum (FT 108B) 2,0x10° : 1,3x10° 1,026 1,048
L. fermentum (FT 108B) 2,0x10° : 6,5x10’ 1,098 1,076
L. fermentum (FT 256B) 2,0x10° : 4,3x10° 1,254 1,190
L. fermentum (FT 256B) 2,0x10% : 2,2x10° 1,104 1,142
L. fermentum (FT 256B) 2,0x10° - 5,4x10 0,968 1,014
L. plantarum (FT 032B) 2,0x10% : 1,8x10° 0,088 0,103
L. plantarum (FT 032B) 2,0x10° : 6,0x10’ 0,472 0,424
L. plantarum (FT 032B) 2,0x10% : 3,0x10’ 1,066 0,998
L. plantarum (FT 158B) 2,0x10° : 3,1x10° 0,712 0,810
L. plantarum (FT 158B) 2,0x10% : 1,6x10° 0,698 0,704
L. plantarum (FT 158B) 2,0x10° : 7,8x10’ 0,671 0,530
L. fructivorans (FT 091B) 2,0x10°% 2,8x10° 0,336 0,229
L. fructivorans (FT 091B) 2,0x10% 7,0x10’ 0,213 0,218
L. fructivorans (FT 091B) 2,0x10% 3,5x10’ 0,201 0,117
L. fructivorans (FT 091B) 2,0x10% 8,8x10° 0,814 0,790
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Microrganismo Populac¢io Teste de Floculagiio | Teste de Floculac¢io
levedura:bactéria T°C 33°C T°C 39°C
L. fructivorans (FT146B) 2,0x10% 1,6x10° 0,811 0,901
L. fructivorans (FT146B) 2,0x10% 8,0x10’ 0,622 0,589
L. fructivorans (FT146B) 2,0x10% 4,0x10’ 0,580 0,579
L. fructivorans (FT146B) 2,0x10%: 1,6x10’ 0,977 1,002
L. fructivorans (FT 189B) 2,0x10% 1,9x10° 0,418 0,386
L. fructivorans (FT 189B) 2,0x10% 6,3x10’ 0,390 0,298
L. fructivorans (FT 189B) 2,0x10% 3,2x10’ 0,229 0,202
L. fructivorans (FT 189B) 2,0x10% 1,9x10’ 0,732 0,819
L. fructosus (FT 138B) 2,0x10% 2,9x10° 0,452 0,391
L. fructosus (FT 138B) 2,0x10% 7,3x10’ 0,102 0,115
L. fructosus (FT 138B) 2,0x10%: 2,9x10’ 0,304 0,298
L. fructosus (FT 138B) 2,0x10% 9,7x10° 0,488 0,513
L. fructosus (FT 243B) 2,0x10% 3,6x10° 0,081 0,092
L. fructosus (FT 243B) 2,0x10% 9,0x10’ 0,077 0,080
L. fructosus (FT 243B) 2,0x10% 3,6x107 0,309 0,294
L. fructosus (FT 243B) 2,0x10% 9,0x10° 0,582 0,602
L. buchneri (FT 048B) 2,0x10% 2,2x10° 0,226 0,232
L. buchneri (FT 048B) 2,0x10% 7,3x10’ 0,598 0,505
L. buchneri (FT 048B) 2,0x10% 5,5x10’ 0,833 0,788
L. buchneri (FT 048B) 2,0x10% 2,2x10 0,917 0,894
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Microrganismo Populagao Teste de Floculacdo | Teste de Floculagio
levedura:bactéria T°C 33°C T°C 39°C
B. subtilis (FT 014B) 2,0x10% 1,5x10° 1,012 0,988
B. subtilis (FT 014B) 2,0x10% 7,5x10’ 0,986 0,916
B. subtilis (FT 014B) 2,0x10% 1,5x10’ 0,992 0,948
B. coagulans (FT 003B) 2,0x10% 2,5x10° 1,030 1,077
B. coagulans (FT 003B) 2,0x10% 6,3x10’ 0,922 1,010
B. coagulans (FT 003B) 2,0x10%: 2,5x10 0,958 0,988

Tabela 7: Capacidade floculante de bactérias frente a levedura FT 136L/VR-1, nas

temperaturas de 33 °C e 39 °C
Microrganismo Populacio Teste de Floculacio | Teste de Floculacio
levedura:bactéria T°C 33°C T°C 39°C
L. fermentum (FT 038B) 1,8x10° : 3,0x10° 0,922 0,979
L. fermentum (FT 038B) 1,8x10° : 1,5x10° 0,582 0,601
L. fermentum (FT 038B) 1,8x10% : 5,0x10 0,870 0,777
L. fermentum (FT 038B) 1,8x10% : 2,5x10’ 1,122 1,012
L. fermentum (FT 108B) 1,8x10%: 2,6x10° 1,350 1,252
L. fermentum (FT 108B) 1,8x10° : 1,3x10° 1,172 1,129
L. fermentum (FT 108B) 1,8x10° : 6,510 1,010 1,110
L. fermentum (FT 256B) 1,8x10° : 4,3x10° 1,196 1,148
L. fermentum (FT 256B) 1,8x10% : 2,2x10° 1,120 1,088
L. fermentum (FT 256B) 1,8x10° : 5,4x10’ 0,979 0,913
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Microrganismo Populacio Teste de Floculacio | Teste de Floculacgio
levedura:bactéria T°C 33°C T°C 39°C
L. plantarum (FT 032B) 1,8x10° : 1,8x10° 0,550 0,575
L. plantarum (FT 032B) 1,8x10° : 6,0x10’ 0,788 0,801
L. plantarum (FT 032B) 1,8x10°% : 3,0x10’ 0,890 0,911
L. plantarum (FT 158B) 1,8x10% : 3,1x10° 1.022 1,197
L. plantarum (FT 158B) 1,8x10° : 1,6x10° 1,112 1,077
L. plantarum (FT 158B) 1,8x10°% : 7,8x10’ 1,030 0,986
L. fructivorans (FT 091B) 1,8x10°% 2,8x10° 0,699 0,711
L. fructivorans (FT 091B) 1,8x10°% 7,0x10 0,512 0,488
L. fructivorans (FT 091B) 1,8x10% 3,5x10 0,378 0,329
L. fructivorans (FT 091B) 1,8x10°% 8,8x10° 0,968 0,901
L. fructivorans (FT146B) 1,8x10% 1,6x10° 0,800 0,718
L. fructivorans (FT146B) 1,8x10% 8,0x10’ 0,688 0,643
L. fructivorans (FT146B) 1,8x10% 4,0x10’ 0,555 0,502
L. fructivorans (FT146B) 1,8x10% 1,6x10 1,001 0,963
L. fructivorans (FT 189B) 1,8x10% 1,9x10° 0,599 0,610
L. fructivorans (FT 189B) 1,8x10% 6,3x10 0,441 0,491
L. fructivorans (FT 189B) 1,8x10% 3,2x10’ 0,782 0,689
L. fructivorans (FT 189B) 1,8x10% 1,9x10’ 1,190 1,018
L. fructosus (FT 138B) 1,8x10% 2,9x10° 0,718 0,820
L. fructosus (FT 138B) 1,8x10% 7,3x10’ 0,659 0,620
L. fructosus (FT 138B) 1,8x10% 2,9x10’ 0,702 0,670
L. fructosus (FT 138B) 1,8x10% 9,7x10° 0,918 0,879
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Microrganismo Populacao Teste de Floculagdo | Teste de Floculagio
levedura:bactéria T°C 33°C T°C 39°C
L. fructosus (FT 243B) 1,8x10% 3,6x10° 0,098 0,089
L. fructosus (FT 243B) 1,8x10% 9,0x10’ 0,220 0,232
L. fructosus (FT 243B) 1,8x10% 3,6x10’ 0,588 0,505
L. fructosus (FT 243B) 1,8x10% 9,0x10° 0,986 1,012
L. buchneri (FT 048B) 1,8x10% 2,2x10° 0,139 0,194
L. buchneri (FT 048B) 1,8x10% 7,3x10’ 0,618 0,742
L. buchneri (FT 048B) 1,8x10% 5,5x10’ 0,628 0,583
L. buchneri (FT 048B) 1,8x10% 2,2x10’ 0,951 1,038
B. subtilis (FT 014B) 1,8x10% 1,5x10° 0,982 1,054
B. subtilis (FT 014B) 1,8x10% 7,510’ 0,970 0,932
B. subtilis (FT 014B) 1,8x10% 1,5x10’ 0,922 0,965
B. coagulans (FT 003B) 1,8x10% 2,5x10° 1,131 1,044
B. coagulans (FT 003B) 1,8x10% 6,3x10’ 1,018 0,987
B. coagulans (FT 003B) 1,8x10% 2,5x10’ 0,996 0,999

Para se verificar o efeito de temperaturas mais elevadas no processo de
floculagdo das leveduras FT 134L/PE-2 e FT 136L/VR-1, procurou-se selecionar as
cepas bacterianas fortemente floculentas (L. fermentum e L. fructosus) e a seguir
submeteu-se as respectivas cepas destes microrganismos ao tratamento com temperaturas
de 45°C, 55°C e 60°C por 30 minutos.

Testes de floculagdo foram conduzidos com estes microrganismos e os resultados

sdo apresentados na Tabela 8.




Os resultados observados neste ensaio mostraram que em temperaturas proximas
a 55°C ja foi observada a redugdo da capacidade floculante das células bacterianas e em
temperaturas mais elevadas os efeitos foram mais pronunciados. Estas observagdes

concordam com os relatos de Mill (1964b), Santos (1991) e Santos & Yokoya (1993).

Tabela 8: Efeito da temperatura na floculagdo de leveduras

LEVEDURA PE-2 LEVEDURA VR-1
Temperatura | L. fermentum | L. fructosus | L. fermentum L. fructosus
FT 038B FT 243B FT 038B FT 243B
25°C 0,126 0,099 0,301 0,371
45°C 0,188 0,145 0,494 0,393
55°C 1,081 0,556 0,544 0,548
65°C 1,109 1,122 0,551 0,673

Comparando-se os resultados encontrados para as duas cepas de leveduras,
notou-se que a reducgdo na intensidade de floculagdo com o tratamento térmico foi menor
para a levedura FT 136L/VR-1 do que para a levedura FT 134L/PE-2.

Em complementag@o a este ensaio foi feito o tratamento enzimatico com papaina
nas cé€lulas floculadas de leveduras por estas cepas bacterianas, e foi observado que esta
enzima revertia o processo de floculag@o causado por L. fermentum (FT 038B), porém a
floculagdo provocada por L. fructosus (FT 243B) foi menos afetada por esta enzima.
Devido a isto supde-se que o fator de floculagdo parece ndo ser exatamente o mesmo
para estas espécies bacterianas

De qualquer forma estes resultados concordam com as afirmag¢des de Yokoya &
Oliva-Neto (1991) de que o tratamento enzimatico com protease resulta na perda da
capacidade floculante de L. fermentum.
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De acordo com os resultados obtidos, supde-se que a floculagdo de S. cerevisiae
causada por essas bactérias do género Lactobacillus deve envolver a parede celular
destes microrganismos. O mecanismo deste processo pode estar relacionado a superficie

celular sendo que os ions célcio, por sua vez, também atuam diretamente neste sistema.

4.5. Efeito do tratamento enzimatico sobre a capacidade floculante de
leveduras e bactérias

A Tabela 9 apresenta os resultados dos testes de floculagdo realizados, utilizando
cepas bacterianas tratadas e cepas bacterianas ndo submetidas ao tratamento com a
enzima protease de Streptomyces griseus. Os resultados observados indicaram que
houve perda total da capacidade floculante para as espécies L. plantarum (FT 032B), L.
fermentum (FT 038B), L. buchneri (FT 048B) e L. fructivorans (FT 091B). Estes
resultados concordam com os observados por Santos (1991) onde foi constatada a perda
da capacidade floculante de L. fermentum apés 40 minutos de tratamento com esta
enzima; ja o tratamento com protease nas células de levedura (S. cerevisiae) nio afetou o

processo de floculag@o.

Tabela 9: Efeito na floculagdo do tratamento enzimatico de células bacterianas com

protease de Streptomyces griseus frente as leveduras FT 134L/PE-2 e FT

136L/VR-1.
FT 134L/PE-2 FT 136L/VR-1
Microrganismo sem tratamento | com tratamento | sem tratamento | com tratamento

L. plantarum (FT 032B) 0,239 1,309 0,338 1.401
L. fermentum (FT 038B) 0,200 1,329 0,340 1,429
L. buchneri (FT 048B) 0,101 1.351 0,096 1,388
L. fructivorans (FT 091B) 0,126 1,323 0,097 1,403
L. fructosus (FT 243B) 0,214 0,314 0,276 0,389
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A perda da capacidade floculante apds o tratamento com protease de
Streptomyces griseus nas c€lulas bacterianas sugere que o fator de floculacdo entre
bactérias e leveduras possui natureza proteica.

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Conway & Kjelleberg
(1989), os quais verificaram que o fator de adesdo responsavel pela colonizagdo da cepa
737 de L. fermentum ao epitélio gastrico de camundongo era sensivel ao tratamento
térmico e com a pronase E, indicando sua natureza proteica.

Estudos realizados por Henriksson et al. (1991) também citam ser de natureza
proteica como o fator de adesdo entre cepas de L. fermentum e a superficie epitelial
gastrica de suinos.

Por outro lado, para L. fructosus (FT 243B) o tratamento enzimatico com
protease de Streptomyces griseus ndo impediu o efeito da floculagdo desta cepa
bacteriana com as leveduras FT 134L/PE-2 e FT 136L/VR-1, sugerindo com isto que o
fator responsavel pela floculagdo possa ndo ser de natureza proteica.

Na Tabela 10 sdo mostrados os resultados referentes ao ensaio de desfloculagdo
utilizando a enzima papaina. Neste ensaio foi observado que esta enzima apresentou
habilidade em desflocular flocos envolvendo as leveduras FT 134L/PE-2 e FT 136L/VR-
1 com as bacténas L. plantarum (FT 032B), L. fermentum (FT 038B) e L. fructivorans
(FT 091B). Ja o processo de floculagdo estabelecido por L. buchneri (FT 048B) e L.
Sfructosus (FT 243B) com as referidas leveduras ndo foi revertido na presenga da
papaina, confirmando assim o possivel envolvimento de um outro fator nio protéico no

processo de floculagéo.
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Tabela 10: Teste de desfloculacdo com papaina

FT 134L/PE-2 FT 136L/VR-1
Microrganismo sem papaina | com papaina |sem papaina| com papaina
L. plantarum (FT 032B) 0,301 1,035 0,310 1,070
L. fermentum (FT 038B) 0,249 0,939 0,130 1,120
L. buchneri (FT 048B) 0,100 0,232 0,133 0,236
L. fructivorans (FT 091B) 0,089 0,823 0,089 0,833
L. fructosus (FT 243B) 0,236 0,250 0,212 0,273

4.6. Efeito do tratamento com modificadores quimicos dos componentes da

parede celular sobre a capacidade floculante de leveduras e bactérias

4.6.1. Modificadores quimicos de proteinas

Os resultados obtidos nos ensaios realizados com células bacterianas tratadas
com modificadores quimicos de proteinas dos componentes da parede celular mostraram
que houve inibi¢do na capacidade de floculagdo para as espécies L. plantarum (FT
032B), L. fermentum (FT 038B) e L. buchneri (FT 048B), ja para es espécies L.
fructivorans (FT 091B) e L. fructosus (FT 243B) ainda ocorreu floculagdo das leveduras
FT 134L/PE-2 e FT 136L/VR-1 nos testes de floculagdo utilizando células bacterianas
tratadas. Estes resultados sdo apresentados nas Tabelas 11 e 12.

Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Bromberg (1994), a
qual verificou que células de L. fermentum quando tratadas com os reagentes acilantes
anidrido acético e anidrido maleico, apresentaram inibigdo de sua capacidade de flocular
células de S. cerevisiae. Por outro lado, estes mesmos tratamentos quando realizados em
células de S. cerevisiae ndo acarretaram alterages no processo de floculagdo , segundo a
pesquisadora.

Estes reagentes acilantes podem atuar sobre os grupos funcionais amina,
sulfidrila, fenol e indol, sendo que os resmﬂt:;c;lLos obtidos para L. fermentum, L. plantarum



e L. buchneri sugerem a participagdo direta ou indireta destes grupamentos no processo
de floculagdo. Ja para L. fructivorans e L. fructosus o processo de floculagdo deve

envolver outros grupamentos €/ou fatores. Estes resultados também refor¢am a hipétese

de que o mecanismo envolvido na floculagdo entre S. cerevisiae e L. fermentum ndo

deve ser 0 mesmo mecanismo responsavel pela floculagdo entre S. cerevisiae e L.

fructosus, ou pelo menos ndo deve envolver os mesmos componentes celulares.

Tabela 11: Efeito na floculagdo do tratamento com modificadores quimicos de proteinas

em células bactenanas frente a levedura FT 134L/PE-2.

Anidrido Maleico Anidrido Acético
Microrganismo levedura:bactéria no | leitura (A) | levedura:bactéria no | leitura (A)
teste de floculagdo 600 nm teste de floculagio 600 nm
L. plantarum (FT 032B) |  1,5x10% 1,8x10° 1,191 1,5x10% 2,0x10° 1,280
L. plamarum (FT 032B) |  1,5x10% 9,0x10” 0,878 1,5x10% 1,0x10° 1,046
L. plantarum (FT 032B) 1,5x10% 1,8x10" 1,024 1,5x10%: 2,0x10’ 1,016
L. fermentum (FT 038B) |  1,5x10% 2,2x10° 1,092 1,5x10% 2,4x10° 1,382
L. fermentum (FT 038B) |  1,5x10%: 1,1x10° 1,059 1,5x10% 1,2x10° 1,277
L. fermentum (FT 038B) |  1,5x10°% 2,2x10’ 1,047 1,5x10%: 2,4x10’ 1,088
L. buchneri (FT 048B) 1,5x10% 4,4x10° 0,846 1,5x10°% 1,6x10° 1,349
L. buchneri (FT 048B) 1,5x10%: 2,2x10° 0,396 1,5x10%: 8,0x10’ 1,038
L. buchneri (FT 048B) 1,5x10% 4,4x10’ 0,522 1,5x10°% 1,6x10 0,556
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Anidrido Maleico Anidrido Acético
Microrganismo levedura:bactéria no | leitura (A) | levedura:bactéria no | leitura (A)
teste de floculacio 600 nm teste de floculagdo 600 nm
L. fructivorans (FT 091B)|  1,5x10%:3,0x10° 0,366 1,5x10°% 2,8x10° 0,509
L. fructivorans (FT 091B) |  1,5x10°% 1,5x10° 0,164 1,5x10% 1,4x10° 0,377
L. fructivorans (FT 091B) |  1,5x10% 3,0x10’ 0,107 1,5x10°% 2,8x10’ 0,240
L. fructosus (FT 243B) 1,5x10%: 4,4x10° 1,445 1,5x10% 6,0x10° 1,640
L. fructosus (FT 243B) 1,5x10%: 2,2x10° 1,380 1,5x10% 3,0x10° 1,370
L. fructosus (FT 243B) 1,5x10%: 4,4x10’ 0,383 1,5x10% 6,0x10’ 0,142

Tabela 12: Efeito na floculagdo do tratamento com modificadores quimicos de proteinas

em células bacterianas frente a levedura FT 136L/VR-1.

Anidrido Maleico Anidrido Acético
Microrganismo levedura:bactéria no | leitura (A) | levedura:bactéria no | leitura (A)
teste de floculacao 600 nm teste de floculacao 600 nm
L. plantarum (FT 032B) |  3,8x10% 1,8x10° 1,223 3,8x10% 2,0x10° 1,387
L. plantarum (FT 032B) |  3,8x10% 9,0x10’ 0,970 3,8x10% 1,0x10° 1,061
L. plantarum (FT 032B) |  3,8x10% 1,8x10’ 1,977 3,8x10% 2,0x10’ 0,974
L. fermentum (FT 038B) |  3,8x10°% 2,2x10° 1,040 3,8x10°% 2,4x10° 1,407
L. fermentum (FT 038B) |  3,8x10%: 1,1x10° 0,951 3,8x10% 1,2x10° 1,260
L. fermentum (FT 038B) | 3,8 x10% 2,2x10’ 1,021 3,8x10%: 2,4x10’ 1,096
L. buchneri (FT 048B) 3,8x10% 4,4x10° 0,722 3,8x10% 1,6x10° 1,357
L. buchneri (FT 048B) 3,8x10% 2,2x10° 0,387 3,8x10% 8,0x10’ 1,029
L. buchneri (FT 048B) 3,8x10% 4,4x10’ 0,538 3,8x10% 1,6x10’ 0,645
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Anidrido Maleico Anidrido Acético
Microrganismo levedura:bactéria no | leitura (A) | levedura:bactéria no | leitura (A)
teste de floculacio 600 nm teste de floculagio 600 nm
L. fructivorans (FT 091B) |  3,8x10%:3,0x10° 0,276 3,8x10": 2,8x10° 0,598
L. fructivorans (FT 091B) |  3,8x10%: 1,5x10° 0,131 3,8x10% 1,4x10® 0,296
L. fructivorans (FT 091B) |  3,8x10% 3,0x10’ 0,104 3,8x10%: 2,8x10’ 0,214
L. fructosus (FT 243B) 3,8x10% 4,4x10° 1,660 3,8x10% 6,0x10° 1,789
L. fructosus (FT 243B) |  3,8x10% 2,2x10° 0,675 3,8x10%: 3,0x10° 1,301
L. fructosus (FT 243B) 3,8x10°% 4,4x10’ 0,393 3,8x10% 6,0x10’ 0,212

4.6.2. Modificadores quimicos de carboidratos

Os resultados obtidos nos ensaios realizados com células de leveduras tratadas
com modificadores quimicos de carboidratos dos componentes da parede celular
mostraram que houve inibigdo no processo de floculagdo para as leveduras FT 134L/PE-
2 e FT 136L/VR-1, como pode ser observado na Tabela 13.

Trabalhos realizados por Bromberg (1994) também fazem referéncia as células
de S. cerevisiae submetidas aos tratamentos com NalO4 0,01M e 0,02M indicando que
estes tratamentos apresentaram inibi¢do na capacidade floculante da levedura por células
de L. fermentum ndo tratadas. Isto sugere que os carboidratos da parede celular da
levedura sdo essenciais para a interagdo com a bactéria, resultando na floculagao.

Ainda a mesma autora verificou que células de L. fermentum tratadas com NalO,4
apresentaram capacidade de flocular a levedura indicando assim que o fator responsavel
pela capacidade floculante da bactéria nao deve ser formado por carboidratos.

No processo de floculagdo envolvendo leveduras floculantes varios autores (Miki
et al., 1982b; Stratford & Keenan, 1988) sugerem o envolvimento das fosfomananas
constituintes da parede celular como sitios de interagdo. Esta consideragdo pode ser

extrapolada também para a floculagdo envolvendo leveduras e bactérias, supondo que as
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mananas da parede celular das leveduras compdem a parte ligante das mesmas na adesio
com c€lulas de bactérias. Esta hipotese € reforgada pelo trabalho de Santos (1991), a
qual verificou que a presenca do carboidrato manose provocou nitida inibigdo da
floculagdo entre leveduras e L. fermentum.

Desta forma, de acordo com os resultados obtidos neste trabalho, sugere-se que o
processo de floculagdo entre as leveduras industriais S. cerevisiae (FT 134L/PE-2 e FT
136L/VR-1) e bactérias do género Lactobacillus sp apresenta um mecanismo intercelular
a nivel da parede celular destes microrganismos. Para as espécies L. fermentum, L.
plantarum e L. buchneri este processo deve envolver componentes protéicos da
superficie celular da bactéria, mais especificamente os grupos funcionais fenol e indol, e
carboidratos da parede celular da levedura. Ja para as espécies L. fructivorans e L.
fructosus a presenca de outros grupamentos ou fatores deve também estar envolvida no
processo de floculagéo.

Tabela 13: Efeito na floculagdo do tratamento com modificadores quimicos de
carboidratos nas leveduras FT 134L/PE-2 e FT 136L/VR-1.

FT 134L/PE-2 FT 136L/VR-1
Microrganismo levedura:bactéria no | leitura (A) | levedura:bactéria no | leitura (A)
teste de floculacio 600 nm teste de floculagdo 600 nm
L. plantarum (FT 032B) 1,8x10% 1,5x10° 0,743 2,0x10% 1,5x10° 0,515
L. plantarum (FT 032B) 1,8x10% 7,5x10’ 0,706 2,0x10% 7,5x10’ 0,574
L. plantarum (FT 032B) 1,8x10%: 3,8x10 0,700 2,0x10% 3,8x10’ 0,509
L. fermentum (FT 038B) 1,8x10% 2,2x10° 0,815 2,0x10% 2,2x10° 0,524
L. fermentum (FT 038B) 1,8x10% 1,1x10° 0,664 2,0x10% 1,1x10° 0,491
L. fermentum (FT 038B) 1,8 x10% 5,5x10’ 0,661 2,0x10% 5,5x10" 0,499
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FT 134L/PE-2 FT 136L/VR-1
Microrganismo levedura:bactéria no | leitura (A) | levedura:bactéria no | leitura (A)
teste de floculagio 600 nm teste de floculacdo 600 nm
L. buchneri (FT 048B) 1,8x10%: 5,0x10° 0,483 2,0x10% 5,0x10® 0,799
L. buchneri (FT 048B) 1,8x10%: 2,5x10° 0,349 2,0x10% 2,5x10° 0,666
L. buchneri (FT 048B) 1,8x10% 1,3x10° 0,353 2,0x10% 1,3x10° 0,660
L. fructivorans (FT 091B) 1,8x10%3,5x10° 0,831 2,0x10% 3,5x10° 0,913
L. fructivorans (FT 091B) 1,8x10% 1,8x10° 0,678 2,0x10% 1,8x10° 0,857
L. fructivorans (FT 091B) 1,8x10% 9,0x10’ 0,685 2,0x10% 9,0x10’ 0,833
L. fructosus (FT 243B) 1,8x10% 7,2x10° 0,810 2,0x10% 7,2x10° 0,999
L. fructosus (FT 243B) 1,8x10% 3,6x10° 0,750 2,0x10% 3,6x10° 0,852
L. fructosus (FT 243B) 1,8x10% 1,8x10° 0,801 2,0x10% 1,8x10° 0,848

4.7. Avaliacdo da capacidade floculante de bactérias frente a outras
leveduras

Foram também realizados testes de floculagdo com as leveduras Saccharomyces
chevalieri, Saccharomyces kluyveri, Schizossacharomyces pombe, Pichia ohmeri e
Candida krusei, espécies de leveduras encontradas como contaminantes de processos
industriais de fermentagéo alcodlica (Cabrini, 1997).

Os resultados destes experimentos sao apresentados na Tabela 14.

De acordo com esta Tabela nota-se que S. kluyveri, C. krusei e S. chevalieri
foram as espécies de levedura mais susceptiveis a floculagdo e Sch. pombe e P. ohmeri
as espécies de levedura menos susceptiveis a floculagdo. Como Sch. pombe nio possui

manana como constituinte da parede celular, a observagdo da ndo floculagdo desta
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levedura pelas cepas bacterianas testadas reforga a hipotese de que este carboidrato deve

participar no processo de floculagio.

Calleja & Johnson (1977) citam que cepas de Saccharomyces e Kluyveromyces

bulgaricus podem produzir agregados reversiveis causados por propriedades inerentes

das c€lulas ou por agentes externos ( quimicos ou microbioldgicos).

Hussain et al.

(1986) citam que S. wvarum sé apresenta floculagdo na fase final de crescimento

enquanto K. bulgaricus apresenta floculagdo em todas as fases de crescimento.

Tabela 14: Avaliagdo da capacidade floculante de bactérias frente a outras leveduras

LEVEDURAS
BACTERIAS S. chevalieri | S. kluyveri | S. pombe | P. ohmeri | C. kruzei
L. fermentum FT 038B floculou | floculou | ndo floculou | ndo floculou| floculou
L. plantarum FT 032B ndo floculou | floculou | nio floculou |nio floculou | floculou
L. fructivorans FT 091B floculou floculou | néo floculou | ndo floculou | floculou
L. fructosus FT 243B floculou floculou | nio floculou | floculon | floculou
L. buchneri FT 048B floculou floculou | ndo floculou |ndo floculou | floculou

As variagdes observadas nestes testes de floculagdo podem estar relacionadas a

quantidade de manana presente na parede celular das leveduras. Entretanto, ndo existem

ainda dados experimentais que comprovem esta afirmativa.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos realizados conclui-se que:

5.1. L. fermentum, L. plantarum, L. fructivorans, L. fructosus € L. buchneri podem
provocar a floculag@o das leveduras FT 134L/PE-2 e FT 136L/VR-1. Porém néo
sdo todas as espécies ou cepas de Lactobacillus que provocam a floculagdo do

fermento industrial.

5.2. Ha necessidade de uma certa relagdo levedura:bactéria para que ocorra floculagéo, e

esta relagdo € diferente para as espécies de Lactobacillus.

5.3. B. subtilis e B. coagulans ndo provocaram a floculagio das leveduras FT134L/PE-2
e FT 136L/VR-1.

5.4. Na auséncia de alcool no meio de floculagédo a levedura FT 134L/PE-2 parece ser
mais susceptivel ao processo de floculagdo do que a levedura FT 136L/VR-1.

5.5. Com teor alcodlico de 7,0% e 9,0% a levedura FT 136L/VR-1 tornou-se mais
susceptivel a floculagio e a levedura FT 134L/PE-2 menos susceptivel a
floculagio.

5.6. As temperaturas de 30°C e 39°C tém pouca influéncia sobre a floculagdo das
leveduras FT 134L/PE-2 e FT 136L/VR-1; apenas notou-se uma ligeira diminuigéo
da floculagio com o aumento da temperatura. O tratamento térmico com
temperaturas proximas a 55 °C reduz a capacidade floculante das células

bacterianas.
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5.7. O tratamento enzimatico com protease de Streptomyces griseus resultou na perda da

capacidade floculante para as bactérias L. plantarum (FT 032B), L. fermentum (FT
038B), L. buchneri (FT 048B) e L. fructivorans (FT 091B). Ao contrario, este
mesmo tratamento sobre células de L. fructosus (FT 243B) néo afetou o processo
de floculagio.

5.8. O tratamento enzimatico com papaina reverteu o processo de floculagdo envolvendo

as leveduras S. cerevisiae (FT 134L/PE-2 e FT 136L/VR-1) com as bactérias L.

plantarum (FT 032B), L. fermentum (FT 038B) e L. fructivorans (FT 091B) mas

ndo atuou nos flocos envolvendo L. buchneri (FT 048B) € L. fructosus (FT 243B).

5.9. Componentes protéicos da parede celular de L. plantarum (FT 032B), L. fermentum

5.10.

511

(FT 038B) e L. buchneri (FT 048B) devem participar do processo de floculagéo,
uma vez que, modificadores quimicos que reagem com os grupos funcionais fenol
e indol da cadeia lateral de aminoacidos (anidrido maleico e anidrido acético)
mibiram a capacidade floculante dessas bactérias, sugerindo o envolvimento destes
grupamentos no processo de floculagdo. J& para as espécies L. fructivorans (FT
091B) e L. fructosus (FT 243B) a presenga de outros grupamentos ou fatores deve
estar envolvida no processo de floculago.

Células de S. cerevisiae (FT 134L/PE-2 e FT 136L/VR-1) submetidas a tratamento
com modificadores quimicos de carboidratos (NalO; 0,01M) apresentaram
inibicdo em sua capacidade de ser floculada por bactérias, indicando que

carboidratos sdo essenciais no processo de floculago.

A floculagdo de Saccharomyces cerevisiae causada por bactérias do género
Lactobacillus deve apresentar um mecanismo intercelular a nivel da parede celular

destes microrgamismos. Este processo deve envolver componentes protéicos da
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superficie celular das bactérias L. plantarum, L. fermentum e L. buchneri e
carboidratos da parede celular das leveduras. Ja para as espécies L. fructivorans e
L. fructosus a presenga de outros componentes celulares deve também estar

envolvida no processo de floculagao.
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