CARACTERISTICAS Da FLOCULACAD

DE LEVIDURAS CaUSADA POR

Lactobscillus Ffermentum

o 370/



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

CARACTERISTICAS DA FLOCULAGCAD DE LEVEDURAS
CAUSADA POR Lactobacillus fgrmentum

Miriam Teresinha dos Bantos

Bidloga

Prof. Dr., Fumio Yokowa @

Orientador

Tese apresentada & Faculdade de Engenharia de Alimentos da
Univereidade Estadual de Campinas para 2 obtencio do titulo de

Mestre em Ciéncia de Alimentos




BANCA EXAMINADORA

-—-nmnn—---ﬁmmﬂwmmﬂ

éranfDr.”?umia Yokoua

et

{orientador}

1ivia Yuko Eguchi

{membro}

P o
Prot. Dr. Ranuifo Monte Alegre

{membrao)

»’)/
/"/f'\‘w-.zélﬁ,-/d. A
..... ol g

e W T S Y T S SV A st W A S S W e AN IR A A -

A A - o A S T T Wiyt W W S -

Prof. Dr. Gil Eduarde Berra

(membrol

Campinag, =7



AGRADECTIMENTOS

Ao Prof. Dr. Fumio Yokoya pela onrientagio e por permitir a

livre escolha dos caminhos de investigagio;

Ao Prot. Dr. VUanderley Perez Canhos pels constante incentivo e

confianga;

B

» Profa. BDra. Pilar Rodriguez de Massaguevr pelio apoio e usa do

laboratdrio;

A Rosa Maria Tosello e Jagueline Birnos Sonatti pela incansg-~

vel disposiclio e amizade;

A D. Tereginha e D. Olivia pelo material de laboratdrio em

condicbes de uso;

Ans companheiros de laboratdrip: Mari, turdinka, Liliana,

Ragquel, Margarida, Pedro, Heéctor, Cldudion, Cristina, Roseane,

Pavina e Denise pela convivéncia;

% Mari pelas valiosas colaboragtes na axecucio e elaboracie

do texto;

a Cicera, .Jardete e Franceli pela boz vontade & Servicos

prestados;



~ 4 tpdos aue direta ou indivetasente colabovaram para a

realizaclo deste trabalho;

- # Fundagio Treopical de Pesguisas e Tecnologia “éHndré Toseile”

pelo fornecimento das culturas;

- & fAssoriacio Brasileira das Indudstrias de Alimentacio - aBla -

pelas copias weragraficas;

-u

A CAPER ¢ FAEF peln suporte financeirgo.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

- A alguns grandes amigos que embora distantes sempre contribui-

ram 2 acreditaram que este trabalho seria realizado;

- fos  amigos gue fiz aqui em Campinas, responsiveis eela

descontracBo dos fins de semana:. éngelo, Hildia e Luca,

fluizinho e Andréia, Aloizio e Regina;

- fAp amigo Sieghard Weiketz pela grande ajuds nos araficos;

- Ao amigo Margquinhos pelo companheirismo, paci®ncia e carinhe

sempre manifestados;

~ fps amigos Rose, Paulinho e Vitor pela forga;

- fos meus pais Joséd Indcio & Terezinha 2 meus irmios Giovannyg,

Suely e Ana Luisa e runhados Zé Carlos e Cléud@a g sobrinha

Fernanda que tentam se acostumar com 3 dist3ncia;

-~ #n Zig, meu maior achado, pela vida compartilhada;

meu muito obrigada.



Dedico nio este trabalho, mas estes anos
aos frutos decorrentes deste aprendizado
que ainda h3o de vir, com algum podeyr

de transformacio.



INDICE

INTRODUGED oo ee e s e e et e e e e 1
REVISXD BIBLIOGRAFICA ..o v oo e e e 3
1. FENGMENOS DE ABREGACAD CELULAR ... oo vvroneenn . 4
2. LINHAGENS FLOCULENTAS DE LEVEDURAS .. .......ocvovrnenn... 7

.3. FLOCULACAD CAUSADA POR CONTAMINANTES

BACTERIANOS DA FERMENTACAD ALCOSLICA .. ................. 14
4. ENVOLVIMENTD DE Lactobacillus EM FENBMENOS DE

AGREGACED CELULAR .\ o o o o oot e el 17
5. METODOS DE QUANTIFICACAD DA FLOCULACED . ................ 21
MATERIAL E METODOS ..\ ovr e e . 24
4 CULTURAS DE MICRORGANISMOS . . ... oo\t 24

2. TESTE PARA SELEGXDO DAS LINHAGENS FLOCULENTAS
DE Lactobagillus fermeptum .. .. ... ... ... i 2h

4. DETERMINACAD GUANTITATIVA DA CAPACIDADE FLOCULANTE

DE Lactobacillus fermenbtum .. ... ... ... ... 27
3.3.4. CONTABEM EM PLACA . ... .. i 29

4. DETERMINACAD DA OCORRENCIA DA FLOCULACAD NA PRESENGA
*BE DIFERENTES fONS ........... ... ke sy Caaa e 30



5. DETERMINACED DA OCORRENCIA DA FLDCULACAD A pH 3,9, 4,5
E &,2 ... v, e e e e e e e

6. DETERMINAGZ0 DO EFEITO DA ADICAD DE CARBOIDRATOS SOBRE
4 CAPALIDADE FLOCULANTE DE L. fermentum ............. ...

7. DETERMINACXZO DO EFFITO DD TRATAMENTO ENZIMATICO SOBRE A
: CAPALCIDADE FLOCULANTE DE L. fermentum ... ... ......,......

8. DETERMINACXD DO EFEITO DO TRATAMENTO T&RMICO SOBRE A
CAPACIDADE FLOCULANTE DE L. fermentum .. ... ... ..........

% . DETERMINACAD DD EFEITD DO TRATAMENTD ACIDO SOBRE O
CRESCIMENTD DA CULTURA FLOCDULENTA L. fermentum ... ......

RESULTADOS ........ PP

4. SELECZO DAS LINHAGENS FLOCULENTAS BE L. fermentum ......

2. A CAPACIDADE FLOCULANTE DE L. fermentum .......... PR

4.2 1. CONTABEM EM PLALCA . .. . . e e iaa e

3. EFEITO DA PRESENCA DE f0ONS SDBRE A FLOCULACAD DE
LEVEDURAS POR L.fermentum A pH &,2 ... ... ... ... . ... ...

4.3.1. A OCORRENCIA DA FLOCULAGAD & VALORES DE pH 3,2
[ < A

4. EFEITO DA ADICXO DE CARBOIDRATOS SOBRE A CAPACIDADE
FLOCULANTE DE L. fermenbMm . ... . ..o nsny,

5 BEFEITO DD TRATAMENTD ENZIMATICO SOBRE A CAPACIDADE
FLOCULANTE DE L. fermenbum ... ... ... ... iy

6. EFEITD DO TRATAMENTD TERMICO SOBRE # CAPACTDADE
FLOCULANTE DE L. fermenbaft .. ... .. i aa o

7. EFEITD DO TRATAMENTO 4CID0O SOBRE O CRESCIMENTO DA
CULTURA FLOCULENTA DE L. fermentum ........... ..o 0s



. . - A
. . . .
. . . .
- - - .
. - « .
E . ’ .
- . . .
a - . n
. - . .
. . . .
. - . .

B - + * »
- - . .
- - . .
- - * .
- * n .
. - - .
. . . .
. - - .
= - - -
. - . .
. - - . *
- . " .
+ - - .
- - “ .
" - . .
. - - +
" - - »
- - - .
. - % .
. - - .
- - - . 4

CONCLUSEBES .....,

DISCUBSED
BIBLIOGRAFIA

APENDICE

5.
&.
7.




RESUMD

1] MecEn 1 Ssmo da floculaglo de jeveduras Saceh.

cerevisiae causada por algumas linhagens de Lactobacillus

fermentum foi iavestimgada através da avaliag8o do efeito da
presenca de fons metdlicos ¢ de carboidratos e dos tratamentos
térmico, enzimatizco ¢ d&xide, realizados em suspensDeRS aquosas Com
aqueles microrganismos. "

A adicic de ions calcio intensifica a ocorréncia da
FloculacSo. Os lors manganés ¢ magnédsio foram capazes de promover
a floculac3p, porém em conceniragcles maiores do que calcio. Na
presenca dos ilons potdassio, sddio, cobre e bdrio, as células de
teveduras ndo fores floculadas.

0 valor de pH 4,5 favoreceu a ocorréncia da floculacio,
quando nfo havia a2diciac de ions cdlcio. Ao contrdrio, am p}:i 3,8 e
6,82 nioc houve fleculacEo na auséncia de c2lcio. Em pH 4.5, com a
adicio de fons magnédsicm e mangands em concentra¢fes superipres a
2 % 107M e 107FM resmectivamente, foi observada a inibig3o da
floculagio.

D carboidrato manose mostrou-se um agente desfloculante
efetivo em  concentraches supericres a 7 X 18°8M.  Frutose
apresentou um efeito imibidor menor, enauanto glicose, sacarose,
maltose nio mostraram neenhum efeito.

0 tratasento tErmico das células bacterianas eliminou a
sua agdc floculadara; © efeito do calor mostrou-se dependente do
pH, sendo mais eficiemnte em valor de pH mais baixe(4,5). O
tyatamento térmica dazm cdlulas de levedura n3o alterou suas
propriedades floculatiwas. 0 tratamento com pronase E  (protease
de Streptomyces griseus) sobre as células de bactéria destruiu a
sua habilidade floculamte. O mesmn efeito nBo foi observado com
este tratamento score as cédlulas de leveduras ou sobve o material
fipculadn. Dutras enzimms como lisozima e zimpliase ndo afetaram

as propriedades flatulathoras das cédlulas.



Fates
com atividade

parede celular

resultados mostraram que umza proteina bacteriana
semelhante & lectina, capaz de interagir com a

das células de leveduras, estd envolvida na

filoculaglo. 0 possivel mecanismo da Tleculacglo @ discutido.



SUMMARY

The *locculation of yeast cellis by some strains of
Lactobacillus fermentum has been presently elucidated. The effect
of metal ions, carboudrates, pH, heat and enzymes treatments, was
investigated.

Calcium ions were required for flocculation., Manganese
and magnesium ions were able to replace calcium but larse amount
was required. Potassium, sodium, copper and barium ions were not
effective.

The value of pH 4,5 favored flocculation compared to pH
3,0 or 4,8 when calcium ion was absent. With excess of magnesium
(7 X 1@~ iM)} or manganese ion (1072M), apparent flocculation

inhibition was observed.
Mannose was effective deflocculant at concentration

above 7 X 10" 8¥. Fructose showed litﬁle effect but sglucose,

sucrose and maltose had any effect.
Heat tretment of harterial cells destrowed flocculating

abilits. It was pH dependent and more gffective at lower pH. Heat

treatment of  ueast cellis did nnt_ aftfercted $tloceulation
properties. Pronase £ (protease of Diveptomuces griseus)

treatment of bacterial cells destroved flocculation ability. The
same effect was not observed if¥ treatwment was carried out  on
yeast cells or on flocculated system. Other énzames; such
lysosyme and zymoliase did not affected floeculation of cells.
These results showed that uysast Flocculation is
invalved with a lectin-like structure bacterial protein. The

possible mechanism of floceuiation is discussed.



i, INTRODUCXO

Na fermentag8o alcodlica para se alcangar a wmidxima
conversio do acdcar em stancl e didxido de carbono € essencial
que a levedura permaneca suspensa ng mosto em contate com o
substrato. No entanto, em determinadas circunstfncias as células
de levedura tendem a aglomerar-se e formar {flocos que se
depositam no fundo da dorna.

Este fendmeno denominadn floculaglo é um dos mais
sérios problemas enfrentados pelas usinas produtoras de dlcool,
resultando na redugdo da prndutividade pela retirada precoce do
fermento do mosto e dificuldades operacionais relacidnadas
principalmente com entupimentes de canalizagbes € problemas na
separacio do fermento nas centrifugas. Este probhlema & intensifi-
cado devido a pratica do reciclo do fevmento pelas usinas que
acumula as causas a cada ciclo.

A Floculagio de leveduras pode ter pelo menos duas
causas. A primeira, ja amplamente ewplorada na litevatura, & a
$iloculac8eo decovrente da presenca de linhagsens floculentas de
gggchgrnmgcgs‘ A segunida refere-se & floculagBo causada por
canfaminantes hacterianos na fermentagio.

Apesar da floculaclo do fermento ser citada ~ na
Jiteratura como um dos possiveis efeitos da contaminagio
microbiana na fermentacBo alcdolica, este aspecto nd3o foi ainda

investigado com maior profundidade.



Estudos sobre a contaminac®o microbiana na inddstria do
dlcool no estado de S380 Paulo, indicam que &9 X das espécies
bacterianas encontradas nas dornas de fermentagB8p pertencem aop

género Lactobacillus, sendo que a espécie L. fermentum ¢ o

contaminante wmais frequente (GALLO, 19%@). YOKOYA & OLIVA-NETO
{1491) em estudo vrecente indicam uma linhagem de Lactobacillus
fermentum como responsavel pela floculaglo.

Este estudo pretende wverificar as condiges de
ocorréncia da fFloculacio de leveduras causada por L.  fermentum
através da avaliac¢3o do efeito da presenca de dons e de
carbpidratos, do abaixamento do pH, do tratamento enzimiatico e do
aumento da tempevatura sobre a capacidade floculante destas
bactéria para uma maioyr compresnsio do mecanismo envolvido na

interacio celula de levedura e célula de bactéria.
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2.REVISEQ BIBLIDGRAFICA

Algumas leveduras Sac romyce sp e certas
circunstidncias tendem a aglomerar~se & formar {locos gque se
depositam no fundo da dorna de fermentaclo. Este fendmeno,
denominado floculaclo, tem despertado grande interesse do ponto
de vista industrial e também do estudo de Visiologis de leveduras
{MIKI et al., 1982; CALLE.JA, 1987; STRATFORD & KEENAN, 1987)

A eficiéncia de um processn fermentativo € fungio
direta da manutengio do fermento em contate com o substrato, isto
¢, da permandncia daslﬁéluias dispersas no smosto., Assim, nos
varios tipos de fermenta¢do, a remocio precoce das células devido
3 floculac8o provoca reduclo do rendimento & aumento do tempo de
fermentacio, resultando em significativas perdas econdmicas
{ATKISON & DACUD, 19764; ROSE, 1986 .

Guando a fermentacS3c alcanga o estdgio desejado, ¢é
vantajoso para as inddstrias de hebidas fermentadas como cerveja
e wvinho, a ocorrénciz da floculacio das leveduras, onde &
necessario retirar o fermento da _bebida. Ao contrario, na
produclo de bebidas destiladas, as celulas de leveduras devem
estar em suspensSo até o eagatamenfn total dos scdcares no
liguido fermentado, sendo desfavorsdvel, entlo, a ocorréncia ﬁa
#loculagio (ROGSE, 1980).

Em fermentagles continuas tem sido proposta a

utilizacino da flocula¢8o controlada, ou sejs. linkhagens com certa

3



tendéncia a se depositar, para aumentar o tempo de vesidéncia das
jeveduras, Isto evitaria a lavagem excessiva das células,

mantendo a concentvaglo celular em niveis adequados (ATKISON &

DADLD, 41976; ESSER & KUES, 1983).

A tendéncia de aglomerac3o das leveduras nos processps
fermentativos € conhecida a mais de um século tendo sido
mencionada ja nos trabalhos de Pasteur (i1898). Os primeiros estu-
dos investigaram o fendmeno conforme os principios da floculagio
auimica & procuravam indicar que componentes presentes no mosto
promoviam a formacio de complexos que levariam.é sedimenta¢ido das
células de levedura de acordo com revisBo de CALLEJA (1987)

No entanto, o avango das gesquisas indicaram que a
fioculacao trata-se de um fendmeno de carater especifico
dependendo da linhagem de levedura utilizada e que ocorria entre
células preparadas em soluc3o tampSo, através de interacles
envolvends a parede celular de células adjacentes, snquanto a
influéncia de subst8ncias do meio de cultura eram de menar

importincia (EDDY, 19353 e STEWART el al., 1%975).

£.4. FENGMENOS DE AGREGACAO CELULAR

A floculacBo de células de leveduras € um tipo
particular de agregacio dentre os processos envalvendo adesfo

celtular encontrados entre microrganismos, reliacionados com
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mecanismos SEXURLS coma nas leveduras Hanspnula wingei,
S8chizosaccharomuyces gombe e mesmo Saccharaomuces ceyevisiae
(CALLEJA, 1987) e também com mecanismos de colonizagio de
haspedairos_ desde a formaclo da placa dentdria por Btreptococcus
putans (CALLEJA, 1987) até & aderdncia de microrganismos &e
superficies epiteliais do trate gastrointestinal de yérins
animais incluindo humanos (FIRON et al., {983; SAVAGE, 1983)

Dois pontos importantes tem sido apontados nos estudos
de agregacdo celular, primeiro a participacB8o da superficie
externa da célula e segundo, a similaridade dos  fatares

envolvidos e da saneira com que estes influesnciam 0 processn.

-Isto sugere gue devem existir mecanismos semelhantes envolvidos

éa floculacio de di?aréﬁtes células (ATKISON & DADUD, 1974; CaL-
LEJA, 1987).

0 mecanismo de ades80 celular pode ser especifico ou
inespecifico. Em ambos os caﬁas,_ligﬁcﬁeﬁ ifnicas, dipolo-dipolo,
pantes de hidrog8nio e interacfes hidrofdbicas podem estar
envuividas.;ﬁm todos esses processos € fundamental as caracteris-
ticas da superficie mais externa das ce£lulas, as quais determinam
os tipos de interacfo (KIHN et al., 1988Ba).

A4 superficie das células procariodlticas & eucaridticas
tem natureza polimérica, possuindo, porém, composiglc gquimica
hastante diferente. A parede ce&ular g constituida FOY
peptideoglicann nas bacteéerias e fosfomananas nas leveduras, ambas
apresentando proteinas incorporadas. Esta eatrutgra quimica, pela
sua natureza, ewxpde diferentes grupos ativoes que permitem a

interaclo das células com o meio extracelular (ARNOLD, $981).

ﬁ



fAs interacBes ceélula-cédlula que resoi-am ma formacio de
agregados s80 possiveis através destes sitips de ligacslo

potenciais das superficies celulares. Ho erxtarts, pela proépria

necessidade de defesa destes organismos, as sussrficies celulares

580, em geral, uma barreira ao contato com zuttas ceiulas devido
A repulsio  eletrostiatica Jjd que estas sEo rarregadas
negativamente e protegidas por uma camada de ama die hidratacBo
que dificulta a aproximacdo.

Ds mecanismos gerais de agregasde ceular devem entdo
envalver a neutraliza¢Bo de cargas, a desiitra=cic mitua, alénm
das interagcBes com 0s grupamentos atiwzis 1as superficies

celulares (FORSTER et al., 198%5).

Varios fendmenos de agregasio rzlular envolvem
roaconhec imentn da superficie celuiar eterminando @
especificidade dos processos (LIS &  SH&EON, 1986). A

especificidade, geralmente, vrelaciona-se o a superagio de
impedimentaos estereaguimicos  decorrentes Ik comformacio
estrutural das moléculaé da parede celular {#IHs et =ml., 178Bal.
Dutras pProcessps sH0 possiveis devior & presenca de
polissacarideos qué formam uma matriz onde Jisxar-se as celulas,
camo na floculagio aque ocprre durante o tratamerto Dioldgices de

Aguas resi&ua‘rias pelo sistema de "lodo atiwsdo™ (FORSTER et al .,

17857 .



2.2. LINHAGENS FLOCULENTAS DE LEVEDURAS

Vdrios aspectos da floculac8o causada por linhagens
fiaculentas de Bacch. cerevisiae ven sendo ﬁbjetn de estudos nos
dltimos anos (CALLEJA, 1987).

MILL (1%44) discutiu aque a selecio de linhagens de
Saccharomyces sp para a indidstria cervejeira dependia da

propriedade de flocular, dentre outvras caracteristicas de

_interesse em funcdo do tipo de cerveja e das condigBes de fermen-

tagio.

STEWART et al.{1975) descreveram aque todas as lteveduras
“lager"” Floculavémi em meio definido enguanto algumas linhagens
“ale™ nio floculavam na auséncia de um agente indutor (peptideon)
presente no mosto.

Be acordo com o8 resultados obtidos nesse estudo,
STEWART et al.(1975) propuseram uma classificaglo para as

ni

iinhagens ale" quanto & rcapacidade floculante: {(a} Classe I -

todas as linhagens nip floculentas as gquais nlo permitiam uma boa

FermentacBn secundaria; (b)) Classe II - linhagens “ale padrio

rdapidas e boas fermentadoras, que formavam agregados com mais de
mil células ao final da fermentacio, permitindo uma boa
fermentacio secunddria; (o} ﬁlaase 11T - leveduras altamente
floculentas ao final da fermentag3o; & {(d) Llasse IV -~ leveduras
formadoras de cadeias que se sepavavam muito cedo do mosto,
permitindo a proliferacBo de contaminantes e uma reducio do

rendimento, senda indesejdveis na cervejaria. As  leveduras

7



“lager” podiam pertencer as trés primeiras classes.

Alguns autores indicaram gue a tendéncia de {locular
destas linhagens era uma caracteristica determinada geneticamen-
te. A presenga de pelo menos um dos genes do locus conhecido como
FLOY conferia a propriedade floculante (LEWIS et al., 1976;
STEWART & RUSSELL, 1977)

g fendtipp tem se mostrade instdvel. Assim, usa
linhagem fioculenta pode tornar-se nio floculenta ou mais
fortemente <+Floculenta (RUSSELL et al., 1980@). A expressio da
caracteristica também & gav&rnadé poY geEnes SUPYESGOY RS
{HOLMBERG, 1978).

Embora a importincia da floculaglBo de leveduras na
produ¢Eo de bebidas alcadlicas seja apreciada a quase um sécﬁla,
.5amente nos udltimos anos, tem se procurado compreender a base
- bigquimica do fenBmeno (ROSE, 1980).

Hoje sabe-se que tanto celulas intearas lavadas como
tragmentos de parede celular isolados de lisnhagens floculenltas de
Sacch. cerevisiae floculam em solucbes cnntendu aloguns salis,
indicando 4que a floculaclo deve ser uma propriedade inerente das
paredes celuiares (NISHIHARA et al., 19828).

MIKI et al.{198E) e NISHIHARA et al.{4987}) indicaram
que ?r#gmentns de parede celular ou células intactas de leveduras
floculentas agregavam—se entre si e eram capazes de flocular
paredes 2 c&lulas de leveduras nic Floculentas. Este ditimo
BYOCRSED foi denominadn co-floculacle ou co-sedimentacio.

MIKI et al. (19B2) verificaram a importdncia da parede

celular de leveduras na interaclio que resultava na formagBo de

g



flacos rela andlise do material floculado por microscopia
eletrBnica, indicando que grandes extensBes da superficie celular
se aderiam durante a fleculac3o.

Exiﬁtg consensno na literatura em considerar aque as
leveduras si3o capazes de flacular somente na presenga de ions
metalicos, particularmente cdtions divalentes (TAYLOR & ORTDN,
1975; CALLEJA, 1987). |

Poder-se—-ia imaginavr que estes cations foasem
necessarios para neutralizay as cargas superficiais, reduzindo
assim a repulsio eletrostdtica que mantém as ceélulas dispersas.
No entanta, a baixa concentracHo de ifons tdlcio necessiria e o
efeito antaganista dos anélugdé bdrio & estrdncio sugerem a
especificidade por cdlecio (MIKI et al.,1%82; STRATFORD, 1989).

MILL (1944) +oi o primeiro a relatar que fons calcio
seriam vequeridos especificamente para a floculagZo. A
pspecificidade por ions cadlcio fol indicada povr NISHIHARA et al.
{1982 através da inibi¢8o da Floculacldo por agentes gquelantes
comn EDTA, cuja atividade inibikdria'ﬁé era vevertida pela adi¢So
'.de ions calcio e também pela inibic3o por outvos ions como sddio,
hdvioc e estrdncio que s8o0 competitivamente superadas pela adiglo
de calcin.

0s ions magnésio e mangangés tém sido apontados cnﬁa
capazes de promover a Finculécﬁo em determinadas condiglies de pH
HISHIHARA et al., 1982). MIKI ét al. (1982} observaram aue o pH
dtimo para a promogio de floculacBo por ions magnésio era 4,¢ e
relataram que a presenga tanto de:magnésin comn  de wsmangands

resultava em um avau de floculaclo menor que a promovida por

9



cdlcio. Entretanto, segundo STRATFORD (198%a), esta habilidade
eatd restrita a uma faixa estreita de pH proximo da neutralidade,
diterente da floculaclc na presenga de calcio 4que ocorre a
valores de pH.entre 2,9 ¢ 8,6,
KIHN et al. {198Ba) indicaram que cédlulas integras ou
fragmentos de parede celular podiam conter pequenas suantidades
, de calcio ligado mesmo apos a lavagem com EDTA. STRATFORD (1989}
sugeriu que magneésico e manganés promoviam 3 floculagio
indiretamente, uma vez que estes ions poderiam liberar o calcio
existente ligado a parede celular.
Existem basicamente dpis modelos para o mecanismo da
floculacdo propostos na literatura que diferem quanto a
especificidade das interacBes (HIKI et al., 1982; NISHIHARA &
TORAYA, 1987).
0 primeiro models baseia-se em principios fisico-
quimicos e proplie que pontes de hidrop@nio cooperativas entre
pplissacarideos da superficie celular g ligacbes cruzadas entre
grupas funcionais anidnicos das superficies dg células adjacentes
atraveés de cations divalentes tais como calecio seriam
responsaveis pelas interaghes célula-célula (MILL, 1964).
| De acordo com LYDNS & HOUGH ¢(i978), os grupos anifinicos
}igados por pontes salinas seriam os grupos tosfodiesteres
componentes das fosfomananas das paredes de levedura. Varias
trabalhos indicaram, porém, que estes arupos nioc participavam da

interagio (STEWART et al., 19755 JAYATISESA & ROBE, 19734).
Virios autores sugevem que o0s grupos carboxilicos das

proteinas da parede celular ligados atraves de ions calcio sio
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responsaveis pela  interagla das células. A participagio de
proteinas na floculag3o tem sido wverificada através do
tratamento cam prﬁteases (TAYLOR & ORTOM, 1978), moditicac3o
quimica de proteinas (NISHIHARA et al., 1977), acBo de agentes
desnaturantes (NISHIHARA et al., 19B2) e avaliacio das diferencas
no pertil de proteinas do extrato de células floculentas ¢ nig-
floculentas (MARVEY et al., 1977; BEAVAN et al., 1979). ’

NISHIHARA et al.,{1982) verificaram gque altas concen-
tragBes de agentes desnaturantes como urdia e guanidina-HCl
deprimem a capacidade. floculadora de #ragmentos de parede celular
e de células integras. Ds mesmos autores descreveram a  inibiclo
da floculac3do pelo tratamento das células e da parede isolada com
enzimas profégliticas como papaina e tripeina, enauanto outras
enzimas como lipases, DNAse, RNAse ou lisozima n3p possuiam
nenhum efeitn sobre a . capacidade floculante das mesmas,

A teoria das pontes com cialcio entre proteinas das
paredes de células adiacentes propbe um mecanismo nfo especifico
pava superar a repu}sﬁu‘eletrnstética provocada pelas superficies
celulares carregadas negativamente . Fate mudaic seria
inconsistente, considerando gque, abaixo de pH 4,5, o3 residuns
carhowilicos estariam protonados e os flocos seriam dispersados.
Como neste valor de pH, a flocula¢lo continua ocorrendo, tal.Fato
tem sido atribuido a fatnréé adicionais como 3 estabilizacio dos
flocos pPOY pontes de hidrogénio entre hidroxilas de
polissacaridens constituintes da parede de células adjiacentes

(FORSTER et al., 1983).

11



Aldm disto, este mecanismo nio estariz de acovdo com 0s
efeitos especificos de inibi¢Bo por wvdrios cdtions tais como
estrincio, bario e sodioc (NISHIHARA et al., {982) e por
carboidratos, como manose {(TAYLOR & ORTON, 1%78).

Virios estudos tém indicado «ue a adigao  de
carhogidratos :fesulta na desfloculagio de leveduras (EDDY. 1950a;
MILL, 1944; TAYLOR & ORTON, 1978).

0s estudos sugerem que a adigdo dé carboidratos tem
influbncia distinta de acordo com as linhagens wutilizadas.

STRATFDRD (1989b) testou 41 linhagens de Sacch. cerevisiae, que

foram divididas em dois grupos distintos: (1) incluindo todas as
linhagens FLOY, FLO4, FLOS, FLOB e TUPL, parciaslmente inibidas
por manose £ (8) lihhageng NewFLD, cpmpletamente inibidas por
manose, maltose, glicose e sacarose.

" TAYLOR & DRTON (1978) descreveram a inibic8o especifica
da floculacio por manose e derivados. NISHIHARA & TORAYA {19B7)
observaram aque D-manose foi o dnico carboidrato que inibiu a
Floculachio da levedura IFD 2048. Neste estudo, verificou-se
tambem gque o derivado alfa-metil-D-manosideo e preparacies de
mananas extraidas da parede de células de levedura nio floculenta
eram capazes de provoacay a desfloculagdo da linhagem mencionada.

MIKT et al. (1982) sugeriram o envolvimento da manana
na intera¢3o entre células de levadﬁras floeculentas, em fungdo da
inibicHo especitica por manose. A interaclo foi também inibida

par concanavalina-A, uma lectina gue se 1i9a a residuns manosil

g glicosil.
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Outros processos de adesfo celular saf  inibidos  por
carhoidratos. A ader@ncia de algumas linhagens de Eacherichia
coli, bem comp outras enterobactérias, & mediada por determinados
tipns de fimbrias que sSo inibidas especificamente por D-manose €
por alfa-metil-D-manosideo (FIRON et al., 1982; FIRON. et al.,
1983; FIRON et al., 19845).

Em fungio dessas evidéncias, ué segundo mecanisno tem
sido sugerido na literatura, no qual, a floculagdo envelveria um
reconhecimento especifice da superficie celular (MIKI et al.,
1982; NISHIHARA & TORAYA, 1987; KIHN et al., 1988a) .

Segunda MIKI et al (1982), as células f]ncu}enfas pOS-
suiriam moléculas protéicas tipo lectinas (;lectin~1ike“) que
ligar-se~iam a residuos das mananas de células adjacentes, sendo
que os ions podeviam agir como cofatores na ativacio da capacida-
de ligante dos componentes protéicos.

As proteinas do tipo lectinas t&m sido implicadas em
uma serie de tendmenos de aaregacio mirvobiana relacionados ﬁam
riclo de vida e eventos sexuais qgue .dependem de wmMecanismos
especificons de reconhecimento (SHARDON, 1987; SHARDN & LIS, 1¥8%).

Segundo FIRDN et al. (1983), a aderséncia bacteriana ans
epitélios de.diversos_animais ¢ mediada por adesinas localizadas
na superficie celular das bactdrias 9que exibem propriedades
semelhantes as lectinas.

0 vequerimento especifico por ions cdlcic para a
ocorréncia da floculaco e a dispers8o dos flocos par agentes
gquelantes como EDTA estariam de acordo com a teoria “lectin-

1ike”.uma vez que lectinas requerem ions metalicos para ligaglo
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%cam carboidratos e atividade aglutinante {LIB & SHARON, 1984) .
Cdlcio poderia ter um papel na floculacio anidlogo
squele que desempenha na atividade de concanavalina A. Esta
iectina liga-se por mondmeres a lons cdlcio e manganfs o qual
induz uma mudanga conformacional capaz de se ligar an agucar

{REEKE et al., 1974; McEUEN, 1%782).

£.3. FLOCULACAD CAUSADA PDOR  CONTARINANTES BACTERIANDS -
DA FERMENTACAD ALCOSLICA

Vdrios estudos sobre ns efeitos da contaminagso
microbiana na fermentaclo alcodlica tem sido relatados na
literatura (AMDRIM & OLIVEIRA, 1980; KaJl, 198%). HNo entanto,
apesar da floculacfo do fermento ser citada como um dos possiveis
efeitos da contaminagio, este aspectn nio foi  investigado com
maior profundidade (YOKOYA, 19891 .

0 efeito.do contaminante sobre a levedura € ainda pouco
conhecida, povém sabe~se que um nivel glevado de cantaminacio
ppde Causar: t1) reducfa na produtividade e no readimento
fermentativo pela competiclo paf substrato; (2) reducldo da
witalidade das celulas de: levedura pels “intoxicagl3o"” por
metabdlitos dp agente contaminante; e (3) floculaclieo das

ljeveduras pela ac8o das células ha:teriaﬁas (YQKDYA, 1989).
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Segundo YOKOYA (1989), a floculacBo da suaspensiic de
leveduras pode ter pelo menos duas CAUSAs: {43 presenca de
1inhagem floculante de levedura; (2) presenga de bacteéria que
causa a floculagdo de leveduras.

A& floculaclo da levedura nas dornas de termentacio
alcodlica causada por bactérias é conhecida pela maioria dos
técnicos de usina. Em  alguns casos, © transtorno € grande,
diticultando principalmente a separacin das leveduras nas
rentrifugas & afetando a pradutividade.na termentacio (YOKOYA,
198%2) . |

SERRA et al. (1974} vrelacipnaram =2 contaminagdo
hacteriana presente nas dornas com © probviema da fFloculaclSo,
identifiﬁéndn uma espécie de gporolactebacillus como rasaansé&ei
pela floculaclo do fermenta. O principal efeito dessa infecclo,
de acordo com estes autores, consistivia no aumento Progressivo
de tempo de fermentac3o, como consequéncia da diminuigla da
superficie itil das células de levedura e reducio de
.aproximadamente 13 X no rendimento.

Estudos de contaminagio micvobiana na inddstria do
ilconl no estado de e%o Paulo. indicaram gque provavelmente as
esperies de Leuconostoe, bactérias sabidamente produtoras de goma
n30o estariam implicadas na fiacuiacﬁu, uma vez que ndo sia
rapazes o8 sopbreviver por longos peripdos pas condigBes de
termentagia do dlcool (KAJI,.1?89). Ap contrdrio, as bactérias
pertencentes a0 génern Lactobacillus sohreviveriam sob tais
condigdes e constituiriam aproximadamente 40X das espécies

bacterianas encontradas na dorna de fermentacin, sendn gque a
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espicie L. fermentum apressntou—~se COBOD a hactéria evedominante

entre os Lactobacillus (GALLO, 19903 .

YOKOYA (1989) descreveu a floculagl8o de leveduras por
algumas linhagens de Lactobacillus, gbservando gque fons calcio
intensificavam a agregagdo e que a agitac3o da mistura de celulas
efa essencial para o inicio da floculaclo, como no caso das
teveduras floculantes.

YOKOYA & OLIVA-NETD (1991) indicaram uma linhagem de
Lactobacillus fermgﬁtum como responsidvel pela floculac8o. s No
entanto, para «que houvesse floculaclo, o nimero de celulas de
bactérias deveria atingir um valor critico com relraclo ap nimero
de ceélulas de leveduras. Assim para 84 mg/ 5@ m1 de suspensdo

bacteriana,' a floculagio mixima fni chservada com 1380 mg de
teveduras, oOu  Seja, uma relacio em massa seca de 9,041 £ na
contagem microscopica uma razio de 5:1 céiula de bactéria/ célula
de levedura.

A floculaclo causada por L. Ffermentum ororre numa Faina
mais ampla de pH entre 2,0 & 12,9 se comparada Com a Floculagio
provocada por leveduras floculentas (YOKOYA & OLIVA-NETO, 1994,

| Verificou-se «que o problema da floculaclo de leveduras
par'cnntaminantes hacterianns tem sidu intensificado peln.recicla
de células aue consiste na reutilizacfo do chamado “1eité de
1évedurag" (YOKOYA, 1?89); Eesa pratica provocaria o acumulo dos
agentes da floculacio limitando o nimero de veciclos e diminuindo

a eficiBncia da fermentacio (DRIZU & GANNOM, 1996).
Para aque e possa reduziv o nivel de contaminagdo no

Meite de leveduras”, ubilipa-se o tratamento com acido
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sulfuurico. Este tratamento acido promoveud uma reducioc de 45 ¥ em
média na flora contaminante de acordo com GALLO (199@) 

SERRA et al (1974) observaram que a adic3o de icido
pProvocou  a separagio das cdlulas, desfazendo os flocos. YORGQYA
{1989} apontou que a desfloculaglo com a.sacidifiﬁacﬁa da
suspensio de levedura (“leite”) tem sido comumente ocbservada nas
destilarias de dlcool. Este efeito mostrou-se reversivel, uma vez
que a floculacdo era restabelecida quando o pH era ajustado a
valores superiores a £,3. |

Noe trabalho de YOKOYA & OLIVA-NETOD (1991)  foi
constatado aue o tratamento térmico e enzimatico com protease
resuyltava na perda da capacidade filnculante das celutas
sacterianas, sugerindo que um fator de natureza prnteicé seria

responsavel pela capacidade fiorulante de L. fermentum. Este

fator estaria. intimamente ligado a superficie relular, uma vez

que s) sobregadante da cultura nip apresentou capacidade

fionculadora,

P 4. ENVOLVIMENTO DE Lactobacillus sp EM FENGMENOS DE ABREGACAD

CELULAR

Virios tenBmenos de adesBo celular envolvendo especies

de Lactobacillus tém sido descritos na literatura relacionados a

colonizagio do trate gastrointestinal de aves & mamiferos
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{BROOKER & FULLER, 1975; SUEGARA et al., 19795, SHERMAN & SAVAGE,
1984) .

A especificidade pelo hospedeiro tem sido constatada,
sggevrindo Gque as relacBes simbicticas entre OS5 microrganismos da
flora indigena gastrointestinal e SPus animais hospedeiros
envolveriam mecanismos altamente especificos (SUEGARA et al.,
197%; FULLER, 1973; LIN & BAVAGE, 1984).

Em geral, © mecanismo pelo qual os micrarganismos
asgociam—se ab epitelin dos hospedeiros € pouco compreendido. s
microrganismos éue colonizam ©s micronichos nos epitélios
gastrico ou intestinal devem ser CAPaRRES de crescer nas condigBes
nutricionais @& ambientais encontradas nestes “wabhitats”. Neste
sentida, B8 capacidade de multiplicar em ambientes contendo
concentragBes altas de ion hidrogénio € importante para 3
colonizagio das superficies gastricas pelas bactérias, enguanto a
capacidade enzimatica para digerir as glicoproteinas do muco ¢
posterior utilizagBo dos produtos de degradag8o como fonte de
cavbong, nitrogénioc e enersgia =80 importantes para 0% colonizado-
res da maioria das superficies epiteliais (5AVABE, 198B3).

SUEHARA et al. (1975) descreveram 2 inibhi¢3n da
aderéncia pelo tratamento termico, sugerinde aque componentes
termoldbeis da bactéria tais como cubstincias contendo proteinas
mediariam a adesio dos lactpbacilos as células do knﬁpedeiro,

Ao contrdric, FULLER (1973) indicou que O tratamento
térmico a 166 C por 18 minutos nSo inibiu a aderéncia. Este autor
verificou que O tratamento com EDTA ou substincias detergentes

nio tinha efeito, enquanto a adiclo de perindato de sodio reduziu
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52a sdesio. Foi observada uma ligeira reducio da adesdo apods O
tyatamento com enzimas protenliticas tripsina, PepsSina € uMa
srotease nio especifica. Neste trabalho, o autor sugeriu o
envolvimenta de carboidratos, em fun¢Bo do sfeito oo perindato de
eiidio e da redugdo da associacio por concanavalina A.

Fatudos utilizando microscopia eletrbnica revelaram que
as camadas de material ricp em carboidrato nas superficies das
céilulas bacterianas @ do hospedeiro ficavam aderidas, sendo
indicadas como sitipns de adesio (HOGD & ZOTTOLA, 1987; PEDERSEN &
TANNOCK, 4198%). Estes autores sugeriram gque a ades’o especi?ica
era uma fungio da interagao mdtﬁa‘

SHERMAN & SAVALGE {1984) sugeriram aue &% linhagens de
tactobacillus agsnCiam-se ao epitélio gdastrico de camundongos
atraveés de macvromoléculas complexas contendo acidos iipoteicdicos
geralmente envalvidos nos PYoCessos de adevéncia de bactérias
Gram positivas patogénicas.

Segundo BROOKER & FULLER (1975), acvedita-se Que a

adesio eeletiva contribui para 3 viruléncia de hacterias

patogeénicas, nin estando restrita aos microvganismos da Fflora
normal. Assim, 2 compreensio do mecanismpo de agesin £ de
interesse.

as wspecies Lactobacillus fermentum e L. acidophilus

ten sidp frequentemente encontradas em asspciagdo com as
superficies epiteliais das animais (SHERMAN & SAVAGE, 19Bé; HOOD

& 7ZOTTOLA, 1987; CONWAY & KJELLEBERG, 1589). As especies L.

salivariusg (PENERSEN & TANNOCK, 1989), L. reuteri e L. puUrings

(SHERMAN & SAVAGE, 1984 também sdo citadas Comd colonizadores do
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gpitelio do trato gastrointestinal de aves e mamiferos, dentre

outras.

CONWAY & KJELLEBERG (i98B9) investigaram 0 mecanismo de
ades3o da linhagem 737 de Lactobacillus fermentum capaz de
colpnizar o epitélio gdtrico de camundongos  Verificou-se que O
fator promotor da ades3p  encontrava-se no sobrenadante da
rultura. Este fator de adesSo nio era capaz de promover 3 adesdo
de duas outras linhagens de tactphacillus isnladas dg oubtros
animais, sugerindo a especificidade pelp hospedeivo. A atdesina
mostrou~se sensivel ap tratamento térmico e engimatico com
pronase E indicando sua natureza proteica. Este tipo egpecifico
de proteina ndo apresentou grupos carhoidratos ativos np processo
de aderéncia, constatado pela absefvacﬁm da ni3o afinidade por
concanavalina A e da ineficiéncia do tratamento com periodato de
sodio e com kunicamicina'durante o crescimento, visando impedir a
formacl3o de glicoperoteinas.

HENRIKSSON et al. (1%7%71) estudaram a caparidade de
aderdncia da linhagem 104 de Lactohacillus fermentum ao epitélio
gastrico e sEings. Eztes autores verificaram Que 0%
determinantes adesivos da linhagem possuiriam natureza eroteica
pestariam fortemente lipados & parede celular, ndo sendo
facilmente retirados atraves de lavagens com tampio ajustado para
valores baixos de pH (pH 1,21 ou solugbes de daedégil sulfato de
sddio (8BS .

Neste trabalho, HENRIKSSORN et al . {(1991) verificaram Que

as wariantes lisa e rugbDsa da linhagem 184 de L. fermentum

naturalmente sresentes no epitélio gastrico de Suinos
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apresentavamn  um padrio diferente de aderdncia. A variante lisa
compreendia 1@ % da populacio desta linhagem e apresentava uma
caracteristica adesiva mais especifica para o epitelio escamosn
do est8magoe desses animais, enguanto a variante rugosa e€ra Capaz
de colonizar b epitelio de outras regifies do trato gastrointesti-
nal. Ds autores sugevivram que a variante rugosa garvantiria a
passagem da linhagem pelo trato digestivo até chegar a parcio do
gpitéliip gdtrico escamosc que permitiria o desenvolvimento da

variante lisa pelo seu maior poder adesivo nesta reqian.

2.5, METODOS DE GUANTIFICACKO DA FLOCULADAD

As leveduras flaculentas s8o facilmente diferenciadas
das n%p floculentas atraves da chservacin visual. Porém, esla
diferenciacio € uma estimativa subjetiva dp poder floculante de
uma determinada linhagem. Basesado no fatop déﬁ leveduras naop
tiloculentas permanelfevem em suspensic por muito tewpo, enguanto
as leveduras flopculentas se depnsitam rapidamente, viarios métodos
de quantificacio do processo tam sido propostos na literatura
(KIHN =t al., 1988b ; STRATFORD & KEENAN, 1%H8).

Alguns métodos estimam a intensidade ou a velocidade de
cedimentacSo através da quantificac3p do material floculado
expresso  em volume, massa ol nimero de células (STEWART et al..

1976&; NISHIHARA et al., 1974). Qutros metodos estimam o material
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que permanece em suspensdo no sobrenadante, principalmente
stravés de medidas de turbidez (MIKI et al., 1982; STRATFORD &
KEENAN, 198B; KIHN et al., 1988b). Alguns trabalhos utilizam
métodos de desfloculaglo causada poy adig8o de agidcares (EDDY,
1955L) ou por aumento da temperatura (TAYLOR & ORTON, 1978;
NISHIHARA et al., -1977) para estimar a forga fFloculadora das
linhagens

Os trabalhos mais recentes tem indicado aque a
absorbincia residual determinada apds a sedimentacio é uma medida
da concentrag3n de células dispersas e representa um parametro
adequadn para caracterizar a floculéncia de leveduras (KIHN et
al. 1988b; STRATFORD & KEENAN, 1988) .

STRATFORD & KEENAN (1988} enfatizaram gue a quantifica-
¢80 da floculagdo era fortemente influenciada pelo tipo, tempo e
velocidade de agitagldo, pela concentraclic de células e pela rela-
¢%o0 entre o volume de suspensio e o tamanho do frasco utilizado
nos testes. Nesse trabalho, os autores encontraram que PAra uma
determinada concentraglo celular era necessavia uma velocidade
minima de 3gitac§n para a ocorréncia da floculaglo. Este limite
podia seyr consideratdo como uma “enefgia de ativagio™, isto &, uma
velocidade abaixo da qual a energia cinética ou mecinica disponi-
vel era insuficiente para permitir a aproximagio das celulas flo-
culentas. Estes autores discutivram a similaridade entre o efeito
da temperatura em uma reagio quimica & o efeito da agitaclo na
floculacio. 0O aumento da agitagSo fornecia este “imput™ de ener-
gia &% células que colidiam com energia suficiente para peneirar

a rcamada de Agua de hidrataglo e superar & barreira do potencial
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elétrico da superficie, tarnando as ligagdes possiveis.

Em estudos mais aprofundados snhre a influéncia da

agitagio na filoculagio, STRATFORD et al. {1988) e KIHN et al.

{1988h} constataram que a agitacio 3 wvelocidade constante

acelerou =a $ipculagio pelo aumento da probabilidade de colisfo

entre as particulas até aque um ecetagin de gquilibrio foase

alcangado, onde a relacio entre células livres e floculadas foi

mantida constante. 0 excessy de agitacBo passava a ter um efeito

antagbnico, destruindo os tlocos e consequentemente, aumentands o

numaro de rélulas dispersas. Este pquilibrio a velocidade

ropnstante seria dinamico, onde & agregagio de células era

compensada pela remocio de células pela propria agitacdo.
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4. MATERIAL E METDDOS

3.1, CULTURAS DE MICRORGANISHOS

Faram utilizadas neste satudo, linhagens de

Sacgharomyces rerevisiae e tactobacillius fermentum ohtidas Jjunto
4 Colecie de Culturas da Fundagdpo Tropical de Peaquisa e
Tecnologia “Andreé Tosello”. As designagles dos microrganismos

utilizados estdo indicadas no Quadro 1.

As linhagens de L. fermentum foram isoladas a partir de

amostras do “leite“ de leveduras sem tratamento dcido
prnvenientea de usinas com & sem problemas de Floculacio (OLIVA-
HETO, 199@).

As culturas de L. fermentum foram mantidas em MRS agar
inclinade {Lactobacilli Man,Rogosa e Sharpe) a 4°C & cultivadas

em caldo MRS a 9@°C para a obtencio das células pavra os testes de

floculacio.

foi utilizada uma cultura de levedura isolada & partiv
da semeadura em placa por estrias de uma suspensdo de fermento
romercial (Produtos Alimenticios Fleishmann Rosal Lidad) em meio
pDA  {(Potato Dextrose Agar). Esta cultura denpminada Fi & a de
Bactch. cerevisiae FTPT @472 proveniaﬁt& de mosto de usina foram
mantidas em PDA inclinado 2 4°C @ cultivadas em caldo YEPD

tYeast Extract Peptone Dextrose) a 30'C para 2 obtencan de

células para os testes de f}ncu!acﬁo
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-
===

FTPT : FundagSo Tropical de Pesguisa e Tecnologia “André Tesells”
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| 3.2, TESTE PARA A SELEGXD DE LINHAGENS FLOCULENTAS DE

Lacgtobacillus igzmga£nm

As bactérias foram cultivadas em 38 ml de caldo MRS

durante 48 Raras a 3@¢°C. As culturas foram centvifugadas a BO%2 g
por 10 minutos a 4°C utiiizénda Centrifusa modelo IEC B-2@-A, da
International Equipment, 1avadas duas VezIRs COW splugldo de acido
etileno diamino tetracético (EGTA) ©,0P5 #. 0 sedimento Fol
ressuspendido em tamplo citrato 9,05 M acrescido de EDTA ©,06600 M
pH 4,5 numa concentragio de ¢,5 g/ml de mAKSA dmida de ceélulas.
Nesta eltapa foram utilizadas suspensBes de levedura
preparadas 2 partir de fermento cromercial aue foram centrifugadas
a 4000 rpm por 1@ minutos, lavadas duas Vezes (OB EDTA 0,023 M e
resauaéandidas em tampip citrato 0,00 M acrescide de EDTA ¢,005 M
pH 4,8 numa concentracio de 5 g/ml de peso dmido.
fls testes preliminares de floculagao foram realizados
em tubos 164 X 15@ mm misturando 4 ml da suspensio de bhactéria e &
ml da suspensin de leveduras preparadas conforme descrito no item
anterior. Faram adicionados 2 ml de uma solucio de  cloreto de
calcio 463 M =a cada tubo, © qual fol Qignrasamente agitado e,
pasteriurmente deixado £m  rephouso por 5 minutos. Apds este
..perindo de  yepouso,uma ampsira de 3 m1 do sobrenadante foi
rétirada cuidadpsamente, para evitar turbuléncia do sedimento com
a qual erocedeu-se a 1eitura de turbidez ewn espe:trnfatﬁmetf&

Bausch & Lomb gpectronic 20, utilizando um comprimento de cnda de

402 nm. O teste foil realizado & temperatura ambiente.
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3.3. DETERMINACAD QUANTITATIVA DA CcAPACIDADE FLOCULANTE DE

Lactobacillus fermentum

A cultura de bactéria floculenta selecionada  foli
rultivada em frasco Erlenmeyer contendo 50 ml de calde MRS por
54 horas a 30°C, utilizando coma indculo 1 % de uma cultivo de 24
horas em caldo. |

& cultura foi entBo centrifugada € 1awada duas vezes
com uma soluclo de EDTA 8,025 M e ressuspendida numa concentracio
de aproximadamente 9,15 g/l (massa secal em tampio citrato @,05 M
acrescido de EDTA 9,003 M cujo pH foi ajustado para &£.8.

As leveduras Sacchayomyces aerévisiag FIPT @472 e Fi
foram cultivadas em frascos Erlenmeyer contendo 159 ml de caldo

YEPD povr P24 horas a 30°C, utilizando Comd indculo 1 % de uma

cultura de 24 havas no mesmo meio.

apods o crescimento, as culturas foram centrifugadas 3
8009 g por 10 minutos a 4°C e sofrevam O mesmo procasso de
1avagem da cultura bacteriana. 0 sedimentpo obtido fpi, entio,

ressuspendido no  MESKO tampan PAYA & ohtenciao de uma SUSEensac

com cancentracﬁa relular de aproximadamsnte .78 g/} {massa

Seral.

s testes de ¥Iacu1ac§a.Fnram realizados em tubos de
ensaio 186 X ise¢ mm conforme O @57UamA descrito & geguir. O
controle negative das teates foi feito pela substituigio da

solucio de cloreto de calcio por tamp3o sitrato preparado  conm
Aaqua deionizada.
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Procedeu~-se os testes com adicHo de HpSO4 ou NabH a uma

concentracio final de @.2 N, para verificar a srarréencia de

desfloculagio.

2 ml da suspensioc de levedura 2.7 g/}

+

2 ml da suspensdo de hactéria .15 g/}

+

4 m1 de uma solucSo de CaClp 5 X 18 8 M

|

~agitag8o 10 segundos

l”

repouso 19 minutos

'

vetirada do sobrenadante (3 R

|

leitura de turbidez do sohrenadante

A agitacio foi feita em agitador de tubo (Cuclio Mixer

da Clay Adams veloc . II). As amostras do sobrenadante foram

retiradas cruidadosamente ufitizando um gipetador automdtico. As

leituras foram reallizadas em eapectrmfﬁt&metru a &0 nm. D teste
foi feita a temperatura amhbiente.

{is limites minimo @ maximn para oOs valores de

ahsorbincia encantradps  pavra os contrples negativo @8 positivo

furam definidos arbitrariamente, sendn Que a obtengio de um valor
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de absorbincia igual ou maior que 9,463 fol consideradsa resultado

ande nﬁa havia floculagdo e valor menor ou isual a .19, onde

havia flocrulag8o total.

2 3.1. CONTAGEM EM PLACA

NiluicBes seriadas das amostras do sobrenadante apds o

teste de floculaclo com & sem adicic de calcio foram semgadas

em profundidade na placa com mein MRS Agar, acrescido de €.82

ma/ml de acrtidiona para contagem bacteriana e coOm meio PIDA

contendo @,1 mg/ml de cloranfenicol e 0.1 mg/ml de clorotetraci-

clina pava contagem de leweduras g bolores. AS placas fovam

incubadas a 3p°C por B4 h (12 leitura) e 48 h (22 1eituray. 0Os

resulttados Ffaram expressns em unidades formadoras de coidnias pov

ml (UFC/mil.

as suspensbes de ceélulas de leveduras e de bactérias

com  as cancantrac&eﬁ celulares gmpregadas no teste de floculagdo

foram também contadas em meins adeduados.
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3.4, DETERMINACED DA DCORRENCIA DA FLOCULACAD NA PRESENCA DE

DIFERENTES {ONS

Seguindo o0 esfuema basico do teste de £ioculagido, Foi

avaliado o efeito da presenca de cada um dos seguintes ions:

cilcio, manganés, magnésio, sddip, potdssio, cobre e havio. Todos

gstes ions foram utilizados na forma de cloretos, ¢ om

concentracao final variandn de 19~9 ateé 2 X 10”1 M.
2.9, DETERHIN&C&Q'DQ OCGRRENCIQ DA FLOCULACKD ENM pH 3,86;4,3 & b,8

A ocorréncia da fioculagio foi testada utilizando sus-

pensfes de hactéria e levedura preparadas Nas MESMAS concentra-

cOes Ja menc ionatdas em tampio citrate B,68 M acrescide de EITA

0,005 M ajustado para pH 3,0, 4}5.6'6,2, 0 tecte de floculagio

foi realizado na presenta de diferentes concent raches de ions

célcio, manganés ¢ magnesio.
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3 4. DETERMINACZO DD EFEITO DA ADICXD .DE CARBOIDRATOS SOBRE

A CAPACIDADE FLOCULANTE DE L. fermentum

0« carboidratos mancse, frutose, glicose, 9alactose,
ma}tase,' sacarose, lactose foram adicionados aos tubos teste em
concentragles finais variando de 1079 a i8~1 M. Nestes testes, o0
procedimento para medida de Floculagho foi modificado
adicionando~se ©,5 ml de uma solucSe de cloreto de cdlcin 3 X
16"2 M e ©,5 ml de soluclo do carboidrato. As demais condig¢Bes do

tecte foram mantidas cnnférme descrito no item 3.3

9.7, DETERMINACARO DO EFEITO o TRﬁTAMSNTﬁ ENZINATICO

SOBRE A CAPACIDADE FLOCULANTE DE L. fermentum

a. TRATAMENTO COM PROTEASE ~ Acrescentou-se 2 enzimas protease de

Streptomyces 4Qriseus (Sigma, cat. P.@&93) numa concentragdo de

2,1 /1 a frascos Erienmeyer contendo 58 al de suspensio da

cultura floculenta de L. fermentum ou da cultura Sacch.

B

cerevislias preparadas conforme descrito no item 4. Ds frascos
foram incubados sob agitag8o de 100 rpm & 26 ¢ em incubador
agitador New Brunswick Gcientific G~P5. Em intervalos de i5

minutos foram retiradas amostras de 2 ml para medir a capacidade

fioculadora.
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k. TRATAMENTO COM LISOZIMA - Foi wverificada a agan da enzima
tisozima {Bacto-L4ysozyme Difco ©@445-10) sobre as celulas de
hactéria floculenta e levedura seguinde o mesmo procedimento

utilizgado para o tratamento com a engima protease £ 2 a messa

concentragio.

c. TRATAMENTD COM ZIMDLIASE - O efeito do tratamento caﬁ a enzima
zimoliase (Novozym 234 ) foi determinado incubando-se a SUSPRNSAD
de celulas de Ieveduraa com @,1 Qfl da enzima a 38° £ sob
agitaci3o de 189 vpm. A cada intervalno de 19 minutos foram

retiradas amagtraa para medir a capacidadsg floculadaora.

4.8. DETERMINACXO DO EFEITO DO - TRATAMENTO TERMICO
SOBRE A CAPACIDADE FLOCULANTE-DE L. fermentum

Suspensles de células da bactéria floculenta preparadas
conforme item 3. em tamplo citrato com pH ajustado para 6,2 e 4,5
foram distribuidas em tubos de ensaic com yosca de 16 X 159 mm
(5 ml1) e submetidas is temperaturas de 507 55, 4@ 70°e BO°C em

hanhos de agua por diferentes tempos.

Nos tempos - determinados, 0% tubns forvam retirados do
nanho e .resfriados rapidamente em banhno de geln. A seguir, ©

teste de fleculacgio foi conduzido, utilizande a suspensin de

celulas tratadas pelo calor.
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3.9. DETERMINAGAXD DO EFEITO DO TRATAMENTO 4CIDO SOBRE O
CRESCIMENTO DA CULTURA FLOCULENTA L. fermentum

Células da linhagem floculenta com crescimento ativoe
nbtidés apis 4 cultivos sucessivos de 12 horas em taldo MRS
foram centrifugadas a 8000 g e lavadas uma vez com agun
destilada.

g sedimentn foi ressuspendido em ¢aldo MRS nums
concentracio correspondente a uma absorblncia de 1,0, 50 ml desta
suspensio Foram distribuidos em frascos. cada frasco teve o pH
ajustade com HpS04 3 N para valorves de 2,8 ; 2,5 ; 3,0 ¢ 4,3, Us
frascos foram ent3o incubados sob agitag3o de 100 rem a 38°C. As
células da cuitura.flocuienta ressuspendida em tampip foram sub-
metidas ap mesmo tratamento dcido, Paralelamente, procedeu-se o
tratamento das células bacterianas e de leveduras em meio MRS a
eutes valores de pH sem agitaclo da suspensio.

Em diferentes tempos de tratamento, amostras das
suspensBes tratadas foram transferidas para crubetas estéreis
rontendo caldo MRS até uma absorbincia inicial de aproximadamente

9,1 e incubadas em hanho a 30°C.

A partir das medidas de turbidez obtidas = intervalos

'de 1%  minutos durante 8 horas de cultive, foram construidas

curvas de crescimento.
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| 4. RESULTADOS

4 §. SELECZD DAS LINHAGENS FLOCULENTAS DE Lactobacillus fermentum

flas 24 linhagens de L. fermentum testadas, ispladas a

partir de “leite” de leveduras sem tratamento acido, 21l
apresentaram capacidade de flocular células de leveduras
¢(fermento cemercial). Estas cepas podem sevr sgparadas de acordo
com a capacidade floculante em 3 grupps: (a) nic floculentas; (W)
fracamente floculentas; e (g) fortemente $loculentas conforme
indicado no Tabela 1. Os limites entren esses )grupns foram
arbitrariamente estabelecidos, considerandao a ahsorbincia do
sohrenadante inferior a 8,4¢ como pertencente a0 grupo fortemente
$loculento; de ©,40 a 9,453 como fracamente flaculento e acima de
2,65 como sendo do arupo nin floculento, nestas condigBes de
experimentacio.

4 cultura FTPT 1405 foi selecionada para ops testes
seguintes coma  linhagem floculenta e a cultura FTPT 14087 foi
mant ida como cultura n8o floculenta.

& partir da semeadura emnm placa da cultura de L.

fermentum FTPT 1405 foram selecionadas 378 caldnias. Dentre

estas, oito (2.,01%) nio apresentaram 23 rapacidade de fiocular

leveduras, oOU seja, teriam perdido essa capacidade durante a

armazenagem e sub-cultivo.



Nos testes realizados com 05 390 isoliados aue apreseEns

tavam capacidade floculadora, observou-se a formagin de flocos

com maior ou menov intensidade indicada pelo tamanhko dos flocos 2
velocidade de sedimentacio. O teste qualitativo com a cultura

FIPT 1485 indicou a ocorréncia da floculagio atraves da pbserva-

' g30 wisual, enquantn o sobrenadante do tubn teste com a cultura

FIPT 1407 permaneceu turvo com caracteristica de nio figculenta.

TABELA § Determinaclo da capacidade floculante das linhagens de

tactobacillus fermentum (teste p/ selecio)

.,......-.....»-._-,....._...-.._-.w-._-«-..-m-..-—..—.—..-u—-—-«-.-..-‘..-_...-..-._........—-—-.--——a...n—..-mmwwm—-—.w—..«.w—w—-nw_ﬂ”.—m‘__....._
wﬂﬂ#‘#“*-ﬂw-“*“wﬁ&m—“w———n——nmm-n-»——mﬂ—mm”n*“m—ﬂwmm”ﬂcwww*ﬂmm“—-;—”mm“—wm—ﬂm

1 INHAGEM ABSORBANCIA* CARACTERISTICA
FTPT 1384 2,31

FTPT 1387 2,30

FTPT 1388 0,33

FTPT 1389 @,32 |

FTPT 1395 ®,36 FORTEMENTE
FTPT 13954 e,33 FLOCULENTAS
FTPT 1399 2,28 ABS ¢ 0,40
FTPT 1403 e,32

FTPT 1405 8,29

FTPT 1410 .34

FTPT 1417 8,38

FTPT 1383 @47

FTPT 1385 0,42

FTPT 1397 0,482

FTPT 1398 2,41 FRACAMENTE
FTPT 1404 .44 FLOCULENTAS
FTPT 1409 2,40 2,40 ¢ ABS { 8,43
FTPT 1411 0,48

FIPT 1412 ®.55

FTPT 1414 0,50

FTPT 1415 0,40

FTPT 1390 2,00

FTPT 1400 1,50 NXO FLOCULENTAS
FIPT 1407 2,00 ABS > @,65

_.........._.,......—_x.-.m_“__.n.—_m__..__ﬁ_._hm_nw_m_
..—...n--“wuw..q.-..u.—-.-—-—-m-o.-——--..mm-.u..-_“—m"_“_—u”—-_u_mm_um_m—
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4 8 A CAPACIDADE FLOCULANTE DE L. fermentum

& ocorréncia da floculaglo foi constatada pela reducio
drictica da absorbincia do sobrenadante apts a adig8o de uma
solucio de CalClp 10;3 M (concentragio final) com agitacdo
vigorosa seguida de um periodo de repouso da mistura de celulas

bacterianas de L. fermentum e leveduriformes de Saccharomyces

cerevisiae FTPT @472 ou da cultura denominada F1 (Figura 1.

rom a substitui¢io da soluglo de cloreto de cialcio por
tampio citrato pH 4.2, © asbrenadante permanecia turvo. A adicio

de HpS04 ou NaOH ac tubo teste impediu a ocorréncia da ¥loculaclo

{Tabela B27.

TaGBELA 2 Avaliacho quantitativa da capacidade flaculante de

L. fermentum

o o i A TR —w—m..—-.-.__....._...w._._”._.-.m-.-._..............n.-....._...-.—-—.,-.u.—..,a_-«mum__-m"_»a_..”__m._._m..—__.w.__
m”““F“nn—i-ﬂwﬂn#uw#wwﬂww“ﬂw*ﬂw—_ﬂi”—ﬂ-ny—:-\n-nn—ﬁ-“w—d-m"—ﬂﬂ—“mw—“-—ﬁm—vaﬂwwﬁmmwﬂnm

CuLTURA DE L INHAGEM DE ABSORBANCIA DD FL.OCHLACAD
{ EVEDURA L. fermentum SOBREMNADANTE A 420 nm

FTPT 1405 (a} @,08 (&) +
Saccharomyces FTIPT 1403 th) ®,7h (&) -
cergvisiag FTPT 1405 {c? .78 (el -
FTPT @472 - FTPT 1403 (d) 0,78 (&) .
 FTPT 1384 (a) &,19 +
Saccharomyces FTRT 141@ £a)l g4.14 +
cerevisias FIPT 1390 (a} 8,78 -
FTPT 9472 FTRPT 1400 (a) &%, 48 -
: : FTRT 1487 (a’ H,72 -
FTRT 1384 {(a) 2,10 +
CULTURA FY FTPT 41465 (a3} .10 +
FTRT 14@7 (a) @.72 -

w—»“—ﬂ"—ﬁﬂi—-‘-ﬂl-'4—M-Itn—1‘!‘-‘-——bﬁw—&-11«—-—-mMo——kmwmw—ﬁw—iww,—ﬂc—v—-&ﬂ—hﬂw——mp—

MRS R E ——-'m”m‘-—"m_-—--n"#mnﬂnwuw—nmn—ﬁvnwﬁmwl—--—-—&-ww“ﬂ—‘ﬂmq—&m-——ﬂwm#u&”ﬂmw

(a) adicio de CaClp 163 M ;(b) adicHo de CaClp 1073 W e HpSO4 8.2 &
{c} adi¢So de CaClp 1073 K e NaOH 9,2 Ni{d) adigio de tamplo citrato;
(e} sidia de 3 repeticdes
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Figura i: Efeito da concentrag3o de ions calecio na

floculag8o das células de levedura por

Lactobacillus fermentum
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s resultadpns obtidos para o teste de floculaghio  das
linhagens floculentas FTPT 1384, 1483 e 1419 sobre a§ duas
culturas de levedura foram similares. Houve similaridade entre o0s
resultados das linhagens nio floculentas FIPT 13%8, 1490Q, 1447,
desmonstrando qie a metodologia utilizada forneceu uMma
diferenciacio nitida ogquanto a ocorréncia ou nio da floculagio
{Tabela 2).

0 teste realizado com substitui¢io do rdicio por tampio
citrato foi considerado camo controle negativo, onde nlo houve
floculagcio, com absorbancia igual ou superior a @,40. Considerau~-
a8 totalmente floculado, © sobrenadante cuja leitura em
espectrofotbmetro correspondia a uma absorbincia menor ou igual a

&,1@ nas rondigtes experimentaia-utilizadés, dearcritas no  iten

3.3.

4.2.1. CONTAGEM EM PLACA

0s resultados das contasens de leveduras SaCCharomyces

cegeviﬁiae_mFTPT:647a'e de bactérias Lactpbacillus fermentum FIPT

1405 presentes no sobrenadante apés o teste de floculaglo sHo
apregentadés nz Tahela 3.

Dhservou~Se uma reducio significativa na contagem de
lavedura; nn  sobrenadante apﬁs a Floculacio. A céntagem de
bactérias ainda presente apos a fioculaclio foi pouco mencr que no
cgnfra?e negativo. Deve-se obhservar que 0% dados obtidos para as

suspenales iniciais de leveduras £ bactérias Fovam maiores que Os
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ohservados para o controle negativn, uma vez gque no tubo teste as

suspensbes sofreram uma diluicio de 2:5.

TABELA 3 : Cantagens de bactérias e leveduras apds o teste de

floculacao
. Saccharomyces Lactohacillu ABSORBANCIA
AMOBTRA cereviglag ferment um (402 nm)
(UFC/m1) (UFC/m1)
cobrenadante 1 2,68 X 18 3 1,97 X 16 7 e,09
epbrenadante @ 4,60 X 10 © 3,60 X 10 7 Q.65
cobrenadante 3 7,94 X 10 & 5,00 X 10 7 0,746
suspensio 1 3,20 X 10 7 e = - 2,80
suapensio 2 e 1,14 X 19 8 @, 34

..u_...._._m«.._mm-m.——...----m..-—.»-mv-m-—.—..-....—.-n.....--mm—.,-mm—,-wm._-«mm-«..-u—.—..«-.——.«.a—_.-»m._—.mw.—mn-.—
..m.—n.—-—ﬁm.-'m"-—-m.w.----.-.....-.a....«-—--...---..—-...-....m_*—u“—-m——w-u-.—»-mmwmﬁﬂ-—mm—m-——uum.—_m.—.—wu"-—n

sohrenadante 1 - controle positive do teste de floculagio; sobrenadante 2 ~ controle negativo
sohrenadante 3 - adigle de Callp e sanose 167 M; suspensin { - suspensio inicial de células de
leveduras; suspensio @ - suspensio inicial de células de bactérias



4. 3. EFEITO DA PRESENCA DE IfONS BOBRE A FLOGULACED DE LEVEDURAS

pOR L. fermentum a pH 4,B

Concentractes de ions calcio acima de 16-3M  foram
suficientss Para  promover a f!oculacﬁé mawima da cultura de
Sacch.cereyisiae . enquanio que para a levedura Fi, uma ¥1ocula~
¢80 menor foi obtida para & meacma concentracio (Figura 1).

Encontrou-se  que na presenga de ions manganés @
magnesio havia formaclp de flocos entre as células. Ao contrario,
a adic3n de ions sodio, pntéssin, cobre e bdrio,nas concentragbes
tectadas, ndo resultou emy?lacuiaaﬁa.

0= ipns mangands e magnésio foram exigidos em
concentracBes superiores a de cidlcio para provocar a miaxima
filoculaglo (absorbincia | ®,106). As Figuras 2 & 3 indicam gus
concentragBes de mangands de no minimo 10-24 & de magnésic de

t¢~1 M foram necessdrias para scorréncian da floculacRo maxims da

cultura de Saceh.cerevisiae FTRT G472 & £ % {9~EM de mangandés @

16-1M de magnésio para a cultura de levedura F1.

0 efeito da presenga de ions Ca 8+ Mn E%* g Mg &% para
a promocio  da finculaclo sobre as duas culturas de leveduras
utiiizadas necte experimento tém perfil semelhante. Entretanto,
pEGUENRES diferengas poden  Ser pbservadas, indicando que a

floculacio € mais intensa e alcangada em concentragdes mais

haixkas para a cultura FTET #8472 aue para a culltura Fi1 (Figuvas i,

4 & 33,
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. 4.3.1., A ODCORRENCIA DA FLOCULAGAO A VALORES DE pH 3,0 £ 4,5

Uerificou-se a capacidade dos fons cdlcio, manganes e
magnssin de promover a floculaco em pH 3,0 ¢ 4,5, Em pH 3,8, 0%
ions calcio continuavam permitindo a pcorvéncia da floculagio,
enquanto a presenga de ions mangang&s e magnésio ndo tiveram
efeitp promotor da floculacBo (Figura 47 A pH 3,2 similarmente a
pH &,2, a pcorréncia de certo grau de flaoculaglce so foi onbservado
apds a adig8o de no minimo 2 X 16~4 M de calcio (Figura 7).

a4 pH 4,5, houve um certo grau e tinculaglo mesmo  sen
adig&o de fons. Porém, verificou-se a intensificagio da
floculacio apds a adig¢lo de lons calcio (Figura 7).

A adic3o de concentraglBies crescentes de ions manganés a
pH 4,5 promoveu & intensificag8o do grau de floculaglo, embora
com menpr eficiéncia que_iona calrio. No entanto, a adiglo de 2 X
i6~1 M provocou um efeito inverso desta tengéncia, resultando na
roducio do nivel de floculagdoc {Figuras B e 2y

# presenga de 1ons magneésin contribuiu fracamente para
s aumento da floculaglo a pH 4,5 ateé concentraces de 1672 .
Torna-se evidente, porém, um efeito irnibidor destes ilons en
concentraclies superiores @ 1972 M, resultando na perda total da
capacidade floculante na presenca de 19~1 M (Figuras 8 e 10},

4 pH 3,0 os ions manganfs e magnésipo nio foram capazZes
de promover a floculaclo das leveduras tFiguras ¥ 2 1@). Neste

pH, foi observada a ncorrdnria da floculacao tom & adicio de 1ons

calcio (Figuvra &).
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4.4 EFEITO DA ADICXD DE CARBOIDRATOS SOBRE A CAPACIDADE

FLOCULANTE DE L. fermentum

A adi¢l30 dos carboidratos glicose, frutose, galactose,
maltose, lactose e sacarose nao alteraram a capacidade
floculadora na presenca de cdlcio (10~3M concentracio final) a pH
4,7 da cultura L. fermentum {(Figura 11},

A presenta de manose em concentracBes acima de 2 X
16734, resultou em uma reducls gradual da capacidade floculante.
0 poder inibitdrio deste carboidrato foi constatado também na
contagem eﬁ placa do sobrenadante apds a adigBo de 1e7iM de
manpse (Tabela 3)

55_ resultados apresentados na Figura 18 indicaram que
uma concentragl3o de 7 X 107EM sEp suficientes para  inibir
totalmente a finculaglo. Entretanto, nas concentraghes inferiores
a sua aclo 8 proporcional a concentracio.

Na floculagio da levedura Fi, a manose também apresenta
rapacidade inibitdria em concentrac@es superiores a 2 X 1e~3M. Na
presenca dos demais carboidratos testados, a cultura Fi €
#ioculada nnrmalmeﬁte, com excessan da frutose Gque 2m

concentracBes de 10-iM também results na reduczo da Floculag8o

{Figura 13}
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4.%, EFEITO DO TRATAMENTO ENZIMATICO SOBRE A CAPACIDADE
FLOCULANTE DE L, . fermentum

Observou~se =& redugdo gradual da fleculacldo pela agdo
da enzima pronase £ de Streptomuces griseus sobre as células da
bacteria floculenta. A perda total da capacidade floeculante foi
verificada apds 40 minutos do tratamento enzimitico empregado
(Figura 14). 0O tratamento com protease das ctélulas de levedura
nic atetou a flocula¢fo suando adicianau-ﬁa bactérias floculentas
sem tratamento.

Constatou-se. que =as células bacterianas tratadas com
lispzima mantiveram a capacidadé de flocular as 1eveduras‘ 0
tratamento -das células de levedura com lisozima e zimoliase
também ndo impediu sua floculaclo por bactérias nEo tratadas
enzimat icamenta,

NEo foi ohservada desflpoculagdo pela agl3o de protease
de Streptomyces griseus sohre o material floculado na
concentracio e tempos utilizados para o tratamento da SHEPENSAD

de hactéria, provavelmente devido & dificuldade de penetragcio da

enzima pela estrutura do Floco.
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4.4. EFEITO DD TRATAMENTO TERMICO SOBRE A& CAPACIDADE FLOCULANTE

DE L. fermentum

0 tratamento a tempevaturas elevadas das c2lulas
Floculentas de L. fermentum vresultou na destruicio da capacidade
floculadora (Figuras 15 e 14). Esta destruigSo pelo calor foi
maiz eficiente a valor de pH 4,5 se comparade com iratamento
repalizado a pH 6,2 (Figura 17).

Apts o tratamento térmico das cdlulas de levedura nas
mesmas condigles utilizadas para as células de hactérias, estas
continuaram susceptiveis 3 floculaglo.

0 material floculado obtida em pH 4,2 foi suﬁmetidn asg
temperaturas nas guais aé crélulas de bactéria perdiam a
capacidade de flocular e observou-se a desfloculacdo deste

material apfs 4@ minutos de tratamento pelso calor (Figura 183 .
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4,7, EFEITD DD TRATAMENTO ACIDO SOBRE O CRESCIMENTO DA CULTURA

FLOCULENTA DE L. fermentum

i tratamento Acido das células provocou o retardamento
do crescimento da cultura floculante L. fermentum FTPT 1483
conforme demosnstrado nas figuras 19, E@ e 21. A curva de
crescimento em pH 4,5 foi considerada controle, uma vez que o pH
nas dornas de fermentacdo, geralmente, encontra-se nessa faiwxa.

Na tabela 4,observamos que a constante especifica de
crescimento (M) manteve-se velativamente constante, wvariando
entre 2,33 e 0,35 ™1 no fratamento acido gm meio MRS sob agita-
¢8c. Entretanto, o parfmetro lat@ncia -L- (LODGE & HINSHELWOOD,
1943 ~modificado conforme apresentado no apéndice) aumentou con a
diminuicio do pH e com o aumento do tempo de tratamento. 0O
parametro fator de laténcia -R- (IBARRA & YOKOYA, 1984) apresen-
tou uma tend@ncia descendente em fung8o do abaiwamento do pH e do
prolopgamento do tratamento.

Eonstatou—-se que aptis um pericdo de 2  horas de
tratamento a valores de pH 3,9, 2,5 ¢ 2,2 em meioc MRS sob agita-
c%p, a bactéria floculante apresentou uma expansio progressiva da

Fase de laténcia de aproximadamente 4 ate 4.5 haras (R de 9,23 a

$.12).
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TABELA 4 : Valores dos parametros: constante especifica de
crescimento maximo Gad; laténcia (L1, & §fator de
laténcia (R) para tvatamento drcido em meio MRS

sob agitaclp spbre o crescimento de L. feymentum

TRATAMENTO cL® ESPECIFICA LATENCIA FATOR DE
ACINDO DE CRESCIMENTO LATENCIA
(pH TEMPO (h) Ux) (L) (R)
4,5 o ®,3348 . 9,7318 @,7775
3.9 1 @,352% 1,8%748 0.3513@
3,0 e @,3484 3, 9402 §,2334
2,3 1 2,30580 g,0451 2,5847
2,5 e &,3485 2,14%e @,2677
2,8 2 9, 3392 4,0454 @,2518
a,8 1 6,3474 h,2442 ®,1617
2,9 i 9,3324 ;3049 22,1222

..4._-‘..,..........‘..............,__._........,.....-.‘m_.,_......:mx:.........».-x-._.....Mﬁ_z:.-u-.-:_«zxw::nmx:::mmx.ﬁw_—::zﬁ**a:

0 tratamento dcido em meio MRS sem agitagio foi menos
eficiente que o mesmo tratamento com agitacio (Figuras 22 e 237
Ho entanton, a velocidade de crescimento permaneceu relativamente
émnstante entre 9,32 ¢ ©,34, com exceséﬁo do tratamento a pH 2,0
por B b que apresentou um decréscimo no valor de i {(Tabela 53

fi tratamento a pH 3,0 e 2.9 nlo apresentaram fase de
iaténcia (L = @) semelhante ap resultado obtido para O contrale a
;H 4,% . Somente a pH 2,0 observou-se um perindo de latencia, ou
seja, aproximadamente 1.3 horvas para um tratamento de 1 hora e de
4 horas para o tratamento pov £ horas (Tabela 5). 0 fator de la-
rancia mostrou um tendéncia descendente nos tratamentons a pH 2,€,

enauanto, manteve-sae priavimo de 1,0 nos demais ftratamentos .

&b
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TABELA 5 : Valores dos parametros: constante esperifica de
cresciments maximn 91); taténcia (LY, & fator de

latBnria (R) para tratamento acido em meio MRS

sem agitagip sohre o crescimento de L. fermentum

©en. eme am i okt St oy At g oz e S B S T ok e ot es e S g e T e e M I T I M AT M T oL R S MM E W RO DRSS SR RS BSE RS
L I N N N R N R N I N R RN NN R RN ERE SRS R E R I W e b T an S S S o il s

| TRATAMENTD CLe ESPECIFICA LATENCIA FATOR DE
. 4cIno DE CRESCIMENTO LATENCTA
L pH TEMPD (k) () (L) (R)

4,5 2 0, 3384 @ 1,1813
. 4,8 1 @, 3202 & 1,90443
3,9 2 2,357 @ 1,8087
[ 2,5 1 @,3344 2,1384 @,9547
2,5 2 ,3652 8,1572 ®, 9442
2,0 1 @,3379 1,5233 ,5977
2,0 2 o, 2899 3,7614 2,1914

MmN EREESRRESRS SO EmEmENmm D EREIIIER e B el e e e e R e e b RS B

Nas figuras 24 e £3, cbserva-se que 0O gfeito do
gtratamentn drido feito sobre as células bacterianas SUSPENSEs em
tampia g sob agitacio foi mais severo. Isso pode indicar que O
abaixamento do pH e a permanéncia das células em tampﬁn,_au sgja,
jsem nutrientes provocaram uml choque, levando a danos irreversi-
veis,cansiderando  a diminuigdo da taxa sapecifica de crescimento

gp}, de acordo com resultados apresentados na tabela 4.

by
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}ﬁHELA & : Valores dos parﬁmétfns: ronstante especifica de
crescimento maximo (W) laténcin (L}; e fator de
laténcia (R) para tratamento dcido em tamplo

citvratn 0,85 M spnb agitacdp scbre o crescimento

de L. fermentum

——Hm—‘wm—mmmw-——u-nm-“-—ih—r-‘ﬂun-\-—-mn»—-——'—nmwmwﬁ-—“mn-w-—-—t“’m—'mww—_——-_«”‘m—‘m”w—:ﬁ—«_ﬁm:$_—.»:mmw“

TRATAMENTO cte ESPECIFICA LATENCIA FATOR DE
; ACIDO DE CRESCIMENTO LATENCIA
CeH  TEMPO (h) () (L) (R}
4,5 ® &,3118 2,10%6 ®,5181
3,0 ) ®, 2981 {,4148 @, 46559
3.6 1 ®,3178 3, 38014 8,3414
2,0 e 0,364 4,2394 ®,2168
2,5 @ ®.2344 2, 4403 ®,5644
L 2.5 1 @, 1841 2,1789 0.6695
RS 2 8,1995 3,278 &, 5852
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&. DISCUSSAD

& rapacidade floculadora de Lactobecillus fermentum foi

evidenciada através da reducio drastica da leitura de absorbancia

%a snbrenadante. Adaptamos a metodologia que utiliza a medida da
ébﬁarbﬁncia residual de STRATFORD & KEENAN {1987 para ¥
fraba!har com cultura mista, a qual mostrou resultados satisfato-
vios na constataclio da ocorréncia da flocula¢do, sgarantindo
ceprodutibilidade.

Nhservamns que algumas linhagens de L. fermenfum SA0
capazes de flocular leveduras, enquanto outras nia, conforme
gpresentada na Tabela 1. Tais resultados pstan de acordo e

complementam as observagpoes felitas por OLIVA-NETO (1%98) para 0O

adnern Lactobacillus. As linhagens floculentas agregaram  as

¢élulas de leveduras tanto de Sagcharomyces cerevisiae FTPT @472

sroveniente de usinas de agucar e slcool cowmo rélulas preparadas
| partir de uma cultura isolada de fermento comercial para
sanificagio denominada Fi (Figura 1}.

A hactérias consideradas floculentas apresentaram

diferencas ausnto a forga +ipculadora (Tabela 1). Isto pode ser

devido a existéncia de um numern maior de sitios de interagiao com

%ﬁ células de leveduras nas linhagens fortemente floculentas do

‘que aquelas LOm MEDOT poder'?iﬂculante

A ewisténcia de linhagens floculentas e nBo floculentas

‘de L. fermentun pode justificar o fato de algumas usinas

73




H

+

gpresentarem problemas de floculacBo, enquanto outras nio, mesmo
H
i

—

apresentando niveis considevaveis e equivalentes de contaninagdo

(YOKOYA, 1989). Uma possivel seleclo de linhagens floculentas

pode ewplicar o fato destas dltimas passarem =& apresentar,

%Bﬂentinamente; problemas de floculaglo. Isso seria plausivel,

uma ver aue segundo GALLO (1998} a predomindncia de espécies con-

i
i
H
H

taminantes varia durante a safra analisada.
i

; Neste estudo, observamos que a capacidade floculante

pode ser perdida durante o estoque e subcultivoe das culturas, uma

ez que, £,¢ ¥ das colbnias isoladas da linhagem floculenta

selecionada L. fermentum FTPT 1485 perdevamn a propriedade
?1ocuiante, 0 que sugere a instabilidade desta caracteristica.

& caracteristica Flocultante, provavelmente, é

deteyminada geneticamente e pode sstar relacionada com heranga

plasmidial, em FfungBo deg  sua instabitidade, relativamente,

%eievada‘ Eata pode ser devido a facilidade de perda destes

fatores entracromossbmicos. fis plasmideos s3o0  encontrados

i

%?requentemente em bacterias ldacticas &, particularmente, nas

i

%eapéﬁies de Lactobacillus, contendo genes responsavels pels

[fermentagio da lactose, resisténcia a bactevidfagos, velocidade

H

‘da coagulacio da caseina, etc. NSo se pode, porém, descartar a

‘hipdtese de heranca cromossbmica, sendn necessarios estudos

§ggnéticas para esclarecer © mMECAnismo de transmissio desta

caracteristica.
Nests trabalho, constatamos 4que = presenca de ions
cdlcio e agitacin da suspensio de crélula sio necessarios para gue

ga fiorulacio ocorra, confirmando a ohseyvagio de YDKDYa (1989}
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Na presenca de i1ons calcio <i§“3 MY, as lewveduras foram
totalmente floculadas nos valores de pH 3,8:4.5 ¢ 6,2 (Figura 1),

Os ipns manganfs & magnésio foram capazes de promover a

H
H

floculagdo total de Ievadurés por L. fermentum em concentracdes

acima de 1072 M e 1071 M, éespectivamente, a pH &,2. Enaquanto

i
H

ocutrous cdtions mono @ div#lentea ngp, conforme indicade nas
Figuras 2 & 3. No entanto, é efpito promotor desses fons nado foi
observado a pH 3,0 (Figura 6). Em pH 4,5 (Figura 8), acima de

determinadas concentragdes estes ions passaram a ter um efeito

H
H
H

inibidor da agregagio (1071 % para MnB* e 2 X 1071 M para Mg2h),

fefteas resultados §sugerem gque o reguerimento por ions

H
H

calcio ¢ especifico, considerando que manganes £ magnesio podem

i
H

promover a floculac¥c somente em condigdes de pH proxime  da
neutralidade. Tais efeitaos da presenga de ions wmangans e

H
H

%magnéaim s30 comparaveis cm@ agqueles ohservados por STRATFORD &
iKEEﬂQN {19873 para a fImcul%cﬁa por ieveduras floculentas. Estes
:autﬂres sygeyivam que ﬁESéaﬁ condigbes de pH, estes dons 530
capazes de liberar o calcio éxiatente ligadn & parede celular gue
torna-se, entBc, disponivel éara a intevacdo.

Segundo  YOKDYA & éLIUA*NETQ (19913 em condicOes de pH
‘extremas (¢ 2,8 e 13,@)§n§m havia a formagdo de flocos por
bactéria floculante. Isto féi confirmado pela adicio de um Acido
z?arta HpSlly @.2 N e uma baée torte NalOH &,2 N que impedivam &
scorréncia da floculagilo indicadn na Tabela 2.

Neste trabalho, é verificamos que somente havia

ifioculagio a pH &,2 & 3,9 épés a adiclo de ions cdlcio (Figura

7Y, Em pH 4,3, observamos u& certo grau de ¥floculamglo sem adi¢Ho

;
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de calcip, isto pode estar associado a varios fatores como: {11
moditicacio estrutural das moldculas envelvidas direta ou
indivetamente que favorecam a interagBo das células pela Formacdo
de outros tipos de ligagdo; {2} alteragio na estrutura da parede
que levaria a liberacio de ions calcio ligados 4gue estaviam,
ent8o0, disponivels para a interag¢dae; (3) protonagao de

grupamentos carregados negat ivamente gque favoreceria a

]
H

aproximacio das células pela reducio da repulsio eletrostdtica;
dentre outros.

Ectn ltima possibilidade pode envolver a protonagao
dos grupos carboxilicos daé proteinas da parede abaixo de pH 4,5
que reduziria =& repulsio eletrostdtica conforme sugestio de
:?QRSTER et al. (1985). ARNOLD (1981}, através da avaliacBo da
estrutura da parede celular de leveduras, descreveu as alteragies
lenfridas por esta estrutura, considerando gue algumas linhagens

de Bacch. cereyisiag mostraram uma dependéncia pronunciada do pH,

sendo 4que na regifio de pH 4,9 existia uma radical wmudanga de

rarga negativa para Carga positiva.

4 perda da capacidade floculante apds o Lratamento com

pronase £ de Streptomuces griseys das células de L fermentum,
sugere aque o fator de floculac8o possul naturezs protéica, alen

da apresentar termplabilidade, confirmando os resultados obtidos
por YOXKDYA & OLIVA-NETD (1991}
Fetees resultados possuen spmelhancas Com 0S encontrados

{ por  CONWaY & KJELLEBERG ¢(198%9), uma vez que 0 fator de adesio

| responsavel pela colonizagio da linhagem 737 de L. fermentym ao

i epitélio gastrico de camundongos eva sensivel ap tratamento
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'térmica e com pronase E, ind}canda sua natureza proteica, apesar
deste fator ser encontado no sobrenadante da cultura. Deve-se
observar tamﬁém a semelhanga entre o determinante adesivo
descrito por HENRIKSSON ef al (1991 aus também possui natdreza
proteica e estd fortemente ligado & parede celular de uma
linhagem de L. fermentum capaz de se aderir 4 superfice epitelial
gatrica de suinos.

Verificamos 2 desfloculagio atvavés da adi¢do do
carboidratoc manose (Figura 11). A inibicic por carboidratos
encontya paralelelismo em vdrios fendmenos de adesSo celular como
relatado por NISHIHARA & TORAYA (1987) E STRATFORD (19893 para a
¥1o;ulac§m por leveduras e FIRON et al. {1982 parz a aderéncia de

Fecherichia £pli na colonizacio do trato gastrointestinal de

animals,

Muitas linhagens de enterobactérias possuem fimbrias
adesivas 4que podem reconhecer e se ligar a receptores mandse na
superficie de células epiteliais. Tais bactérias podem aglutinar
células de leveduras 5 cerevisiae. Este teste tem sido utilizado
para celerionar isolados bacteriangs fque  possuen adesinas
especificas para manose (DOUGLAS, 1987).

No caso da floculacBo por leveduras floculantes, varios
sutores (MIKI et al., 1982; NISHIHARA & TORAYA, 1987 ; STRATFORD &
KEENAN, 19883 sugerem »! anvolvimenio das fosfomananas
constituintes da parede celular como sitios de interacaco. Esta

consideracio pode ser extrapolada tamhém para a filoculaco

‘causmda por L. fermentum, supondo gque as mananas das leveduras

comphem a parte ligante das mesmas na adeslio com células de
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bactérias.

Fstas similaridades com outros fenbmenos de agreganin
%elular corroboram as consideracBes de ATKINSON & DAOUD (197463 e
éﬁLLEJﬁ (19B7) quanto a semelhanca dos fatores e da manegira CoBn
qee  influenciam os varios processos de adesio celular. Este fato
permite supor que os rvesultados nobtidos neste trabalho estio de
acorido com o modelo de interagio especifica praposto na
%iteratura (MIKI et =al., 1982) para explicar O mecanisno  da
flﬁcu}acﬁa por leveduras, sesundo 0 dual as células floculentas
possuiriam moléculas proteicas tipo lectinas gue ligar-se—iam &

residuos das manahas das células adiacentes. Segundo este modelo,

o5 ions agiriam como cofatores especificos na ativacin da

capridade ligante destes componentes proteicos.

Neste trabalheo, npbservamos que o tratamento acido #m
%eia MRS sobre as células de L. fermentum Provocou, pProvavelimen—
te, a injdria das células, uma VeZz Qque nas curvas de crescimento
sheervou-sg a similaridade das inclinacBes das vetas obitidas para
a2 fase logaritimicsa, indicando aque a taxa de cresciments &
temelhante, apesar do alargamento da fase de laténcia. Estas
wbservagfhes foram comprovadas atraveés do calculo dos valorves da
-onstante especifica de crescimento maximo {4}, iaténcia (L3 e
fator de laténcia (R} para cada tipo & tempo de tratamento
@pfeaentadng nas tabelas 4 e 3.
H G tratamento acido sobre a hartéria fTloculante wmostrou-
e w#ficients no retardamenta do cvescimento desta cultuvs,
%apresentanda L sumento progressive da  fase de laténcia

proporcional a0 ahaixamento do pH 2 30 tempo de exposigio a esta

7E




“

;mndigﬁa, Uesrificamos que a eficiéncia do tratamento a baixos
valores de pH é dependente da agitacio da suspensio.

% 0 tratamento dcido sob agitaclo ¢ em condiglio de
%5:355@2 de nutrientes (células preparadas em tampio) apresentou
reaultados mais drasticos sugerindo que houve danos irrepardvels

sara as céldlas em fungdo do forte efeito redutor da wvelocidade

de crescimento indicada na tabela &.

De acordo com GALLD (1998), o tratawento com dcido
%ul?dricm no preparn do pé~de-cuba (“leite de leveduras”™) provoca
;ma reducio percentual de 45,9 % na flora contaminante. Este
autor indica aque aleém da reducio no numero de contaminantes,o
tvatamento acido também promoveria a injuria das células  gue
cresceriam mais lentamente. Segundao as consideracies de YOKOYA &
OLIVA~NETO (1991) de que um valor critico entre o ndmera de

células de bactéria Ffloculante e de leveduras deve ser alcangado

para que ooovrva a floculagan, cowmpreende—-se que un tratamento

dcido eficiente que proporcione um retardamenta no crescimento do

H
H

contaminante com capacidade floculante iva contribulr em muito

lpara a reducio do problema da floculagdo nas usinas.
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‘4. CONCLUSBES

fs seguintes conclusles Fforam obtidas:

células de leveduras Sacch. gerevisiae foram floculadas

na presenca de algumas cepas de Lactobacilius fermenbum,

engquanto na presenga de outras nAho; a capacidade
fioculante 6 uma cavacteristica instavel, padendo ser
perdida durante o subcultivo e armazenamento destas

ltinhagens;

a floculacio & intensificada pela adicio de ions calcio.
A adic¢io de 1ions mangands € magneésic epromove a
floculacio em valor de pH 6,2, enauanto outros ions nio

a0 capazes de promover a floculagHo;

Ewm pH 4,5, a ocorréncia da floculacio & favorecida, sem
a adigio de ions cdlcio. Neste valor de pH,concentracbes
mais altas de magnésio @ manganes inibem a floculagao.

Ao contrarioc em 3,0, somente a adigio de ions calcio tem

efeito promotor da floculagHo

& presenga  do carhpidratao manose provoca nitida

inibicio da floculagBo, enquanto outros carboidratos

testados nin tem este efeito;

oo



{5y 0 tratamento térmico e com pronase E de Stireptomyces

(&3

griseuys resulta na perda da capacidade floculadora
da bhactéria floculante. Ao rcontrivrio, estes MELSHNDs
tratamentos spobre as células de leveduras ndo afetavam

a floculagio;

As evidénocias indirvetas obtidas neste frabalho permitenm
a propoeicin do seguinte wmodeln de mecanismo para a
FioculagBo: as linhagens floculentas de L. fermentum
ppssuiriam moléculas de natureza proteicza intimamente
jigadas a superficie celular L om propriedades
semelhantes s lectinas gue poderiam se ligar a residuos
de manose Componentes das fas?aménanaa dase paredes

celulares de leveduras adjacentes.

4
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