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RESUMO

A floculagiio da levedura Saccharomyces cerevisice provocada pela bactéria
Lactobacillus fermentum causa sérios prejuizos a fermentagio alcoolica, uma vez que reduz
o niimero de células utilizado durante o processo e propicia a proliferagdo de contaminantes,
O mecanismo de floculagio foi estudado através do efeite de modificadores quimicos de
proteinas e de carboidratos da parede celular, da agdo de fons, e da lectina concanavalina A.
Determinou-~se uma relagiio entre as concentragdes de células da bactéria e da levedura, a
qual resulta na condigio de maxima floculagdo, compreendendo, respectivamente, valores de
0,16 g/l e de 3,39 g/l (massa seca). Dentre os fons analisados, venficou-se: que os ions
Bat2, Cat2, Srt2 Mg*2, KF, Na™ (8 X 10-4 M) promoveram a floculagdo, sendo que, 0s
ions divalentes apresentaram efeitos promotores mais intensos que os monovalentes,
enquanto que os fons trivalentes (AI*3 e Fe'3) praticamente nfio apresentaram efeito
promotor; a concentragio minima de calcio requerida para a promogao da floculacglo
compreendeu valores iguais ou maiores a 2 X 10-4 M; os ions sédio em concentragio de
4,0 M em presenga de calcio 8 X 10-4 M, apresentaram efeito sinergistico na inibigio da
floculagio, enquanto que, os fons magnésio em concentragbes entre 0,8 ¢ 4,0 M causaram
progressiva inibigiio do processo, independentemente da presenca de calcio. Foi verificada a
presenga de siﬁos receptores para a lectina concanavalina A nas superficies celulares de
Sacch. cerevisiae & de L. fermentum, sendo que, para a ocorréncia da agregagio de cada
célula de levedura e de bactéria foram necessarias, respectivamente, 4,04 X 106 e
1,46 X 100 moléculas de concanavalina A. Testes com modificadores quimicos de proteinas
mostraram que os grupos funcionais fenol ¢ indol de aminoacidos, presentes na superficie
celular de L. fermentum, devem participar do processo de floculaglo. Contudo, ndo foi
verificada a participagdo, neste fendmeno, de grupos funcionais de aminoacidos da
parede celular de  Sacch. cerevisiae. A presenga de uréia 7.5 ou 8,0 M, em reagdes de
modificacbes quimicas de proteinas, ndo tornou os grupos funcionais de aminoéacidos mais
acessiveis a agdo dos reagentes. Constatou-se que carboidratos da superficie celular de
Sacch. cerevisiae devem estar envolvidos nessa interagdo, uma vez que houve inibigio da
floculagio apés o tratamento da levedura com periodato de sodio (0,01 M). Por outro lado,
ndo se verificou a participagio de carboidratos no fator floculante de L. fermenium.
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SUMMARY

The flocculation of yeast, Saccharomyces cerevisiae, by bacterium, Lactobacillus
fermentum, causes serious loss in alcoholic fermentation due to reduction in yeast cell
numbers in suspension and increase in growth of contaminants. The mechanism of
flocculation was studied with protein and carbohydrate modifying chemicals, action of
cations and concanavalin A. The optimum ratio between bacterial and yeast cells for
maximum flocculation was 0.16 g/l and 3.39 g/l (d.w.) respectively. Among cations,
barium, calcium, strontium, magnesium, potassium and sodium (8 X 104 M) estimulated
flocculation, but trivalent ions (AI*3 and Fet3) had no effect. The minimum calcium
concentration for flocculation was 2 X 10-4 M. Sodium ion showed sinergistic effect when
added at high concentration (4.0 M) in solution with 8 X 10-% M calcium ions. Magnesium
ions showed progressive inhibition between 0.8 to 4.0 M when added to cell suspension with
or without added calcium ions (8 X 10-4 M). Treatment with concanavalin A showed
receptor site of lectins in yeast and bacterial cells, Sacch. cerevisiae required 4.04 X 106
molecules of concanavalin A per cell and L. fermentum 1.46 X 106 molecules. Tests with
protein modifying chemicals showed that the functional groups phenol and indol of amino
acids on cell surface of L. fermentum were essential for flocculation. Urea (7.5 or 8.0 M)
did not change functional groups of cell surface. Carbohydrate of Sacch. cerevisiae is
important for flocculation because treatment of its cells with sodium periodate (0.01 M)
inhibited the flocculation. Same treatment on L. fermentum tad no effect, which showed
that carbohyrate from bacterial cell surface did not participate in flocculation.
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1. INTRODUCAO

A contaminagio da fermentagio alcollica ¢ um dos problemas que atinge
diretamente o processo de obtengiio do etanol. A floculagio da levedura produtora de dlcool
é uma das consequéncias mais sérias da contaminagio, acarretando a diminuigiio da
produtividade pela distribui¢io irregular das células de levedura durante a fermentagio,
causando problemas na etapa de centrifugago da suspenséo, e propiciando a proliferagio de
contaminantes. Este fendmeno, bastante comum nas destilarias, tem motivado a indastria de
alcool e pesquisadores na busca de solugbes para esta questdo.

A floculagio ¢ um fendmeno apresentado por leveduras, as (uais se unem em
agregados denominados flocos, constituidos por centenas ¢ milhares de células, A
ocorréncia da floculacio na fermentagdo alcodlica, pode ser causada pela presenga de
linhagens floculentas do género Saccharomyces, ¢ por bactérias contaminantes, Nas usinas
de 4lcool a contaminagdo bacteriana é considerada a principal responsavet pela floculagéo,
sendo a espéoie Lactobacillus fermentum a mais conhecida,

O mecanismo de floculagdo ndo é totalmente esclarecido. Na floculagho de leveduras
floculentas, 0 modelo mais aceito ¢ o "modelo das lectinas”, proposto por MIKI er alii
(1982a). Este modelo, propde a ocorréncia de uma ligagdo especifica entre as proteinas
(lectinas) de células floculantes, ¢ 05 receptores de manana da parede celular de células
adjacentes, requerendo ainda, a presenga de ions célcio, cuja fungiio € a de manter as lectinas

em sua conformagio ativa.

O presente trabalho teve como objetivo contribuir para o esclarecimento do
mecanismo de floculagio de Saccharomyces cerevisiae provocado por Lactobacillus
Jermentum, através da avaliagio do efeito da modificacic quimica de proteinas e de
carboidratos da parede celular, mostrando o envolvimento desses componentes nessa
interaglio; da aglio de jons e da lectina concanavalina A.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1, ASPECTOS GERAIS

A atual tecnologia disponivel para produgo de etanol combustivel no Brasil, ¢é
susceptivel a contaminagdo bacteriana, sendo que esta pode chegar a destilaria,
principalmente através do uso de dguas utilizadas na lavagem da cana-de-agucar (SERRA
et alii, 1976},

A contaminagio bacteriana durante a fermentagfio acarreta a diminuigiio da
produgdo de alcool. Esta pode ser ocasionada através dos seguintes mecanismos: consumo
do alcool produzido no processo pelo microrganismo infectante; morte das células de
leveduras por toxinas langadas ao meio pelo microrganismo infectante; pelo excesso de
acido ou de outro produto utilizado para combater a infecgdio; ou devido a floculagio do
fermento, a qual propicia perdas de células de levedura no fundo das dornas ou nas
centrifugas. Existem ocasies em que a infecgdo ¢ tdo intensa que a fermentaglo se perde
por completo, sendo necessario reiniciar o processo. Justifica-se entdo, o interesse pelo
controle microbiologico durante a fermentagdo alcodlica, objetivando-se, principalmente, o
aumento do rendimento final do processo (AMORIM & OLIVEIRA, 1982).

Uma das consequéncias mais graves causada pela contaminago bacteriana durante a
produgiio industrial de lcool, ¢ a floculagio da levedura ocasionada por Lactobacillus
Jermentum, provocando, principalmente, a reducgio da produtividade, além de dificultar o
processo de separagdo da levedura por centrifugagiio. Este problema tende a se acentuar
com o uso do reciclo de células, o qual é empregado com o objetive de aumentar a
produtividade do processo, reduzindo o tempo e o custo da fermentagio (YOKOYA &
OLIVA-NETO, 1991). De acordo com um levantamento realizado por GALLO (1990},
aproximadamente 65% dos contaminantes microbianos isolados das dornas de fermentagio
da indastria de alcool do Estado de S8o Paulo, pertencem ao género Lactobacillus.



A floculaclio é um fendmeno apresentado por determinadas leveduras, as quais se
unem em agregados denominados flocos, constituidos por milhares de células. A floculagio
£ uma das propriedades importantes de certas linhagens de leveduras utilizadas em
determinadas fermentagles industriais, tais como, cervejaria (GREENSHIELDS & SMITH,
1974; STEWART & RUSSEL, 1986); na produgio de etanol (LEE ef alii, 1982); e na
produgdo de biomassa {(ESSER & KUES, 1983).

Uma vez que a fermentagiio depende da concentragiio de células ativas em contato
com ¢ substrato, e que a floculagio atua eficientemente na remogio das células do mosto
{CALLEJA, 1987), esta possui importincia para a etapa de separac@o de células ao final do
processo, garantindo-lhe caracteristicas de alta produtividade e baixo custo (PRINCE &
BARDFORD, 1982: NETTO er afii, 1985), Porém, em condigdes de crescimento celular, a
floculaglio parece ser desvantajosa, devido a redugfio da érea de absorgdo de nutrientes
disponivel nos flocos de células (TEIXEIRA & MOTA, 1950).

Como resultado do interesse industrial na melhoria da produtividade do processo
fermentativo, desenvolveram-se muitas pesquisas a respeito da floculagiio de leveduras,
concentrando-se sobretudo, na produgiio de cerveja (STEWART & RUSSEL, 1986,
STRATFORD, 1992b). O microrganismo mais estudado em relagio a floculagio € o
Saccharomyces cerevisiae (MILL, 1964a; JAYATISSA & ROSE, 1976, STRATFORD,
1989b), porém, mais recentemente, a floculagio foi encontrada em varios outros géneros
que incluem, Hansenula (SAITO et alii, 1990, Kluyveromyces (HUSSAIN ef alii, 1986),
Schizosaccharomyces (CALLEJA, 1970), ¢ Saccharomycodes (STRATFORD &

PEARSON, 1992).

Deve-se enfatizar que a floculagio das leveduras wtilizadas na fermentagdo para
produgio de cerveja ¢ um fendmeno benéfico ao processamento, & medida que se
selecionem linhagens com caracteristicas adequadas (RAINBOW, 1970; TAKAGI &
KADOWAKI, 1985a). Por outro lado, a floculagio das leveduras produtoras de etanol,
causada por linhagens floculentas de Lactobacillus fermentum, ¢ prejudicial ao processo de
fermentacio alcoolica (YOKOYA & OLIVA-NETO, 1991). Embora se saiba da
importéncia da floculagiic da levedura na fermentagdo alcodlica, a base bioquimica deste
fendmeno € pouco conhecida (RAINBOW, 1970).



O entendimento e a quantificagio do processo de floculagiio de leveduras tem sido o
objetivo dos cientistas desde o ltimo século, havendo um incremento das pesquisas nos
Gltimos 20 anos (STEWART & RUSSEL, 1986; STRATFORD, 1992b). Apesar desse
esforgo, a literatura apresenta aspectos contraditorios, principalmente em relagio as
diferentes linhagens utilizadas e dos diversos procedimentos empiricos empregados na
quantificagdo da floculagio (CALLEJA & JOHNSON, 1977, DAVIS & HUNT, 1986), ndo
existindo portanto, uma padronizagio dos métodos quantitativos utilizados (SPEERS  er
alii, 19923).

2.2. AGREGACAO CELULAR

A agregagio celular € um fendmeno comum entre os organismos inferiores,
podendo ser encontrada em bactérias, leveduras, fungos filamentosos, algas e protozoarios
(CALLEJA, 1987), assim como entre os organismos superiores (EDELMAN, 1985).

Além de sua importdncia para a fermentagdo (ATKINSON & DAOUD, 1976,
STEWART & RUSSEL, 1986), a agregacio celular pode desempenhar um papel decisivo
na patogenicidade de um organismo (FIRON et alif, 1987), no condicionamento do solo
(HARRIS & MITCHELL, 1973), ¢ também no tratamento biolagico de residuos
(TENNEY & VERHOFF, 1973),

Verifica-se na literatura, a utilizagio de uma terminologia imprecisa referente ao
termo "agregagiio”, sendo que este mesmo processo ¢ designade por muitos pesquisadores
como "adesdo, aglomeragdo, coesdo, associagio e floculagio” {ATKINSON & DAOUD,
1976). Porém, em biotecnologia e microbiologia, estudam-se varios processos referentes a
associagio de células com elas proprias (floculagiio) (MILL, 1964a; MIKI et alii, 1982a);
com células estranhas (infecgdes) (SHARON, 1987, SERRA ef alii, 1976), ou com um
material inerte (adesdo) (LEWIN, 1984; REID ¢t alii, 1988}



2.2.1. AGREGACAO DE CELULAS DE LEVEDURAS

A agregacio de células de leveduras pode ser provocada por mecanismos
aparentemente similares, entre eles a formacio de cadeias (EDDY & PHIL, 1955a); a
agregacdo sexual (CALLEJA, 1987); e a floculagio {ROSE, 1980, STEWART &
RUSSEL, 1986). Além disso, a adigdo de lectinas (STRATFORD & BOND, 1992) ¢ a
presenca de substdncias floculantes de diversas composiges também pode acarretar a
agregacio de células de leveduras (NAKAMURA e alii, 1976a).

Os agregados do tipo "mating" ocorrem como um prelidio a fusio sexual entre as
células complementares. A agregagio sexual ¢ devido a presenca de moléculas
complementares 4s superficies celulares do tipo "mating” complementar, a qual se
caracteriza por ser um estado temporério, dependente de colisdes entre as células, néo
apresentando requerimento especifico de calcio, sendo ainda insensivel a aglicares ¢ a
agentes quelantes, como o EDTA (etilenodiaminotetracetato de sodio) (CALLEJA, 1987).
Esta agregaciio tem sido estudada nos géneros Saccharomyces (SUMONS et alii, 1987),
Shizosaccharomyces (CALLEJA, 1973) ¢ Hansenula (CALLEJA, 1987). Sugeriu-sg¢ a
ocorréncia de ponte proteina-proteina entre as células de sexos complementares em
linhagens hapléides de Saccharomyces cerevisiae (JOHNSON et alii, 1988).

A formagdo de cadeias em leveduras constitui uma outra forma de agregacio
celular, que parece estar relacionada com o desenvolvimento, morfogénese ¢ diferenciagiio
cefular (CALLEJA, 1987), sendo um fenémeno distinto da flogulagio (EDDY & PHILL,
1955a). Esta é considerada uma caracteristica genética (GILLILAND, 1951; GILLILAND,
1957, citados por STRATFORD, 1992b), determinada por fathas de separagio dos brotos
(células-filhas) das células-mie durante o crescimento (GILLILAND, 1951; citado por
STRATFORD & ASSINDER, 1991). A formagio de cadeias celulares pode tambem ser
provocada por deficiéncia de biotina (DUFFUS ef alii, 1982), de inositol (GHOSH er afii,
1960), ou pela falta de quitinase, a qual atua na separagio celular entre células-mide ¢
células-fithas (VEINOT-DREBOT ef alii, 1991). As cadeias de células dispersas por
ruptura mecnica ndo mais se agregam (STRATFORD & ASSINDER, 1991).

O fendbmeno da floculagio em leveduras pode ser considerado, como um mecanismo
de sobrevivéncia {STRATFORD, 1992b). Possivelmente, este ocorre através da interagio
proteina-carboidrato da parede celular dos microrganismos (MIKI ef alii, 1982a),
requerendo a presenga de cétions metalicos (MILL, 1964b). Isto pbde ser sugerido, uma



vez que se verificou a ocorréncia de inibigio da floculagio causada por agentes guelantes,
como o EDTA (STEWART & GORING, 19’?6), por solugio de agucares especificos
(EDDY & PHIL, 1955b; TAYLOR & ORTON, 19783, cu por enzimas € agentes
modificadores de proteinas (NISHIHARA et alii, 1977)

Utiliza-se determinados termos para se caracterizar alguns aspectos da floculagio
(FIGURA 1). Assim, a "auto-floculagio" ocorre quando células de uma mesma linhagem se
agregam (FORSTER et alii, 1985); a "co-floculagio”, quando duas linhagens isoladamente
ndo apresentam caracteristicas floculantes, adquirindo, porém a capacidade de flocular
quando juntas (STEWART ef alii, 1975). O termo "floculento” caracteriza uma linhagem
de microrganismo que possui a capacidade de se "auto-flocular” e também de "co-flocular”
outros individuos; a denominagio "floculante” refere-se a linhagens de microrganismos, ou
a agentes (como ions, carboidratos, etc), que tém a capacidade de flocular uma linhagem

ndo-floculenta.

2.3. CARACTERISTICAS DA FLOCULACAO DE LEVEDURAS DE CERVEJA

De acordo com citagdes de CALLEJA (1987), a floculacio de leveduras foi descrita
primeiramente por Pasteur em 1876, sendo que, a floculagéo de leveduras produtoras de
cerveja foi o primeiro sistema de agregacio estudado. A floculaglio na indastria de cerveja
ocorre quando a fermentago primaria esté atingindo seu estagio terminal, quando entdo,
diversos parimetros ja alcangaram o valor desejado, tais como: a maior parte do agucar
presente ja foi consumido, o valor de pH atingiu um minime ¢ a temperatura declinou. Se
uma linhagem floculenta for usada, a turbidez da cerveja dimimui, marcando ¢ principio da
floculagiio. O numero de células em suspensio diminui, 2 medida que os conglomerados se
solidificam, emergindo ou submergindo na dorna, enquanto que, no caso de leveduras nio-
floculentas niio ocorre tal diminuigio na turbidez (CALLEJA, 1987).

E importante que as leveduras utilizadas na produgio de cerveja floculem em um
momento apropriado do processo fermentativo, uma vez que, 2 figculagdio prematura
resulta na ndo utilizagio de todos os aglcares fermentesciveis disponiveis no meio;
enquanto que, a floculagio tardia ou insuficiente, pode causar problemas relacionados ao
sfavour” da cerveja (AIBA & NAGATANI, 1971; BOWEN & COOKE, 1989}



CULTURA "AUTO-FLOCULENTA" - (lectina presente)

TN o '
~

CULTURA "NAO-FLOCULENTA" - (lectina ausente)

“CG—FLQCULACKO" ENTRE DUAS CULTURAS - (floculenta + no-floculenta)

L = lectina M = residuo de manose

FIGURA 1 - Floculagiio em leveduras - Modelo das Lectinas (extraido de FORSTER ef
alii, 1985)



O fendmeno de floculagiio é entiio, amplamente utilizado pela indistria de cerveja na
etapa de clarificagio da bebida (CEREDA, 1983), sendo que, o critério usado na sele¢lio de
uma linhagem de microrganismo, € dependente do tipo do produto, das condigbes de
fermentagio empregadas (ROSE, 1980), bem como, de sua capacidade floculante (ESSER
& KUES, 1983). As leveduras denominadas “ale", s#o normalmente constituidas por
linhagens de Saccharomyces cerevisiae que emergem no topo do fermentador apés o
término da fermentagdo, enquanto que, as linhagens "lager” sedimentam no fundo do tanque
de fermentagio e sfo representadas por Saccharomyces uvarum (carisbergensis).
Possivelmente, os flocos formados pelas leveduras do tipo "ale” emergem no topo do
fermentador devido a sua afinidade com didxido de carbono, que se dinige para a superficie,
apos ser liberado pela célula durante a fermentagiio (RAINBOW, 1970).

2.4. CONTROLE DA FLOCULACAO

Os vérios aspectos relacionados ao processo de floculagiio podem ser determinados
por fatores genéticos, fisiologicos e ambientais. Dessa forma, as alteragdes que caracterizam
a floculagio das células de levedura, refletem as mudangas na estrutrura quimica de suas
paredes celulares, resultantes dos processos metabélicos do organismo, os quais podem ser
parcialmente controlados pela sua nutrigio (MILL, 1964a). Desta forma, mesmo em
circunstincias onde o gendtipo das células e as condigdes fisiologicas possibilitem a
floculagdo, a sua realizagiio depende ainda das condigbes ambientais (ESSER & KUES,
1983). Como mostrado na FIGURA 2, tais fatores exercem uma influéncia direta ou
indireta sobre a parede celular, como resultante do metabolismo celular.



FATORES GENETICOS / FISIOLOGICOS

4 N
NUTRICAO-+> METABOLISMO —> PAREDE CELULAR
N A

FATORES AMBIENTAIS

> FLOCULACAD

FIGURA 2 - Controle direto ou indireto da floculagio de microrganismos (adaptado de
ATKINSON & DAOUD, 1976).

2.4.1, FATORES GENETICOS

A floculagio é um processo controlado gencticamente (LEWIS ef alii, 1976;
RUSSEL ef alii, 1980). Este ¢ originado por um complexo mecanismo, ¢ qual &
constituido por caracteristicas genéticas cromossOmicas (MIKI e alii, 1982a) e
extracromossdmicas (WILKIE & EVANS, 1982).

A ocorréncia da floculagdo relaciona-se com a presenga dos genes FLO (LEWIS et
alii, 1976), os quais compreendem, principalmente, os genes dominantes FLO1 (WATARI
et alii, 1989; WATARI et alii, 1991), FLO2 (LEWIS et alii, 1976), FLO4 (STEWART &
RUSSEL, 1977); FLOS (VEZINHET ef alii, 1991);, ¢ FLOS {YAMASHITA & FUKU],
1983), TUP1 (LIPKE & HULL-PILLSBURY, 1984). De acordo com andlises realizadas,
verificou-se que os genes FLOI, FLO2 e FLO4 séo alelos, sendo entdo considerados como
pertencentes ao locus FLO1 (RUSSEL et alii, 1980).

STRATFORD (1989b), encontrou dois grupos de fenbtipos distintos de linhagens
floculentas FLO1, de Sacch. cerevisiae: um grupo denominado Flol, que contem os genes
FLO1, FLOS, FLOS, TUP1, juntamente com uma pequena parte das linhagens “ale"; e um
outro grupo, denominado NewFlo, que inclui 2 maioria das linhagens "ale”.



O DNA mitocondrial influencia a modulacio de genes, podendo acarretar mudangas
na parede celular, uma vez que foram obtidos mutantes respiratdrios provenientes de
leveduras floculantes, que tiveram a capacidade de flocular modificada. Verificou-se que
estes apresentaram alteragdes no metabolismo respiratorio (WILKIE & EVANS, 1982,
EVANS ef alii, 1982; HINRICHS et alii, 1988),

Além de sua complexidade e grau de floculéncia, a estabilidade das linhagens de
feveduras de cerveja é também de grande importéncia para 0 s¢y processamento (SPEERS
et alii, 19922). Algumas linhagens siio conhecidas por sofrerem mutagdes atraves de
geragdes, tornando-se menos floculentas durante o cultivo (CHESTER, 1963). Verificou-se
que a mutaglo de apenas um, dentre os varios genes envolvidos no processo de floculagdo,
influencia a capacidade floculante do microrganismo (WILKIE & EVANS, 1982) '

2.4,2, FATORES FISIOLOGICOS

O metabolismo celular é necessario para a ocorréncia da floculagiio, porém, apos o
seu estabelecimento, este fendmeno torna-se uma propriedade da parede celular, uma vez
que estas estruturas, mantém a capacidade floculante dos microrganismos (MILL, 1966).

Observou-se que a floculagfio de leveduras aumenta rapidamente na metade final da
fase exponencial de crescimento (MILL, 1964a). BIELECKI & BRZESKI {1989), por sua
vez, relataram a ocorréncia de floculagiio em células de Sacch. cerevisiae durante todos os
estagios de crescimento celular, sugerindo que este fendmeno seja dependente da
disponibilidade de um nimero suficiente de sitios receptores, necessitando, além disso, que
os mesmos se encontrem em correta conformagdo para que as células formem agregados
estéveis. Estes mesmos pesquisadores, verificaram que células-filhas novas apresentam um
grau de floculéncia menor que a célula-mée, porém, & medida que as células-filhas passam
por divisbes celulares, estas adquirem, paulatinamente, a caracteristica de flocular,

Verificou-se que o nivel de floculagdo esta diretamente relacionado com os niveis de
glicogénio acido-soltivel intracelular (PATEL & INGLEDEW, 1975), e que este ¢ mibido
pela auséncia de glicose (MILL, 1964b).
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A sintese de proteinas citoplasmicas também parece estar associada com o
desenvolvimento das caracteristicas floculantes de leveduras, uma vez que, a cicloheximida
apresenta efeito inibitorio sobre a floculagio (NISHIHARA er alii, 1976b).

2.4.3. FATORES AMBIENTAIS

Os fatores ambientais que afetam a floculagio podem exercer seu efeito através de
virios mecanismos, direta ou indiretamente; de modo reversivel ou permanente
(ATKINSON & DAOUD, 1976), podendo-se agrupé-los em efeitos fisicos, quimicos e
biologicos.

2.4,3.1. EFEITOS FISICOS

2.4.3.1.1. AGITACAO

A agitagio mecAnica é requerida para superar a repulsdo eletrostitica entre as
células (STRATFORD, 198%a). Verificou-se a existéncia de um limite minimo de agitagio,
abaixo do qual a floculagio ndo ocorre, sendo este dependente da linhagem do
mMiCrorganismao. A medida que a agitagio se intensifica, as colisbes tornam-s¢ mais
freqiientes e fortes, e uma grande proporgdo de células podem ser encontradas livres no
meio, ocorrendo entiio, a desfloculagio. Sob agitagdo constante, um equilibrio dinamico ¢
alcangado entre as células dispersas e os flocos, o qual & diretamente proporcional ao
quadrado da concentragdo celular presente (STRATFORD & KEENAN, 1987},
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2.4.3.1.2. TEMPERATURA

KAMADA & MURATA (1984) verificaram a intensificaciio da taxa de floculagiio
de linhagens de Saccharomyces, com o aumento da temperatura de 0°C a 30°C. MILL
{(1964b) observou que, quando uma suspensdo de leveduras floculentas utilizadas na
produgio de cerveja era aquecida de 23°C a62°C  acontecia, inicialmente, uma
progressiva diminuigdo da floculagio. Entre  50°C a 62°C, ocorria uma drastica inibi¢o
do processo; mas, apos o retorno a uma temperatura menor, a floculaggo era restabelecida.
Similarmente, verificou-se que flocos da levedura Schizosaccharomyces pombe mostraram-
se estaveis na faixa de  20-30°C, enquanto que, temperaturas mais altas causaram uma
desfloculaciio reversivel, a qual atingiu o maximo em valores maiores que BO°C
{CALLEJA, 1970).

2.4.3.2. EFEITOS QUIMICOS

2.432.1, pH

A mudanca de pH acarreta um efeito profundo na floculagio (ATKINSON &
DAOUD, 1976), sendo que, o pH 6timo ¢ dependente da linhagem do microrganismo
(CALLEIA, 1987).

A floculagio de Saccharomyces cerevisiae pode ocorrer em valores de pH variando
entre 1,4 a 9,0 (STRATFORD er alii, 1988), sendo que, a desfloculagio em valores
inferiores a pH 1,4 € reversivel (STRATFORD, 1992b). Porém, foi relatada a dispersdo da
levedura Saccharomyces uvarum em valores de pH acima de 5,5 (KAMADA & MURATA,
1984). Valores de pH menores que 3,0 no meio de crescimento, foram considerados
antagbnicos a floculaglo de células de Saccharomyces cerevisiae e também, de
Saccharomycodes ludwigii (NISHIHARA et alii, 1976a; STRATFORD & PEARSON,

1992).
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2.4,3.2.2, IONS

O efeito dos sais na floculagio é complexo e dependente de algumas varidveis como:
tipo do cation, linhagem de levedura, valor de pH ¢ for¢a do tampdo (STRATFORD &
BRUNDISH, 1990},

A maioria dos autores concordam com a especificidade do célcio, como agente
promotor da floculagdo de leveduras (MILL, 1964b; TAYLOR & ORTON, 1975, MIKI ef
alii, 1982a, STRATFORD, 1989¢c). No entanto, esta opiniio ndo ¢ compartilhada por
outros autores (STEWART & GORING, 1976; NISHIHARA ef alii, 1976b; SOUZA e
alii, 1992), que consideraram o magnésio, 0 manganés, além de outros fons, tdo eficazes

quanto o célcio,

O efeito promotor da floculagio de leveduras pelo ion cdlcio pode ser suspenso ou
reduzido através de lavagens com agua destilada (JAYATISSA & ROSE, 1976), ou com o
uso de agentes quelantes, como o EDTA (STEWART e alii, 1975). Esta inibigdo pode ser
revertida com nova adic3o de {ons calcio (STRATFORD, 1989¢).

A especificidade do ion calcio na floculagio ¢ justificada pelas seguintes
observagdes; o requerimento desses fons para induzir a floculagdo pode ser extremamente
pequenc (10‘3 M) (TAYLOR & ORTON, 1975); além disso, constatou-se a ndo ocorréncia
de floculacio em levedurss, devido ao uso do agente quelante EGTA [Acido
etilenoglicolbis-(b-aminoetileter)-N-N-tetracético], uma vez que este possue maior
afinidade por fons calcio do que por outros ions divalentes, os quais permanecem livres na
solugiio (STRATFORD, 1989¢).

Os cations Cst, Rb*, Co2, Cu*2, Fe™2, Mn™2, Zo*2, AI*3, Cr*3 e Fe'3, a uma
concentragdo de 5,0 mM, pH 7,0, tiveram seu papel de agentes promotores da floculag@o
de leveduras associado ao efluxo de calcio da célula, contribuindo, portanto, de maneira
indireta para a ocorréncia da floculagio (STRATFORD, 1989¢). Foram descritas também, a
floculago em Sacch. cerevisiae causada por ions de metal pesado como estanho
(NISHIHARA et alii, 1982) e niquel (WEEKS e/ alii, 1983).
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Tons magnésio em altas concentragdes (3 M), mostraram ser potentes inibidores da
floculagiio de leveduras (STRATFORD & BRUNDISH, 1990). Os ions estroncio ¢ bario
(NISHIHARA et alii, 1982), sédio (MILL, 1964b), potassio (STEWART & GORING,
1976) mostraram ser antagonistas do calcio, inibindo a floculagio de células de leveduras,

Sugeriu-se que a inibigio da floculagdo de leveduras pela aglio de sais ndo envolve o
metabolismo cetular, uma vez que este fendmeno foi também verificado em células
inativadas por tratamento térmico. Considerou-se que a inibigdo da floculagdio por altas
concentragdes de sais, ocorre de maneira reversivel, aditiva ¢ dependente do tempo
(STRATFORD & BRUNDISH, 1990},

2.4.3.2.3. ACUCARES

Qs efeitos dos agiicares na floculagio ndo estdo relacionados com o metabolismo
celular, uma vez que foi demonstrada a ocorréncia de inibigio da floculagdo por glicose e
manose, em leveduras submetidas a tratamento térmico (STRATFORD & ASSINDER,
1991). Nesse trabalho, observou-se também, que quanto menos floculenta for a linhagem de
levedura, menor ¢ a concentragio de aglcar requerida para provocar inibigdo da floculagio.

Os efeitos dos agtcares na floculagiio de leveduras sdio especificos (TAYLOR &
ORTON, 1978). Foram demonstrados os efeitos inibitorios da floculaglio de Sacch.
cerevisiae, pelos aglicares sacarpse, manose, maltose ¢ glicose, (EDDY & PHILL, 1955a;
EDDY & PHILL, 1955b; MILL, 1964b); assim como, da inibigho da floculagdo de células
de Saccharomycodes ludwigii por D-galactose, D-fucose, e L-arabinose, (STRATFORD &

PEARSON, 1992).

3.4.3.2.4. MODIFICACAO QUIMICA E ENZIMATICA

NISHIHARA ef alii (1977) demonstraram que & capacidade floculante de leveduras
& quase completamente perdida ou enfraquecida por tratamento com papaina, tripsina,
pepsina oy quimotripsina. Porém, os tratamentos com lipase, DNAase, RNAase ou lisozima
nio inibiram a floculagiio dos microrganismos (NISHIHARA et alii, 1982).
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Células de leveduras floculentas foram desfloculadas por tratamento com
modificadores quimicos de proteinas, indicando que varios grupos funcionais de cadeias
laterais de aminodcidos, presentes na superficie celular sdo importantes para a formagao de
flocos de células (NISHIHARA et alii, 1977, KUNDU ef alii, 1987, SOUZA et alii,
1992). A ocorréncia da perda da capacidade floculante das leveduras submetidas a
modificagio quimica, foi atribuida as mudangas na estrutura estérica de certas proteinas
presentes na superficie celular (NISHIHARA ef alii, 1977).

Foram relatados também, a reducfio da floculagio de células e de parede celular de
leveduras com o uso de agentes desnaturantes, como a uréia e guanidina-HC

(NISHIHARA er alii, 1982).

Os componentes de carboidrato da superficie celular de leveduras floculantes, ao
serem submetidos 4 oxidagdo com periodato de sodio, nfo apresentaram alteragdes quanto
a floculagdo Por outro lado, leveduras nio-floculantes, apds serem submetidas a0 mesmo
tratamento, nfo puderam ser co-floculadas, sugerindo o envolvimento de carboidratos da
parede dessas células na floculaglio (NISHIHARA ef alii, 1987},

3.4.3.2.5. SOLVENTES ORGANICOS

A adigio de solventes organicos tem a funglio de reduzir a constante dielétrica da
solucio aquosa, e esta, por sua vez, diminui o grau de ionizagdo das ligagbes de sais,
aumentando a sua forga e a contribuigdo das pontes de hidrogénio. (ATKINSON &

DAOUD, 1976).

MILL (1964b), observou a ocorréncia de floculagio em suspensGes de leveduras
nio-floculentas, apés a adigio dos solventes orglnicos metanol, etanol, propanol, acetona e
dioxano, em presenga de cloreto de calcio. Foram também descritas, a ocorréncia de
linhagens de leveduras que floculam apenas em presenga de baixas concentragBes de etanol
(AMORY ez alii, 1988).
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2.4.3.2.6. SUBSTANCIAS NITROGENADAS

A floculagio de uma linhagem de levedura pdde ser retardada com a adiglo de altas
concentraches de substincias nitrogenadas, dentre elas a amdnia, aminoécidos basicos,
glutamina, asparagina, acido aminobutirico ou uréia (MILL, 1964a).

Algumas linhagens de leveduras "ale”, que em geral, sdo incapazes de flocular em
meio definido, foram capazes de fazé-lo apés a adigho de peptidec indutor no mosto, o qual
contem alta proporgio de residuos de aminoacidos acidos (STEWART et alil, 1975). Este
material pode atuar, através da methora do aspecto nutricional das leveduras, como fol
sugerido por CALLEJA (1987), ou pela alteraglio das caracteristicas da floculaglo, através
de ligagties com as paredes celulares (BOWEN & COOKE, 1989). Por outro lado, todas as
finhagens floculentas "lager” sdo capazes de flocular apds serem cultivadas em um meio
definido € ndo parecem requerer a adigio de peptideo indutor no meio de crescimento
(STEWART et alii, 1975).

2.4.3.3. EFEITOS BIOLOGICOS

Dentre os fatores biolégicos que podem influenciar a floculag@o destacam-se: a
concentracio microbiana inicial, a concentragio de flocos ja formados (ATKINSON &
DAQUD, 1976), ¢ a interagdo entre diferentes microrganismos numa cultura mista (ESSER

& KUES, 1983).

2.5, PARTICIPACAG DA PAREDE CELULAR NA FLOCULACAO

As superficies celulares desempenham um papel importante na floculagio
(FORSTER et alii, 1985). Contudo, o conhecimento a respeito das superficies ¢
insuficiente, devido a sua complexidade e pela falta de métodos que proporcionem
informagGes especificas sobre estas (AMORY e/ alit, 1988), Verificou-se que paredes
celulares preparadas a partir de células floculentas s3o capazes de formar flocos, enquanto
que, as paredes celulares provenientes de células nfo-floculentas ndo apresentam tal
capacidade (NISHIHARA et alil, 1982, AMRI ef alil, 1982).
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A parede celular de Sacch. cerevisiae constitui-se de glicana e manana, e de
quantidades menores de quitina, fosfato, lipideo e proteina {(PARODI, 1981) Esta ¢
composta internamente por uma camada de glicana, ¢ externamenie por camada de
fosfomanana, a qual forma complexos com proteinas (FORSTER e alii, 1985). O
Lactobacillus fermentum ¢é uma bactéria gram-positiva, tendo portanto, como principal
constituinte de sua parede celular, uma camada externa de peptideoglicano, além de acido
teicdico, teicurdnico e de polissacarideos (FORSTER ef alii, 1585).

De acordo com McMURROUGH & ROSE (1967}, a porcentagem de glicana,
manana, proteina e fosforo presentes na parede celular de leveduras, varia de acordo com a

taxa de crescimento e com a limitagio de substrato.

As mananas da parede cehilar parecem estar envelvidas na floculagio, devido sua
localizagio e também pela ocorréncia de desfloculagio pela manose (EDDY & PHILL,
1955b; CALLEJA, 1987). De acordo com MILL (1966), o conteado de manana e de
glicana de leveduras floculentas e nio-floculentas sio praticamente iguais. Por outro lado,
AMRI et aii (1982) mostraram que o nivel de manana presente em leveduras floculentas, &

maior do que o encontrado em células ndo floculentas.

Também, sdio apresentados dados controversos em relagiio a concentragao de
fosforo presente nas paredes celulares de linhagens floculentas e niao-floculentas. Alguns
autores demonstraram que a camada manana-proteina-fosfato de paredes de células
floculentas possuem um nivel mais alto de fosforo, quando comparadas a paredes de celulas
nio-floculentas (MILL, 1966, LYONS & HOUGH, 1971). Ao contrario, AMORY ef alii
(1988) refataram que a concentragio de fosforo na superficie da parede celular diminuia, &
medida que aumentava a propriedade floculante. Outros trabalhos, ainda, relataram nio
haver diferencas no conteido de fosforo entre células floculentas ¢ nio-floculentas
(JAYATISSA & ROSE, 1976; AMRI et alii, 1982).

Observou-se que compostos nitrogenados quando adicionados a0 meio retardavam

o inicio da floculagiio. Isto foi atribuido ao contelido mais elevado de nitrogénio nas paredes
celulares de células ndo-floculentas (MILL, 1964a; MILL, 1966).
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As linhagens diferem em seu requerimento especifico de caleio (EDDY & PHILL,
1955a). Foi demonstrado que as a paredes celulares de leveduras floculentas ligam ions
calcio mais intensamente, do que as parede celulares de células nfo-floculentas (LYONS &
HOUGH, 1971, STEWART et alii, 1975). A superficie celular de algumas leveduras
quando examinadas sob microscopio eletrdnico, mostrou a presenca de fimbrias em células
floculentas, enquanto que, a superficie de células nio-floculentas apresentaram-se lisas
(DAY et alii, 1975, STEWART et alii, 1975). No entanto, tais estruturas ndo foram
encontradas por outros pesquisadores (MIKI ez a/il, 1982a).

2.6. MODELOS MOLECULARES DA FLOCULACAO

Devido a ocorréncia de varios aspectos controversos a respeito do processo de
floculagio, foram propostos alguns modelos, que visam elucidar o mecanismo do processo
(STRATFORD, 1992b; SPEERS ef alii, 1992a).

2.6.1. MODELO COLOIDAL

Um colbide & definido como sendo uma particula que ndo s¢ separa de uma
suspensio sob a forga de gravidade (SPEERS ef afii, 1992b). Uma das propriedades mais
importantes das dispersdes coloidais & a tendéncia de agregacdo das particulas (SHAW,

1975).

As particulas coloidais tém normalmente difmetros aproximados entre I nme 1 um
(SHAW, 1975). Apesar das células de leveduras e dos flocos possuirem tamanho superior
ao limite considerado por esta definigdo, os principios da ciéncia coloidal sdo aplicados ao
processo de floculagdo (SPEERS er alii, 1992b).

Os coloides podem ser rapidamente agregados pela neutralizagio da carga da

superficie, pela adigio de sal ou mudanga de pH, e pode-se relacionar com o inicio do
processo de floculagio (SHAW, 1975, STRATFORD, 1992b), Contudo, este modelo ndo

considera o requerimento especifico por ions célcio, o gual & apresentado por muitas
linhagens de leveduras (STRAVER e/ alii, 1993},
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2.6.2. MODELO DAS PONTES DE CALCIO

Este modelo fundamenta-se em principios fisico-quimicos, propondo que fons calcio
formem pontes entre os sitios receptores da superficie celular de duas células. Estas ligagOes
sdo estabilizadas por pontes de hidrogénio entre carboidratos da parede celular das células
envolvidas (MILL, 1964b).

Nas células onde ocorre a floculagio, a competicio entre as forgas de repulso
geradas por grupos anidnicos da superficie celular € superada por for¢as de atragdo
provenientes da formagio da ponte de calcio (JAYATISSA & ROSE, 1976). Alguns
autores sugerem que as pontes de calcio ocorrem entre os grupos fosfato das fosfomananas
da superficie celular (LYONS & HOUGH, 1971), enquanto que outros, sugerem que 08
grupos carboxila da proteina da parede celular sio os dnions envolvidos (MILL, 1964b;
JAYATISSA & ROSE, 1976).

Esse modelo ndo considera os efeitos especificos, como a inibigio da floculagdo por
aglicares (manose, etc) ou por outros cétions (estréncio, bario, sodio, etc), além do calcio
(KIHN e alii, 1988; STRATFORD, 1992b).

2.6.3. MODELQ DAS LECTINAS

As lectinas sd0 proteinas que se ligam a carboidratos com alto grau de especificidade
(BOYD & SHAPLEIGH, 1954). Estas sio geralmente gefinidas e classificadas, pelas
estruturas dos agaeares simples que as inibem (GOLDSTEIN et alii, 1965; GOLDSTEIN et
alii, 1980), uma vez que, tais agicares inibidores sdo estruturalmente similares aos
receptores das lectinas (SHARON & LIS, 1972). As lectinas de Jleveduras podem
reconhecer uma estrutura de carboidrato na superficie de outra célula e, dessa forma, se
envolverem no processo de floculagio (MIKI er afii, 1982a).
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As lectinas microbianas sio comumente encontradas nas superficies celulares,
desempenhando um papel importante nos processos de interagio e de reconhecimento
celular (SHARON, 1987, SHARON & LIS, 1989). Isso tem sido demonstrado em bactérias
(FIRON et alii, 1982); virus (SHARON & LIS, 1989), leveduras (CRITCHLEY &
DOUGLAS, 1987); e bolores (ROSEN et alii, 1979).

A base do modelo das lectinas, foi determinada a partir da descoberta de que
algumas linhagens de leveduras ndo-floculentas, tornavam-se capazes de flocular quando
juntas, sugerindo que a floculagio ocorre através da ligacio entre dois grupos diferentes
(EDDY & RUDDIN, 1958a; citado por STRATFORD, 1992b). Foi sugendo que a
floculagio é ocasionada por adesdo especifica entre estruturas da parede celular (TAYLOR
& ORTON, 1978; MIKI er alii, 1982a).

Através do tratamento de leveduras floculentas com enzimas proteoliticas
(NISHIHARA'et alii, 1982), modificadores quimicos de proteinas (NISHTHARA er alii,
1977) e da inibigio da floculagio por manose (TAYLOR & ORTON, 1978), sugeriu-se que
os sitios envolvidos na floculagdo seriam constituidos por proteina e manana.

De acordo com o modelo das lectinas, as células floculentas possuem moléculas
proteicas, do tipo lectina, que se ligam aos residuos carboidriticos da manana de células
adjacentes (MIKI ef alif, 1982a). O ion calcio ¢ requerido para manter essas proteinas em
correta conformagdo (KIHN ef alif, 1988). Esse modelo considera que apenas as células
floculentas possuem as proteinas ligantes, enquanto que, os receptores de aglcares para
floculaciio sio encontrados tanto nas células floculentas come nas nio-floculentas. Nio
foram relatados efeitos inibitorios de sais sobre os receptores de células ndo-floculentas mas
as linhagens floculentas se mostraram incapazes de flocular devido a inibigfio por sais, tais
como o sodio e magnésio (NISHIHARA et alii, 1982; STRATFORD & BRUNDISH,
1990). O isolamento definitivo das lectinas promotoras da floculagiio, bem como &
determinagio de sua localizagiio sdo ainda desconhecidas {SPEERS et alii, 1992a).

De acordo com STRATFORD (1992a) os agticares livres adicionados as células,
mimetizam os receptores de carboidratos e inibem a floculagio ocupando os sitios de
ligagio de aclcares das lectinas. Além disso, a levedura Schizosaccharomyces pombe, a
qual nfio apresenta manana em sua parede celular (TKACZ ef alii, 1971), ndo pbde ser
floculada por outras leveduras floculentas (MIKI et alii, 1981a).
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AMRI et alii (1982), ao compararem as leveduras floculentas com as ndo
floculentas, observaram a presen¢a de uma porcentagem maior de manose nas paredes de
leveduras floculantes. Em relagiio as proteinas, observaram que, a porcentagem de alguns
aminoacidos como a lisina, prolina e acido aspartico, sofreram alteragdes devido a
floculagio. Tais modificagdes fornecem evidéncias para a formagfo de estruturas especificas -
na parede celular onde a floculagdo ocorre, vindo de encontrc com a presenca de

compostos do tipo lectina,

A inibigdo por agicares na floculagio em Sacch. cerevisiae, sugeriram ©
envolvimento de dois tipos de lectinas presentes em sua superficie celular (STRATFORD &
ASSINDER, 1991). A lectina manose-especifica do fendtipo Flo1 apresenta semethangas
com a lectina de Escherichia coli tipo I e a lectina do fendtipo NewFlo ¢ glicose e manose-
especifica, similar a lectina con A (MASY ez alii, 1990} Os provaveis receptores de
carboidratos para os dois tipos, sAo as cadeias laterais da manana das leveduras
(STRATFORD & ASSINDER, 1991). Tais receptores foram confirmados com o uso de
mutanies (STRATFORD, 1992a).

A concanavalina A (con A), é uma lectina extraida de Canavalia ensiformes, sendo
que, além dos agicares especificos (manose, glicose, frutose ou arabinose) (SHARON &
LIS, 1972), esta liga também os fons manganés e o caicio (LIS & SHARON, 1973). Os
sitios de ligagio do calcio e manganés sdo proximos ao sitio de higagiio do carboidrato
(BLAKE, 1975). A con A aglutina eriirdcitos e outros tipos de células de diferentes
animais, assim como muitos microrganismos, particularmente, as colulas de leveduras (LIS
& SHARON, 1973), Foi mostrado que o pH baixo inibe a con A através da remogio dos
ions calcio (McKENZIE ef alii, 1972), de modo semethante &0 observado na floculagho
{STRATFORD, 1992b).

De acordo com o modelo das lectinas, define-se a floculagiio de leveduras como

sendo um processo reversivel, no sexual, mediade por lecting, cujas células podem ser
dispersas por agentes quelantes ou aglcares simples (STRATFORD, 1992b).
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2.6.4. MODELO SIMBIOTICO

Este modelo sugere a adesfio entre diferentes tipos celulares, como por exemplo, de
leveduras por outros microrganismos, geralmente bactérias (HARRIS & MITCHELL,
1973; STRATFORD, 1992b). Essa interagio celular pode ser causada por substincias
floculantes, lectinas e fimbrias, € outros compostos.

2.6.4.1, AGENTES FLOCULANTES

Existe um grande requerimento na fermentagio ¢ indistria alimenticia por agentes
floculantes eficientes, uma vez que, a remoglo de MiCrorganismos do meio de cultura
utilizado € uma etapa de importdncia na industria de fermentagdo. Ocorre porém, que esta
fase do processamento onera muito o custo de produgdo, dessa forma, os agentes
floculantes podem ser Uteis no methoramento do processo, atuando como um substituto da
etapa de centrifugagio e filtragdo (TAKAGI & KADOWAKI, 198 Sa}.

TAKAGI & KADOWAKI (1985b) verificaram que o fungo Paecilomyces sp I-1,
produz uma substancia floculante que é um polissacarideo composto, principalmente por
galactosamina. De acordo com esses pesquisadores, a cadeia de poligalactosamina absorve
particulas iBnicas e neutraliza suas cargas, podendo formar pontes intermoleculares que
resultam em flocos estaveis ¢, conseqiientemente, acarreta a precipitagio. Esse floculante &
niio-especifico, podendo flocular varias espécies de microrganismos, destacando-se a
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Torulopsis candida, Candida utilis, assim
como, varios solidos em suspensdo como heméceas, pd de carvio, celulose, kieselguhr. A
floculagio resultante ndo ¢ influenciada pela forga ibnica ou pela temperatura (TAKAGI &

KADOWAKI, 19853).

Veriﬁcc}u-se a ocorréncia de uma substincia floculante, a F-1, produzida por
Aspergillus sojae AJ 7002, a qual é utilizada na remogiio de microrganismos do lodo
ativado, resultante do tratamento de esgoto industrial (NAKAMURA e alii, 1976a). A F-1
& constituida por aminodcidos, apresentando grandes quantidades de acido glutdmico, valina
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e tirosina (NAKAMURA ef alii, 1976b). Sugeriu-se que a floculagio da levedura através
deste agente pode ser ocasionada pela ligagdo entre as células e as cadeias de pelimeros,
constituindo uma matriz tridimensional, a qual é capaz de sedimentar sob condigbes
estaticas (NAKAMURA et alii, 1976¢).

Detectou-se um outro biofloculante de constituigiio proteica, denominado NOC-1,
produzido por Rhodococcus erythropolis S-1, o qual apresenta a propriedade de formar
micelas em meio de cultura, além de flocular varios tipos de sélidos em suspensio, incluindo
o caulim (TAKEDA ef alii, 1991a). Esse polimero ¢ localizado na superficie celular,
ligando as células adjacentes, permitindo assim, a formagdo de flocos {TAKEDA et alii,
1991b}.

Verificou-se que Streptomyces sp. A-3315 produz dois tipos de fatores agregantes,
denominados 3315-AF (SUZUKI ez alii, 1988) e 3315-AF2 (UYEDA et alii, 1990). O
fator agregante 3315-AF ¢ um trighcerideo, constituido pelos acidos  miristico,
pentadecandico ¢ palmitico. Uma vez que, o fator 3315-AF é um triglicerideo, considerou-
se que, devido sua natureza lipofilica, ele deve apresentar alguma interagdo com os sitios
hidrofébicos da membrana celular. O 3315-AF2 ¢ um agente floculante constituido de bis
(2-etilhexil) fralato, Esse fator, assim como o 3313-AF, agrega principalmente, Serratia
marcescens, Proteus vulgaris, e células HeLa, A  atividade agregante dos floculantes
3315-AF e 3315-AF2 nfo foi inibida por mono e dissacaridens &, ambos os fatores, foram

inibidos por 4cido hialurdnico e albumina de soro bovino.

A bactéria Alcaligenes cupidus KT201 produz um agente floculante denominado
Al-201, o qual ¢ constituido por glicose, galactose e 4cido glucurdnice. O agente Al-201
agrega caulim, independentemente da presenga de cations {TOEDA & KURANE, 19%91).
Verificou-se que algumas linhagens de bactérias floculantes Flavobacterium, isoladas de
lodo ativado, foram desfloculadas por tratamento com pronase e também por EDTA.
Observou-se que a floculagio ¢ dependente da presenca de célcio no meio (ENDO ef alil,

1976).
Relatou-se a ocorréncia de algumas linhagens de bactérias pertencentes aos génercs

Rhodococcus, Nocardia e Corynebacterium, as quais produzem substincias gue floculam
argila caulim. A bactéria Rhodococcus erythropolis produz um tipo diferenciado de
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floculante microbioldgico, o qual apresenta uma ampla atividade sobre materiais organicos e
inorgénicos. Este agente flocula eficazmente diversos tipos de solidos em suspensdo ¢
microrganismos, como, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Microcystis
aeruginosa, lodo ativado, argila caulim, sedimentos de rio, carvio e outros materiais
(KURANE et alli, 1986).

1.6.4.2. LECTINAS

A agregagio de leveduras pode ocorrer através de lectinas produzidas na superficie
celular de outros grupos de microrganismos, as quais muitas vezes se encontram em forma
de filamentos, denominados fimbrias (SHARON, 1987). Este mesmo pesquisador,
examinou o fendmeno de agregagio de leveduras por fimbrias do tipo I de Escherichia coll,
relatando que o sitio receptor especifico para esta fimbria difere do sitio para a lectina con
A. A atividade aglutinante de con A € inibida por manose e giicose, enquanto que, 3 k. coli
ndo ¢ inibida pela glicose. Foi estudada a especificidade a agicares em Escherichia coli 346
(FIRON e alii, 1982), Klebsiella preumoniae, Salmonella typhimurium (FIRON et alii,
1983), através da inibigio de agregacho da levedura Sacch. cerevisige por diversos
derivados de D-manose. FIRON ef alii (1987), por sua vez, relataram a existéncia em
Fscherichia coli ¢ Klebsiella pneumoniae, de uma regido de ligagio hidrofobica, proxima

ao sitio de Hgagdo da manose.

FIRON ef alii (1984) sugeriram, que embora as lectinas bacterianas na forma de
fimbria do tipo I, presentes em Escherichia coli, Klebsiella pnewmoniae, Salmonella sp.,
Enterobacter cloacae e Enterobacter agglomerans, sejam usualmente agrupadas sob a
denominagio "manose-especificas”, existem diferengas entre esses géneros, em relagdo a

especificidade por carboidratos.
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2.6.4.3. LACTOBACILOS FLOCULANTES

2.6.4.3.1. ADESAO DE LACTOBACILOS A SUPERFICIES EPITELIAIS

A adesio e colonizagdo do trato digestivo por espécies de Lactobacillus, tem sido
demonstradas "in vivo" e “in vitro" em diferentes hospedeiros, tais como; galinhas
(FULLER, 1973), suinos (HENRIKSSON et alii, 1991); e roedores; sendo que, O
mecanismo das associagdes microbianas com as superficies biologicas € dependente das
estruturas da superficie da bactéria e das células hospedeiras (SUEGARA et alii, 1975). A
agregagio ¢ considerada um mecanismo especifico ao hospedeiro (LIN & SAVAGE,
1984), sendo que, 0s microrganismos que colonizam o epitélio gastrico devem ser capazes
de se desenvolverem neste ambiente, de acordo com as condigBes nutricionais af

encontradas (SAVAGE, 1983).

O mecanismo pelo qual os lactobacilos associam-se a0 epitélio ¢ ainda desconhectdo
(SAVAGE, 1983). Porém, foram sugeridos diversos compostos presentes na parede celular
do lactobacilos, como sendo os responséveis pela adesdio deste a0 tecido epitelial, tais
como: carboidratos (FULLER, 1975), proteinas (HENRIKSSON et alii, 1991), acidos
lipoteicdico (LTA) (SHERMAN & SAVAGE, 1986). Por outro lado, sugeriu-se que a
habilidade do lactobacilos em colonizar determinada superficie celular pode estar mais
relacionada com as condi¢des nutricionais ¢ ambientais, do que com a sua capacidade de se
ligar 4 células animais especificas (KOTARSKI & SAVAGE, 1979).

3.6.4.3.2. FLOCULACAO DE LEVEDURAS CAUSADA POR LACTOBACILOS

MOMOSE er alii (1969) verificou a ocorréncia de agregagio de leveduras causada
por diferentes espécies de lactobacilos, atribuindo esse fato a forca eletrostatica existente

entre a superficie da levedura e da bactéria.

YOKOYA & OLIVA-NETO (1991), relataram a ocorréncia de contamina¢do da
fermentagio alcodlica pela bactéria Lactebacillus fermentum. Esta pode acarretar, dentre
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outros problemas, a floculagho da levedura utilizada no processo, ocasionando redugio de
produtividade, além de dificultar a etapa de separagio da levedura por centrifugacdo. Esses
pesquisadores verificaram que o fator responsavel pela floculagdo esta ligado a célula da
bactéria, ndo sendo constituido, portanto, por metabolitos liberados no meio de cultivo
durante o crescimento, Também mostraram que a floculagiio causada por L. fermentum
ocorre numa ampla faixa de pH, compreendida entre 2,5 a 12,0, As células desfloculadas a
pH inferior a 2,5 podem sofrer o restabelecimento da floculagdo, com o ajuste de pH a

valores superiores a 2,3,

SANTOS & YOKOYA (1993) verificaram a intensifica¢io da floculago, desses
mesmos microrganismos, pela  adigio de  ions célcio em concentracBes finais acima de
103 M; enquanto que, o ion manganés em concentragGes finais de no minimo 10-2 M, e do
fon magnésio a 101 M, também promoveram a floculagiio. Por outro lado, os ions sodio,
potassio, cobre ¢ bério, em concentrages finais variando de 10-3 até 2 X 10°1 M, nio
manose, em concentragdes finais superiores a 7 X 10-2 M. Engretanto, outros carboidratos,
tais como a glicose, frutose, galactose, maltose, lactose ¢ sacarose ndo promoveram a
alteragio da capacidade floculante da bactéria. Esses mesmos pesquisadores, submeteram
células da bactéria floculante L. fermentum a tratamento com pronase E de Streptomyces
griseus, verificando que esta perdeu & sua capacidade floculante. As celulas de Sacch.
cerevisiae submetidas a0 mesmo tratamento nifo sofreram alteragles quanto a floculacio. O
tratamento com lisozima e com zimoliase, em células de L. fermeninm ¢ em Sdcch.

cerevisiae, por sua vez, ndo ocasionaram alteragdes na floculagdo.
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3. MATERIAL

3.1. REAGENTES

- Acetato de Sédio - Ecibra

. Acido Acético -~ Ecibra

- Acido Citrico - Synth

- Anidrido Acético - Merck

- Anidrido Maléico - Merck

- Azul de Metileno - Ecibra

- Citrato de Amdnia - Riedel

- Citrato de Sédio - Ecibra

- Cloreto de Aluminio - Merck

- Cloreto de Bério - Merck

~ Cloreto de Calcio - Reagem

- Cloreto de Estroncio ~ Merck

- Cloreto Férrico - Reagem

- Cloreto de Litio - Merck

- Cloreto de Magnésio - Synth

- Cloreto de Potéssio - Synth

- Cloreto de Sodio - Reagem

- Concanavalina A tipo I/ C-263 - Sigma
- Dextrose - Synth

- 1,4 Dioxano - Fisher Scientific Company
. Btilenodiaminotetracético dissédico dihidratado - Synth
- Bxtrato de Carne - Difco

- Extrato de Levedura - Biobras

- Fosfato de Potéssio Dibasico - Vetec

- Todoacetamida I-6125 ~ Sigma

- Todeto de Potassio - Incasa

- Yodo -~ Carlo Erba

- 2-Mercaptoetanol - BDH Biochemicals
- N-Acetilimidazol A-9625 - Sigma

~ Nitrito de Sédio - Carlo Erba
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- Peptona Bacteriologica - Difco

- Periodato de Sédio - Riedel

- Proteose Peptona - Difco

- Sulfato de Magnésio - Merck

- Sulfato de Manganés - Carlo Erba

- Sulfito de Sédio - B. Herzog _
- Tris (Hidroximetil) Aminometano - Synth
- Tween 80 - Difco

- Uréia - Chemco

3.2. EQUIPAMENTOS |

- Agitador Magnético - Tecnal, TE 089

- Autoclave - Luferco (Lutz Ferrando), 39.209

- Balanga Analitica - Mettler, H 35

- Balanca Semi-Analitica - Micronal, B 2000

- Centrifuga - International Equipment Company, B-20

- Espectofotdmetro - Baush & Lomb, Spectronic 20

- Incubador-Agitador Orbital- New Brunswick Scientific, G-25
- pH-metro - Micronal, B 374

- Projetor de Slide - IEC

3.3. MEIOS DE CULTURA

YEPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose)

DexttO8E oo i rrere s 200¢g
Extrato de Levedura ................... 50g
Peptona Bacterioldgica ... 10,0 g
Agua Destilada......ooo e 1,01
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MRS (Lactobacilli Man, Rogosa ¢ Sharpe)

Acetato de SAdI0 ... ivirie i 50g
Citrato de AmOnia.......c.ocoonn v 20g
DEXITOSE ..o crcrrcre e o 200¢g
Extrato de Carne..........cooornnre 10,0g
Extrato de Levedura ..o 50g
Fosfato de Potassio Dibasico. ... ... 2,08
Proteose Peptona. ..o, 10,6g
Sulfato de Magnésio ................. 0,204 g
Sulfato de Manganés................. 0,055¢g
Tween 80, 1.0g
Agua Destilada.........ooovvrrin oo 1,01

Os meios foram autoclavados a 121°C por 15 minutos.

3.4. MICRORGANISMOS

Para o presente trabatho foram utilizadas as linhagens de levedura Saccharomyces
cerevisiae FTPT 0472 e de bactéria Lactobacillus fermentum FTPT 1403, provenientes da
Colegio de Culturas da Fundacio Tropical de Pesquisa e Tecnologia "André Tosello”,
isoladas de dornas de fermentagdo, de usinas de alcool do Estado de S&o Paulo.
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4. METODOS

4.1. CONDICOES DE CULTIVO DE CELULAS PARA TESTE DE FLOCULACAQO

A bactéria L. fermentum foi cultivada em 50 mi de caldo MRS (Lactobacilli Man,
Rogosa e Sharpe), por 24 horas a 30°C, utilizando-se como indculo {1%) um cultive de

24 horas no mesmo meio,

A levedura Sacch. cerevisige foi cultivada em 50 ml de caldo YEPD (Yeast-
Extract-Peptone-Dextrose), € tratada nas mesmas condi¢des das células de bactérias.

Apbs o crescimento, as céulas foram centrifugadas a 8 000 rpm, por 10
minutos, 4°C. Seguiu-se  duas lavagens com solugdo de stilenodiaminotetracético
dissédico dihidratado (NapEDTA) 0,025 M, ¢ entdo, de acordo com o teste veahizado, as
culturas foram ressuspensas em agua deionizada, em taropdo Tris-HCI 10-} M pH 7,0 ou

7.3,

42 DETERMINACAO DA RELACAO ENTRE AS CONCENTRACOES
CELULARES NA FLOCULACAO

Fixou-se a concentragio de células de L. fermentum em 0,16 g/l (massa seca), ¢
variou-se a concentracio de células de Sacch. cerevisiae. A seguir, realizou-se o teste de

floculagio conforme o descrito no itern 4.3,

4.3. TESTE DE FLOCULACAC

Os testes de floculagio foram realizados de acordo com © método  de
STRATFORD & KEENAN (1988), adaptados para a utilizagdo de suspensbes mistas
de levedura e bactéria. Foram adicionados 3 ml da suspensio de leveduras (3,39 g/l
- massa seca), 3 ml da suspensio de bactérias (0,16 g/l - massa seca) e 1,5 mi de
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solugiio de CaClp 3 X 10-2 M, em tubos de ensaio (16 x 150 mmy}, exceto para o teste 4.4,
onde substituiu-se a solugio de CaCly 5 X 102 M por outras solugBes de ions. Os tubos
foram agitados manualmente por 2 minutos. Apos 5 minutos, com o awxilio de pipetador
automatico, coletou-se 3 mi da amostra do sobrenadante, medindo-se sua absorbncia em

espectrofotdmetro, a 600 nm.

Para as analises de modificadores quimicos e de fons, realizaram-se paralelamente
aos testes um controle positivo em auséncia do reagente testado, no qual a condiglo de
méxima floculacio era obtida; e um controle negativo, onde néo se detectava floculagio,
realizado na auséncia do reagente testado e também da solugio de CaClp 3 X 1074 M,
a qual foi substituida por dgua deionizada. Ambos os controles foram feitos nas mesmas
condigdes dos experimentos, Para a andlise dos resuliados obtidos nestes testes, estimou-se
porcentagem de inibigho da floculagio (% Inibigdo) da seguinte maneira:

D.O. amostra ~ D.O. controle positivo 100
D.O. controle negativo — D.O. controle positivo

% Imbigdo =

4.4. TRATAMENTO COM IONS

Para verificaglio da influncia de diferentes ions na floculagfio, as células de
tevedura e de bactéria foram preparadas de acordo com o item 4.1, e ressuspensas em agua

deionizada.

4.4.1, TESTE DE SUBSTITUICAC DO CALCIO POR DIFERENTES fons

Testou-se o efeito na floculaglio dos ions litio, potassio, bario, ferro, aluminio,
estrdncio, sodio, magnésio e calcio, adicionados a uma concentragio final de 8 X 1074 M,
em substituigdo a solugdo de CaCly 5 X 10-2 M. Seguiu-se o teste de floculagdo conforme

descrito no item 4.3, Todos os ions utilizados estavam na forma de cloreto,
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4.4.2. TESTE DA ADICAC DE fONS SODIO E MAGNESIO EM PRESENCA
E AUSENCIA DE CALCIO

Inicialmente foi determinada a concentragdo minima de fon calcio, necessaria para
promover a floculagio de Sacch. cerevisiae por L. fermentum. Para isso, substituiu-se a
soluciio de CaCly 3 X 10-2 M, por ouiras concentragbes, que variavam entre 2 X102 a
2 % 10-6 M. Realizou-se os testes de floculagdo conforme descrito no item 4.3.

A seguir, ressuspendeu-se células de L. fermentum e de Sacch. cerevisiae, em
solucBes de NaCl, em concentragbes finais variando entre 0,8 a 4,0 M, em presenga ¢ em
auséncia de CaCly. O mesmo procedimento foi utiizado para se testar o efeito de MgCly.

4.5. TESTE DE AGREGACAO COM CONCANAVALINA A

As células de levedura € de bactéria utilizadas para os testes de agregacdo com
concanavalina A (con A), foram preparadas conforme descrito no item 4.1. As solugBes de
con A, foram preparadas em Tampdo Fosfato Salino 5 X 1072 M, pH 6.8 ¢ testadas em
concentracdes finais variando entre 0 a 1600 mg/l.

4.5.1. AGREGACAQ DE Sacch. cerevisiae

Os testes de agregagio com con A foram realizados de acordo com o item 4.3,
com as seguintes alteragdes: a suspensdo de células de bactérias foi substituida por solugdes
de con A, em concentragdes finais variando entre 0 a 1600 mg/l e, a agitagdo manual dos
tubos, foi substituida por agitagdo em incubador-agitador orbital a 150 rpm, 30°C, durante
45 minutos. Seguiu-se descanso por 3 minutos, e entao realizou-se a leitura da absorbincia

do sobrenadante a 600 nm.
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4.5.2. AGREGACAO DE L. fermentum

Foi avaliado o efeito agregante da con A em presenga de L. fermentum, através da
substituigio do Sacch. cerevisiae por diferentes conceniraghes de con A, nas mesmas
condigdes descritas no item 4.5.1.

Paralelamente, verificou-se a agfio agregante da con A em sobrenadante obtido
apos teste de floculagio, no qual utilizou-se concentragbes de Sacch, cerevisiae de 3,39 g/l
{massa seca) e de L. fermentum de 2,1 g/l (massa seca).

4.6. MODIFICACAO QUIMICA DOS COMPONENTES DA PAREDE CELULAR

As culturas de L. fermentum e Sacch. cerevisiae, submetidas a tratamento com
modificadores quimicos foram preparadas conforme descrito no ftem 4.1,

4.6.1. MODIFICACAO QUIMICA DE PROTEINAS

De acordo com NISHIHARA et alif (1977), tratou-se separadamente, células da
bactéria e da levedura com modificadores quimicos de proteinas, em presenga e auséncia de
uréia 8 M, exceto em testes com iodo, quando utilizou-se a concentra¢do de uréia de 7,5 M.
A seguir, as células tratadas foram lavadas duas vezes com agua destilada, e subrnetidas 2
teste de floculagio com células ndo tratadas conforme descrito no item 4.3,

4.6.1.1, Todoacetamida As suspensdes de células foram tratadas com iodoacetamida
10-1 M, 2 30°C por 2 h, em tampéio Tris-HC1 10"} M (pH 7.5).

4.6.1.2. Sulfitc de Sédio As suspensdes de células foram incubadas em sulfito de sédio
1,4 X 101 M, 2 30°C por 2 h em tampio Tris-HC 10-1 M (pH 7,5).
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4.6.1.3.

4.6.1.4.

4.6.1.5,

4.6.1.6,

4.6.1.7.

4.6.1.8.

4.6.1.9.

Mercaptoetanol As suspensdes de células foram incubadas em mercaptoetanol
10°1 M, 2 30°C por 2 h em tampdo Tris-HCI 10-1 M (pH 7,5).

Acido Nitroso As suspensdes de células foram tratadas com acido nitroso 2,0 M
[preparado a "fresco” por reagdo de nitrito de sodio 2,0 M e acido acético 2,0 M]

por 30 min, a 0°C.

Anidrido Acétice As suspensdes de células foram tratadas com solugiio de
anidrido acético 4 X 10-1 M preparada em dioxano 2,0 M, e incubadas a
temperatura ambiente por 30 min, ajustando-se o pH para 6,0 com NaQH I N.

Anidride Maléico As suspensdes de células foram tratadas com solugiio de
anidrido maléico 2 X 101 M preparada em dioxano 2,0 M, ¢ incubadas a
temperatura ambiente por 30 min, ajustando-se o pH para 7,5 com NaOH 1 N.

N.Acetilimidazol As suspensdes de células foram incubadas em N-acetilimidazol
2 X 10-1 M. a 30°C por 2 h em tampdo Tris-HCl 10-1 M (pH 7.5).

Todo As suspensdes de células foram tratadas com iodo 5 X 10-3 M, a 0°C por
3h em tampdo Tris-HC 10-1 M (pH 7,5), contendo iodeto de potassio
24X 101 M,

Azul de Metileno / Rosa de Bengala As suspensGes de células foram
ressuspensas em tampdo Tris-HC1 10~} M (pH 7,0} contendo azul de metileno ou
rosa de bengala 0,01%, mantidas sob  agitagio, e entdo irradiadas a temperatura
ambiente por 15 min, com projetor de slide {lampada de halogénio-tungsténio,
150 W), & uma distdncia de 10 cm.

4.6.1.10. Acide Performico As suspensdes de células foram tratadas com 4cido performico

10% f{obtido por reagdo de peroxido de hidrogénio 30% e acido formico 88%
(1:10), por 18 h, 4°C], durante 1 h, 4°C (comunicagio pessoal Prof. Dr, AMAYA-
FARFAN, J.).
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4.6.2. MODIFICACAO QUIMICA DE CARBOIDRATOS

Realizou-se tratamento de modificagdo quimica de carboidratos da parede celular
da bactéria e da levedura, tratando-se separadamente as células com periodato de sddio
(NalOg) 1 X 102Me2X 102 M, a 20°C por 30 min, no esCuro. A seguir, as células
iratadas foram lavadas trés vezes com 4gua deionizada e submetidas a teste de floculagdo

com células nio tratadas, conforme descrito no item 4.3,

Verificou-se o efeito da lectina con A tratada com periodato de sodio e a seguir,
submetida ao teste de agregagio com células de Sacch. cerevisiae ndo tratadas. Utilizou-se
acon A 10 vezes mais concentrada que a determinada pelo teste descritc em 4.5.1. ¢, apés
o tratamento, realizou-se uma diluigio na mesma proporgaoc. O teste de agregacao foi

realizado conforme descrito no mesmo item.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1, DETERMINACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS OTIMAS PARA A
OCORRENCIA DE FLOCULACAO

A floculagio de Sacch. cerevisige por L. fermentum pide ser guantificada pela
rapida diminui¢do da turbidez da suspensdo das células de levedura com o decorrer do
tempo. Na auséncia de floculaglo, a turbidez da suspensdo diminui vagarosamente, mas na
presenga de bactérias floculantes, a queda na turbidez ¢ bastante acelerada. A agitagio da
suspensdo de células é essencial para o inicio do processo de floculacfio.

Obteve-se um valor maximo de floculagdo (portantc com leitura minima da
absorbancia do sobrenadante do teste de floculagio), utilizando-se L. fermentum com
absorbancia de 0,45 e Sacch. cerevisize com absorbincia de 4,1, correspondendo
respectivamente a 0,16 g/l (massa seca) ¢ 3,39 g/l (massa seca) de células de bacténa ¢ de
levedura (FIGURA 3). Dessa forma, obteve-se uma relagdo entre as massas de bactéria e de
levedura igual a 0,047, enquanto que, YOKOYA & OLIVA-NETO (1991), utilizando os
mesmos microrganismos, porém em diferentes condigbes experimentais (células suspensas
em tampdio citrato 5 X 10-2 M, pH 3,0 com EDTA 5 X 10-3 M e, teste de floculagdio
realizado em agitador-incubador orbital a 90 rpm, por 10 min a 30°C), obtiveram uma

relacio de 0,061 de massa de bactéria por levedura.

Esses resultados mostram a relagio Otima entre as concentragdes celulares onde a
floculagiio atingiu o valor méaximo, de acordo com as condicBes dos testes realizados, Dessa
forma, quando havia um excesso de bactérias, a maioria das células de leveduras estavam
floculadas; por outro lado, quando havia um excesso de leveduras, as bactérias presentes se
encontravam associadas, enquanto que o excedente de leveduras permanecia no

sobrenadante.

Apos a determinagio da concentrago Otima entre células de Sacch. cerevisiae e de
L. fermentum, utilizou-se essas concentragdes celulares nos testes de floculagBo realizados

nesie trabatho.
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FIGURA 3 - Floculagio em concentragSes varidveis de Sacch. cerevisiae na presenga de
uma concentragio fixa de L. fermentum (0,45 de absorbéncia),

5.2, TRATAMENTO COM iONS

5.2.1. EFEITO DA ADICAC DE DIFERENTES fONS NA FLOCULACAO

Avaliou-se o efeito na floculagio de Sacch. cerevisiae por L. fermentum, de ions
monovalentes, divalentes e trivalentes, em concentragbes finais de 8 X 104 M. Para 10dos
os ions foram utilizados sais de um mesmo anion (cloreto), evitando-se assim a interferéncia
deste na avaliagio dos resultados. Verificou-se que o Ba'? e o Ca*2 foram os ions que
promoveram a floculagdo mais intensamente, enquanto que, o ion Fet3 apresentou uma

forte agdo inibitoria ao processo TABELA 1.
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TABELA 1 - Efeito de fons na floculagio de Sacch. cerevisiae por L. fermentum.

IONS (8 X 104 M) D.0O, do sobrenadante (660 nm)
Controle {(+) 0,06
Controle (-) 1,00

Kt . 0,11
Lit 0,24
Na*+ 0,12
Bat2 0,02
Cat? 0,04
Mgt2 0,08
Srt2 0,08
A3 0,44
Fet3 0,72

controle (+) realizado em auséncia do reagente testado.
controle (+) realizado em auséncia do reagente testado ¢ acrescido de agua destilada, em
substituigdo da soluglio de CaCly 5 X 102 M.

Na floculagio de leveduras floculantes, a sua intensidade devido a presenga de
citions ¢ dependente da linhagem de microrganismo; da valéncia;, tipo do cation
(KURIYAMA et alii, 1991) e do pH (MIKI ef alii, 19823). Em relagdo ao papel dos fons
na floculaciio, a literatura sobre leveduras floculantes relata que, em concentragBes mais
elevadas do que a testada em nosso experimento, ocorre a inibigio da floculagiio causada
por fons Bat2, enquanto que, os ions Li¥, Nat, K+, Mgt2, Cat2 (NISHIHARA et ali,
1982), Al*3 e Fet3 (STRATFORD, 1989c) apresentaram efeitos promotores da

floculacdo.

Muitos pesquisadores consideram o ion Ca™2 como essencial para a ocorréncia da
floculacio (MILL, 1964b; TAYLOR & ORTON, 1975, MIKI et alii, 1982a;
STRATFORD, 1989c). Porém, de acordo com 08 resultados obtidos em nosso
experimento, verificou-se que o jon Bat2 promoveu a floculagio com intensidade similar. O
efeito promotor da floculagiio por cations nfo foi ainda completamente elucidado. Assim, a
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floculagiio causada por outros cations, além do calcio, foi considerada como resultante de
um efeito indireto desse ion, uma vez que, a iniciagio deste processo foi atribuida a
liheragio do calcio intracelular (STRATFORD, 1989¢c). Entretanto, STEWART et alii
(1975) verificaram que as células de leveduras s3o relativamente impermedaveis aos fons
divalentes, pois, na auséncia de energia disponivel, ndio hi ocorréncia de trocas entre ions
divalentes extracelulares e de fons divalentes do interior da célula. Além disso, foi
observado que células integras, bem como paredes celulares isoladas de leveduras
floculentas, comportam-se de modo semelhante na presenga de outros cations além do
caleio, 0 que é um indicio da aglo direta desses ions sobre a floculagio (SOUZA et alii,

1992).

Dessa forma, pode-se atribuir o efeito promotor da floculagdo de Sacch. cerevisiae
causada por L. fermentum, através de ions divalentes (com excesséo do calcio), como sendo
devido tanto a agio direta desses ions no processo de floculagio, quanto resultante da agdo
indireta de tais fons, os quais podem promover a liberagdo de fons calcio.

Observou-se neste trabatho, que os ions divalentes apresentam um efeito floculante
mais intenso do que os monovalentes, 03 quais, pOr sua vez, apresentaram uma agao
floculante superior a dos trivalentes (FIGURA 4). Para methor visualiza¢io da influénecia de
cada um dos ions estudados, estabeleceu-se uma ordem crescente, referente ao efeito

promotor da floculagdo.

ret3  AM3 Lit Nat Kt Mg™2  srt2 Cat?  Bat2

Nizo Floculante Floculanie

FIGURA 4 - Ordem crescente de ions em fungio do efeite na floculagiio.

O efeito promotor da floculagio dos ions divalentes foi considerado por STEWART
& GORING (1976) como sendo devido a sua capacidade de atuar como ponte entre as
cargas negativas da superficie celular. Os ions monovalentes, por sua vez, podem bloguear
estericamente um grupo da superficie cefular cuja presenga ¢ responsavel pelo estado de
niio-floculéncia (MILL, 1964b) ou podem induzir a floculagio via contra-ion, efeito onde as
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forgas repulsivas das cargas negativas da superficie celular sdo neutralizadas, permitindo
assim, a formagdio de flocos através de pontes de hidrogénic ou por outros tipos de ligagio
n3o-ibnica entre as células (STEWART & GORING, 1976). De acordo com STRATFORD
& BRUNDISH (1990) os sais atuam de formas diferentes na floculaglio de leveduras: em
baixas concentragdes sio promotores da floculagiio; em concentrages intermedidrias
intensificam a floculagdo; e em altas concentragbes sdo inibidores. No entanto, neste
trabaltho, em baixas concentragBes de A3 e Fet3 praticamente ndio foi observada a

ocorréncia de efeito promotor da floculagiio,

5.2.2. EFEITO DO fON SODIO NA FLOCULACAO EM PRESENCA E AUSENCIA
DE CALCIO

Para testar o efeito na floculagdo dos fons sodio e magnésio em presenga de célcio,
determinou-se inicialmente a concentragio minima de calcio necessiria para promover a
floculagdo. Verificou-se que a floculagio mais intensa foi obtida, utilizando-se
concentragbes de calcio em valores iguais on maiores que 2 X 104 M (FIGURA 5). A
medida que se diminufa estas concentragfes até 2 X 10-6 M, a floculagio foi fortemente
inibida. Escotheu-se a concentragio de CaCly de 8 X 104 M, para a realizagio dos testes.

Testou-se o efeito de diversas concentragdes do sal NaCl em presenca e em auséncia
de CaClhh 8 X 104 M, em relacio a floculaglio de L. fermentum e Sacch. cerevisiae,
Observou-se que fons sodio, em concentragBes de até 3,2 M tanto em presenga como em
auséncia de calcio, ndo causaram 2 inibigio da floculaglo; porém, em concentragdo de 4 M,
ocorreu uma sabita inibigho da floculagiio em presenga de calcio (FIGURA 6). O mesmo
afeito inibitério ndo foi observado, na presenga exclusiva de sédio 4 M.

A inibicdo da floculagio devido a presenga de fon sodio e calcio, pode ser
considerada como um efeito aditivo da agdo combinada dos dois ions. Considerando que o

s v

causado pelo Nav em presenca de Ca*2, possa ser atribuida ao sinergismo de agio de
ambos os ions. Estes resultados estdio de acordo com as observagbes de STRATFORD &
BRUNDISH (1990), que relataram que 2 inibigio causada por vérios sals pode ser
resultante de efeitos aditivos, uma vez que, diversos fons, tais como Na¥ e Ca™2 | em
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.2, dp sohreazdsnte (690 nm)

concentragdes sub-inibitorias quando em combinaglio, podem passar a exercer um efeito
inibitorio da floculagdo.

De acordo com alguns pesquisadores, o {on sodio em concentrages de 4,3 X 1075
a 43X 10-4 M causa a floculagio de leveduras, enquanto que, em concentragdes mais
altas de 2,2 X 10°3 2 4,3 X 10-3 M apresenta efeitos inibitérios (STEWART & GORING,
1976). O efeito promotor da floculagio devido a presenga deste fon, foi atribuido ao efluxo
de calcio das células de leveduras provocado pelo sodio. Sob concentragbes mais altas de
sédio, a agdo dos jons calcio é inibida competitivamente pelo sodio e ndo ocorre a
floculagiio (STRATFORD, 1989¢c). De acordo com MILL (1964b}, o sddio antagoniza a
agio do calcio, deslocando competitivamente o ion célcio de seus sitios especificos na
parede celular, devido a similaridade entre 05 raios do cristal idnico do calcio (0,99 A) e do

sbdio (0,98 A).
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FIGURA § - Efeito da concentragio de fons calcio na floculagio
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FIGURA 6 - Efeito do fon sédio na floculagio em presenga e em auséncia de calcio
8X 104 M.

523, EFEITO DO [ON MAGNESIO NA FLOCULACAO EM PRESENCA E
AUSENCIA DE CALCIO

Foi observada a relagdo existente entre o efeito promotor da floculag@io de ions
cilcio ¢ a agio antagonista de magnésio. Verificou-se uma progressiva inibigdo da
floculagdio & medida que se aumentava a concentraglo de magnésio até 4 M, tanto em
presenga como em auséncia de calcio 8 X 10" M (FIGURA 7).
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¥ Inikigio

De acordo com STRATFORD (1989¢), a inibigio da floculaglio causada por altas
concentragdes de sais é de natureza queotropica, sendo resultado da distorglio proteica
provocada por fons altamente carregados ¢ pela desidratagio da proteina. O queotropismo
descreve distiirbios causados por sais a moléculas de grandes dimensbes, tais como
pmteinas'e lipideos. Isto pode ocorrer diretamente, através de ligagdes com cations
altamente carregados, causando mudangas conformacionais em tais moléculas, ou
indiretamente, através de alteragdes das moléculas de agua intramoleculares, ou ainda por
efeitos de desidratagiio, uma vez que, fons altamente carregados atraem moléculas de dgua ¢
podem retirar Agua suficiente das moléculas de proteinas, causando entdo, distorgdes por

desidratago.

a2
[ sem cilcio
F com ofloie

a1

i
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Mgl (W

FIGURA 7 - Efeito do ion magnésio na floculagio em presenga e em auséncia de calcio
8 X 10" M.
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STRATFORD & BRUNDISH (1990) mostraram que a capacidade inibitéria de um
ion sobre a floculagio, coincide com a diminuiglo do raio ibnico e o aumento da carga
idnica, os quais constituem a densidade de carga do ion e descrevern uma série queotropica.
Os ifons de maior densidade de carga (Ca*2 ou Mg”*‘2 ), em geral apresentam malores
efeitos queotropicos. Conforme foi verificado neste experimento, a inibiglo progressiva da
floculagio por ions magnésio, independentemente da presen¢a de calcio, pode ser
ocasionada pela ocorréncia de distorgBes nas moléculas proteicas da parede celular, devido

a densidade de carga do ion magnésio.

5.3, AGREGACAQ CELULAR POR CONCANAVALINA A

A interacdio entre os microrganismos estudados e a lectina concanavalina A (con A),
foi referida neste trabatho pelo termo genérico "agregacio”, uma vez que esta apresenta
alguns aspectos diferentes da floculagio. STRATFORD (1992a) relatou que 2 agregacao
de leveduras por con A ocorre através de multiplas ligages fracas envolvendo a lectina e os
receptores das células, enquanto que, a floculagio ocorre atraves de ligacBes fortes entre as
lectinas floculantes, presentes na superficie das células, ¢ os sitios receptores.

A con A em pH neutro, apresenta-se na forma de tetrdmero, sendo constituida por
quatro subunidades (HARDMAN & AINSWORTH, 1976); porém, em valores de pH
menores que 5,6 a con A se separa em dois dimeros idénticos (McKENZIE et alii, 1972).
Nos experimentos realizados neste trabalho, foi utilizada a con A na forma tetramérica, uma

vez que todos os testes foram realizados na faixa de pH neutro.

A agitagio manual por 2 minutos, utilizada nos testes de floculagio, ndo foi
satisfatoria para ago da con A, por esta razio, a agitagdo foi realizada em incubador-
agitador orbital 150 rpm por 45 minutos.
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53,1, AGREGACAO DE Sacch. cerevisiae POR CONCANAVALINA A

Para verificar se o fator promotor da floculagio de Sacch. cerevisige possui as
mesmas caracteristicas de uma lectina, foram realizados testes de agregagfo com a con A
Pbde-se observar que, com a elevagio da concentragiio de con A havia um aumento na
propor¢ao de células da levedura que eram agregadas, até atingir uma agregacio mixima
com valores de 320 mg/l de con A (FIGURA 8}. Com o aumento da concentragiio de con A
até aproximadamente 600 mg/l, pouca mudanga foi observada, porém aumentos adicionais

da concentragio resultaram em uma progressiva inibicdo da agregagio.

A inibicio da agregacio devido a presenca de concentragdes altas de con A foi
atribuida 3 saturacio dos sitios receptores de con A. Este comportamento ¢ semelhante ao
observado por STRATFORD & BOND (1992), que utilizaram a con A na forma dimérica,
para a agregacdo da linhagem de Sacch. cerevisiae S646-8D.

A partir da obtengio da concentragfio Otima de con A necessdria para agregar
células de Sacch. cerevisiae, pdde-se calcular o nimero de moléculas de con A que se
ligaram em cada célula da levedura. Foi verificado que, 320 mg/l de con A agregam
4,40 X 1011 células. Sendo o peso molecular da con A tetramérica de 108 000
(HARDMAN ef alii, 1971), isto implica em 6,72 X 10-18 mol de con A por célula de
levedura. Usando-se o nGmero de Avogadro (6,023 X E{}23), obtem-se 4,04 X 100
moléculas de con A por célula de levedura. Estes valores sdo menores do que os requeridos
para a agregacio de uma linhagem de levedura ndo-floculenta (Sacch. cerevisiae S646-8D)
utilizando-se con A em forma dimérica, pH 4,0, onde verificou-se serem necessérias
5,68 X 107 moléculas da lectina para agregar cada célula de levedura (STRATFORD &
BOND, 1992).. Esses mesmos pesquisadores afirmaram que as concentragdes nas quais a
con A causa a agregaciio € a inibigio, variam com a concentragiio celular, sugerindo que a
inibigio por altos niveis de con A é mais dependente da ligagio com as células do que por
efeito quimico, mostrando portanto, que a relagdo entre moléculas de lectina por células €

um ponto critico para se determinar a agregagao.

Os resultados obtidos sugerem que deva existir uma especificidade similar pelos
sitios receptores da superficie de Sacch. cerevisiae, entre acon A e a lectina floculante de

L. fermentum.
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5.3.2. AGREGACAO DE L fermentum POR CONCANAVALINA A

De acordo com o teste de agregaclio de células de L. fermemtum por con A,
observou-se que a concentrago da lectina inicialmente testada de 20 mg/l, nio causou a
agregagio da bactéria. Em concentragbes de con A iguais ou superiores a 80 mg/l,
observou-se a ocorréncia de agregacio da  bactéria, a qual atingiu o valor mals intenso
a 160 mg/l. Com o aumento da concentragio da lectina, a agregagdo se manteve a niveis
relativamente constantes (FIGURA 8).

O teste de agregagdo entre a con A e o sobrenadante proveniente de teste de
floculagdio, o qual apresentava uma concentragio excedente de cflulas de L. fermentum
(2,1 g/l - massa seca), resultou em agregagio da bactéria pela lectina. Este fato foi
constatado através da leitura da absorblincia do sobrenadante, o qual diminuiu de 0,43
(teste de floculagdo) para 0,07 (teste de agregagio).

A partir da obtenciio da concentragio Otima de con A, necessaria para agregar
células de L. fermentum, pdde-se calcular o nimero de moléculas de con A que se ligaram a
cada célula da bactéria. Foi verificado que 160 mg/l de con A agregam 6,1 X joll
células/l; isto resulta em 2,43 X 10°18 mol de con A por célula de bactéria; usando-se o
nitmero de Avogadro (6,023 X 1023), obtem-se 1,46 X 100 moléculas de con A por célula

de bactéria.

Estes resultados sugerem que existem sitios receptores para a con A na superficie
celular de L. fermentum. Isto confima o relato de FULLER (1975) que estudou os
determinantes envolvidos na adesio de lactobacilos ao epitélic do "papo" de galinha,
apresentando  evidéncias de que este ¢ constituido por carbotdratos capazes de ligar a
con A. CONWAY & KJELLEBERG (1989), por sua vez, verificaram a inibicio da adeso
de L. fermentum ao epitélio gastrico de  camundongos devido a ago de con A, A
especificidade da con A por moléculas de glicose, manose, frutose ou arabinose com
configuragio c-anomérica (SHARON & LIS, 1972) indicam a existéncia de um ou mais
desses sitios na superficie destas bactérias, os quais podem estar envolvidos nos processos

de adesfio.
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FIGURA 8 - Agregagiio de células de L. fermentum e de Sacch. cerevisiae por con A,

5.4. TRATAMENTO DE CELULAS DE BACTERIA E DE LEVEDURA COM
MODIFICADORES QUIMICOS DE PROTEINAS.

O grau de reatividade dos grupos funcionais das cadeias laterais dos aminoacidos,
depende principalmente da natureza quimica do grupo funcional, estado de eXposigao
estérica ou acessibilidade da cadeia lateral; e do pH do meio (AMAYA-FARFAN, 1990,

A modificagdo quimica dos grupos funcionais de aminoécidos, muitas vezes, requer
condicBes severas de reacfo. Para se obter tais condigdes usa-se, frequentemente, altas
concentragdes de uréia. Embora este reagente ndio se envolva na reacdo guimica, este
provoca a desnaturagho de proteinas, aumentando assim, a acessibilidade ¢ a reatividade das
cadeias laterais dos aminoécidos aos modificadores quimicos (MEANS & FEENEY, 1971).
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5.4.1. EFEITO DA FOTO-OXIDACAO DE CELULAS

As células de L. fermentum ao serem submetidas a tratamento de foto-oxidagdo com
azul de metileno {TABELA 2) e rosa de bengala (TABELA 3) apresentaram sua capacidade
de flocular inibida. Os mesmos tratamentos, quando realizados em Sacch. cerevisiae, tanto
na presenga como na auséncia de uréia, ndo ocasionaram mudangas na floculagio.

O tratamento de foto-oxidagdo com azul de metileno e rosa de bengala pode
promover reagdes com os grupos funcionais sulfidrila, fenol, imidazol, indol, metiomla e
pontes dissulfeto. Dessa forma, sugere-s¢ que alguns destes grupos presentes na parede
celular de L. fermentum, podem estar envolvidos no processo de floculagio,

TABELA 2. Efeito na floculagio, do tratamento de foto-irradiagio de células de
L. fermentum e de Sacch. cerevisiae com azul de metileno (em temperatura
ambiente por 15 min, pH 7,0). As células foram mantidas sob agitago ¢

irradiadas com projetor de slide a 10 cm de disténcia.

MODIFICADOR QUIMICO IRRADIACAO L. Sacch.
fermentum cerevisiae
controle (+) - 0,07 (0,07
controle (-} - 0,88 1,50
0,01% azul de metileno + 8 M uréia + 1,60 0,20
0,01% azul de metileno + 8 M uréia - 0,11 0,18
0,01% azul de metileno + 1,13 0,18
0,01% azul de metileno - 0.44 0,21

controle (+) realizado em auséneia do reagente testado.
controle {-) realizado em auséncia do reagente testado ¢ acrescido de agua destilada, em
substituigio da solucio de CaCly 3 X 102 M-
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TABELA 3, Efeito na floculagio, do tratamento de foto-irradiagio de células de
L. fermentum e de Sacch. cerevisiae com rosa de bengala (em temperatura
ambiente por 15 min, pH 7,0). As células foram mantidas sob agitagio e
irradiadas com projetor de slide a 10 cm de disténcia.

MODIFICADOR QUIMICO IRRADIACAO L Sacch,
fermentum cerevisiae
controle (+) - 0,07 0,06
controle (-) - 0,88 1,35
0,01% rosa de bengala + 8 M uréia + 1,52 0,06
0,01% rosa de bengala + 8 M uréia - 0,06 011
0,01% rosa de bengala + 1,46 0,05
0,01% rosa de bengala - 0,08 0,05

cortrole (+) realizado em auséncia do reagente testado,
controle (-) realizado em auséncia do reagente testado e acrescido de dgua destilada, em
substituicdo da solugdo de CaCly 5 X 102 M-

5.4.2. EFEITO DA ACILACAQ DE CELULAS

Verificou-se que células de L. fermentum quando tratadas com o0s reagentes
acilantes anidrido acético (TABELA 4), anidrido maléico (TABELA 5) ¢ N-acetilimidazol
{TABELA 6), apresentaram inibigio de sua capacidade de flocular células de Sacch,
cerevisiae. Por outro lado, estes mesmos tratamentos quando realizados em células de
Sacch. cerevisiae, nio acarretaram alteragdes no processo de floculagio,

Esses reagentes acilantes podem atuar sobre os grupos funcionais amina, sulfidrila,
fenol & imidazol. De acordo com os resultados obtidos em células de L. fermentum, sugere-
se a participagdo direta ou indireta no processo de floculagdo, de pelo menos algum desses

Srupos.
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TABELA 4. Efeito na floculaglio, do tratamento de células L. fermentum e de Sacch.
cerevisiae com anidrido acético (temperatura ambiente por 30 min, pH 6,0},

MODIFICADOR QUIMICO L. fermentum Sacch. cerevisine
controle (+) 0,10 0,09
controle () . 1,28 1,55
0,4 M anidrido acético + 8 M uréia 1,66 0,10
0,4 M anidrido acético 1,60 0,16
2M dioxano 0,10 0,21
8 M uréia 0,04 0,12

controle (+) realizado em auséncia do reagente testado.
controle () realizado em auséneia do reagente testado e acrescido de agua destilada,

em substituicdio da solugio de CaCly 5 X 104 M-

TABELA 5. Efeito na floculagio, do tratamento de células de L. fermentum ¢ de Sacch.
cerevisice com anidrido maléico (temperatura ambiente por 30 min, pH 7,5).

MODIFICADOR QUIMICG L. fermentum _ Sacch. cerevisiae
controle {+) 0,04 0,06
controle {-) 1,40 1,37
0.4 M anidrido maléico + 8 M uréia 1,56 0,23
0,4 M anidrido maléico 1,86 0,16
2 M dioxano 0,21 (3,28
8 M uréia 0,05 0,10

controle {(+) realizado em auséncia do reagente testado.
controle (-) realizado em auséncia do reagente testado e acrescido de agua destilada,

em substituicdo da solugiio de Calll 5 X 10-2 M-
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TABELA 6. Efeito na floculagio, do tratamento de células de L. fermentum e de Sacch.
cerevisiae com N-acetilimidazol (30°C por 2k, pH 7,5).

MODIFICADOR QUIMICO L. fermentum Sacch. cerevisiae
controle {(+) 0,08 0,06
controle {-) . 1,70 1,45
0,2 M N-acetilimidazol + 8 M uréia 1,70 0,08
0,2 M N-acetilimidazol 1,65 0,06
8 M uréia 0,14 0,06

controle (+) realizado em auséncia do reagente testado.
controle () realizado em auséncia do reagente testado e acrescido de agua destilada,
em substitui¢io da solugiio de CaCly 5 X 102 M-

5.4.3, EFEITO DA DESAMINACAQ DE CELULAS

Células de L. fermentum foram desaminadas ao serem tratadas com éacido nitroso, o
que resultou em uma inibig&o de sua capacidade floculante. A levedura Sacch. cerevisiae,
por sua vez, ao ser submetida a0 mesmo tratamento, nlo apresentou alteragfes quanto a

sua capacidade de ser floculada por L. fermentum (TABELA 7).

O 4cido nitroso pode atuar sobre os grupos funcionais amina, sulfidrila, fenol ¢
ponte dissulfeto. Dessa forma, pode-se considerar que, alguns desses grupos, presentes na
parede celular de L. fermentum, podem participar do processo de floculagéo.
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TABELA 7. Efeito na floculagio, do tratamento de células de L. fermentum e de Sacch,
cerevisiae com acido nitroso (0°C por 30 min).

MODIFICADOR QUIMICO L. fermentum  Sacch. cerevisiae
controle (+} 0,10 0,09
controle («) : 1,28 1,55

2M NaNQO; +2M CH3COOH +8 M uréia 1,50 0

2 M NaNOs +2M CH3COOH 1,55 0,11

2 M NaNO» 0,12 0,05

2M CH3COO0H 0,25 0,08

8 M uréia 0,12 Q.10

controle (+) realizado em auséncia do reagente testado.
controle (-) realizado em auséncia do reagente testado e acrescido de agua destilada, em

substituico da solugdo de CaCly 3 X 10-2 M-

5.4.4. EFEITO DA IODINIZACAO DE CELULAS

O tratamento de células de L. fermentum com iodo ocasionou a inibi¢io da
capacidade floculante da bactéria, mas nfio afetou as células de Sacch.  cerevisiae
(TABELA 8). O iodo ¢ um reagenie que pode atuar sobre grupos sulfidrila, fenol e
imidazol. Pode-se considerar com os resultados obtidos em células de L. fermentum, que
pelo menos algum grupo dentre os citados pode estar envolvido direta ou indiretamente no

processo de floculagio.
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TABELA 8. Efeito na floculagio, do tratamento de células de L. fermentum ¢ de Sacch,
cerevisiae com iodo (0°C por 3 b, pH 7,5).

MODIFICADOR QUIMICO L. fermentum Sacch. cerevisiae
controle (+) 0,06 0,06
controle {-) 1,60 1,45
0,05M Ip+0,24M KI+7,5M uréia 1,71 0,06
0,05M In+ 0,24 M KI 1,65 0,04
24 M KlI 0,05 0,06
7.5M uréia 0,11 0,09

controle (+) realizado em auséncia do reagente testado,
controle {-) realizado em auséncia do reagente testado ¢ acrescido de agua destilada, em

substitui¢io da solug@io de CaCly 5 X 102 M-

5.4.5. EFEITO DA OXIDO-REDUCAO DE CELULAS

Observou-se que células de L. fermentum tratadas com o reagente Oxido-redutor
acido performico (TABELA 9) tiveram sua capacidade floculante alterada. Por outro lado,
os modificadores sulfito de sodio (TABELA 10) e mercaptoetanol (TABELA 11), tanto em
presenga como em auséncia de uréia, ndo influenciaram o processo. As células de Saech.
cerevisiae, por sua vez, guando tratadas com estes reagentes Oxido-redutores, em presenga
ou em auséncia de uréia, niio apresentaram alteragdes quanto a sua capacidade de serem
floculadas por L. fermentum.

O sulfito de sédio pode reagir com os grupos sulfidrila e com pontes de dissulfeto; o
mercaptoetanol pode atuar apenas sobre as pontes dissulfeto; ¢ o 4cido performice pode
agir sobre os grupos sulfidrila, metionila, indol ¢ pontes dissulfeto. Esses resultados indicam
que as pontes dissulfeto presentes na parede celular de L. fermenium, ndo devem participar
do processo de floculagio, uma vez que a dxido-redugdo com o reagente mercaptoetanol, o
qual possui especificidade por estes grupos, ndo alterou a capacidade floculante da bacteria;
os grupos sulfidrila, por sua vez, também niio parecem se envolver no processo, pois ndo
houve reacio devido o tratamento com sulfito de sodio, Dessa forma, a inibigio da
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floculagio apbs o tratamento das células de bactéria por acido performico, pode ser
atribuida a reacio ocorrida sobre 0s grupos funcionais metionila ou indol.

TABELA 9. Efeito na floculacdio, do tratamento de células de L. fermentum e de Sacch,
cerevisiae com acido performico (4°C por 1 h},

MODIFICADOR QUIMICO L. fermentum Sacch. cerevisige
controle (+) 0,08 0,09
controle (-) 1,75 1,45
10% acido performico + 8 M uréia 0,93 0,13
10% acido performico 1,58 0,09
8 M uréia 0,12 0,13

controle (+) realizado em auséncia do reagente testado.
controle {-) realizado em auséncia do reagente testado e acrescido de 4gua destilada,
em substituigio da solugiio de CaCly 5 X 1072 M-

TABELA 10. Efeito na floculagiio, do tratamento de ¢élulas de L. fermentum ¢ de Sacch,
cerevisiae com sulfito de sédio (30°C por 2 h, pH 7,5),

MODIFICADOR QUIMICO L. fermentum Sacch. cerevisiae
controle (+) 0,08 0,10
controle {-) 0,88 1,47
0,14 M NapySO3 +8 M uréia 0,11 0,09
0,14 M NaySO0;3 0,05 0,11
8 M uréia 0,12 0,10

controle (+) realizado em auséncia do reagente testado.
controle (-) realizado em auséncia do reagente testado e acrescido de dgua destilada,
em substituicdo da solugio de CaCly 5 X 102 M-
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TABELA 11. Efeito na floculagdo, do tratamento de células de L. fermentum ¢ de Sacch,
cerevisiae com mercaptoetanol (30°C por 2 h, pH 7,5).

MODIFICADOR QUIMICO L. fermentum Sacch. cerevisiae
conirole (+) - 0,05 0,05
controle {-) _ 1,50 1,50
0,1 M mercaptoetanol + 8 M uréia 0,13 0,09
0,1 M mercaptoetanol 0,05 0,05
8 M uréia 0,13 0,08

controle (+) realizado em auséncia do reagente testado.
controle (-) realizado em auséncia do reagente testado e acrescido de dgua destilada, em
substituigio da solugdo de CaCly 5 X 102 M.

5.4.6. EFEITO DA ALQUILACAO DE CELULAS

Verificou-se que as células de L. fermentum e Sacch. cerevisiae apbs serem
submetidas a tratamento com iodoacetamida, em presenga ou em auséncia de uréia, niic

sofreram alteragfes em relagio a floculagio (TABELA 12).

A iodoacetamida ¢ um reagente alquilante, que pode atuar sobre 0s seguintes grupos
funcionais de aminoacidos: amina, sulfidrila, imidazol e metionila. Sendo assim, embora
estes grupos podem ter reagido ao serem tratados com este modificador quimico, nio ha
evidéncias de que estes participem, a0 menos diretamente, do processo de floculagiio.
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TABELA 12. Efeito na floculacdo, do tratamento de células de L. fermentum e de Sacch.
cerevisiae com iodoacetamida (30°C por 2 b, pH 7,5).

MODIFICADOR QUIMICO L. fermentum Sacch. cerevisige
controle {+) 0,04 0,06
controle {-) 1,50 1,50
0,3 M iodoacetamida + 8 M uréia 0,06 0,09
0,3 M iodoacetamida 0,09 0,05
8 M uréia 0,05 0,09

controle (+) realizado em auséncia do reagente testado.
controle (-) realizado em auséncia do reagente testado e acrescido de agua destilada,
em substituigdo da solugio de CaCly 5 X 102 M-

Os experimentos com modificadores quimicos de proteinas mostraram que 3
presenga de uréia 8 M niio influenciou a reagdo de floculagdo. Isto sugere gue 08 grupos
reativos dos aminoacidos da parede celular, que podem estar envolvidos na floculagdo, se

apresentavam acessiveis a agdo dos modificadores quimicos.

Observou-se que células de L. fermentum apresentaram altas porcentagens de
desfloculagio ao serem submetidas aos seguintes tratamentos (TABELA 13): oxidagdo com
4cido performico  (inibigdo de 90,1%); desaminagdo com dcido nitroso (inibigio de
123,0%); acilagio com anidrido maléico (inibi¢io de 134,1%), anidrido acético (inibigdo de
114,9%) e N-acetilimidazol (inibigio de 96,9%); iodinizagio com iodo (inibigic de
103,2%); e foto-oxidagio com azul de metileno (inibigio de 130,9%) ¢ com rosa de bengala
(inibicio de 171,6%). Por outro lado, o tratamento de L. fermentum, com o reagente
alquilante iodoacetamida, e 0s oxidantes mercaptoetanol ¢ sulfito de sddio, ndo interferiram
na capacidade floculante da bactéria. Em nenhum dos tratamentos com modificadores
quimicos de proteinas realizados em células de Sacch. cerevisiae, verificou-se a
interferéncia destes na capacidade da levedura de ser floculada por L. fermentum.
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TABELA 13. Porcentagem de inibigio obtida por tratamento de Sacch cerevisioe ¢

L. fermentum com modificadores quimicos de proteinas.

MODIFICADOR % INIBICAO
QU’i’Ml’C{} L. fermentum Sacch. cerevisiae
Iodoacetamida 3,42 0.5
Sulfito de Sodio 4,1 0,7
Mercaptoetanol 0 0,5
Acido Nitroso 1230 1,4
Anidrido Acético 114,9 4.6
Anidrido Maléico 134,1 7.6
N-Acetilimidazol 96.9 {
lodo §G3,2 ~1,1
Azul de Metileno 130.9 8.0
Rosa de Bengala 171,6 -0.8
Acido Performico 90,1 0.2

Cada um dos grupos funcionais presentes nas cadeias laterais de determinados
aminodcidos, da parede celular dos microrganismos submetidos aos tratamentos de
modificagio quimica de proteinas, apresentam reatividade por alguns dos reagentes testados
(TABELA 14). Assim sendo, os resultados obtidos, sugerem que os grupos funcionais indol
e fenol, presentes, respectivamente, nos aminoacidos triptofano ¢ tirosina, da parede celular
de L. fermentum, possivelmente participam, direta ou indiretamente do processo de
floculagio. No entanto, em relagio azos grupos amina, sulfidrila, imidazol, metionila €
pontes dissulfeto, presentes respectivamente nos aminoacidos lisina ¢ em aminas terminais,
cisteina, histidina, metionina, e cistina nfio se pOde concluir a respeito de seus
envolvimentos na floculagio, pois ndo se verificou uma uniformidade de resuitados apos as
células serem submetidas aos tratamentos. Isto indica que, embora os modificadores
mercaptoetanol, sulfito de sédio e iodoacetamida, podem ter reagido com 0§ grupos
funcionais presentes na parede celular da bacténa, estes grupos nio parecem estar

envolvidos no processo de floculagio,
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A literatura nos mostra (NISHIHARA ez alii, 1977}, que em leveduras floculentas
ocorre a participagio de um maior nimero de grupos funcionais de amincécidos presentes
na parede, assim sendo, células de levedura floculante Sacch. cerevisiae, tiveram a sua
capacidade de flocular inibida ao serem submetidas as reagdes de foto-oxidagdo com azul de
metileno e rosa de bengala; desaminaglo com é&cido nitroso; iodinagdo com iodo; acilago
com anidrido acético e anidrido maléico; e redugio com mercaptoetanol. Isto indica que os
grupos imidazol, amina, fenol e pontes dissulfeto, so importantes na capacidade floculante
da levedura. Nesse mesmo trabatho, foi verificado também, que os modificadores quimices
N-acetilimidazol, azul de metileno e iodo, necessitam da presenca de uréia 8 M para
reagirem com os grupos funcionais dos aminoécidos, sugerindo que esses grupos ndo se
encontram acessiveis aos modificadores de proteinas na auséncia do desnaturante.
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TABELA 14 - Efeito da modificagdo quimica de aminodcidos

na floculaciio.

de L. fermentum

GRUPO
FUNCIONAL

AMINOACIDO

REAGENTE

REACAQ

Amina

Sulfidrila

Indol

Fenol

Imidazol

Pissuifeto

Metionila

Lisina
Amina terminal

Cisteina

Triptolano

Tirosina

Histidina

Cistina

Metionina

Acido Nitroso
Anidrido Acético
Anidrido Maléico

Iodoacetamida
N-Acetilimidazol

Acido Nitroso
Acido Perférmico
Anidrido Apético
Anidride Maléico
Azul de Metileno

Indo
lodoacetamida
N-Acetilimidazol
Rosa de Bengala
Sulfito de Sodio

Acido Perférmico
Azul de Metileno
Rosa de Bengala

Acido Nitroso
Anidrido Acético
Anidrido Maldico
Azul de Metileno

lodo
N-Acetibmidazol
Rosa de Bengala

Anidrido Agético
Anidrido Maléico
Azul de Metileno
lodo
Todoacetamida
N-Acetilimidazol
Rosa de Bengala

Acido Nitroso
Acido Performico
Azul de Metilenp

Mecaptoetanol
Rosa de Bengala

Sulfito de Sédio

Acido Perférmico

Azul de Metileno

Rosa de Bengala
Todoacetamida

414+ 4

+ 4+ 4+

[ S ]

+ 4+ +

4+ o+ 4+ 4+

R

+ + +

+ ¥

+ + +

+ {reagenic inibitorio)

- {reagente ndo inthitdrio)
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5.5. TRATAMENTO DE MODIFICACAO QUIMICA DE CARBOIDRATOS.

Verificou-se a participagio de carboidratos da parede celular de Secch. cerevisiae ¢
de L. fermentum no processo de floculagio (TABELA 15). Células de Sacch. cerevisiae
submetidas a tratamento com periodato de sddio 0,01 M ¢ 0,02 M apresentaram uma
inibigio em sua capacidade de serem floculadas por células de L. fermentum nio tratadas
(inibicio de 100,0% e 105,1%). Isto sugere que os carboidratos da parede celular da
levedura sdio essenciais para a interaglio com a bactéria, resultando na floculaggo

Verificou-se que as células de L. fermentum tratadas com periodato de sodio
0,02 M ¢ entiio, submetidas a teste de floculagio com células ndo tratadas de Sacch.
cerevisige apresentaram urma inibigio em sua capacidade de floculante (inibigdo de
63,8%). Por outro lado, diminuindo-se a concentragio do periodato de sodio para 0,01 M
observou-se a ndo ocorréncia de alteragBes na floculagio. Este fato indica que o fator
responsavel pela capacidade floculante da bactéria ndo deve ser formado por carboidratos,
sendo que, a ocorréncia de inibigdo apds o tratamento com periodato de sodic em
concentracio mais elevada (0,02 M), pode ser atribuida a presenga de uma proteina
sensivel. No entanto, resta ainda a possibilidade desse fator ser constituido por uma
glicoproteina, na qual a parte glicidica é importante para a manutencao da lectina em sua
conformagdo ativa. Porém, para se assegurar de que o periodato de sodio nio atua sobre
proteinas, realizou-se teste de oxidaglo com este reagente sobre a lectina con A, utilizando-
se a concentragdo de 320 mg/l, a qual foi considerada adequada para a agregagio da
levedura Sacch. cerevisiae (item 5.3.1.), Constatou-se que a con A ndo apresentou
inibicio de sua atividade agregante apds ser submetida ac tratamento com periodato de
sédio, o que foi observado apds leitura do sobrenadante do teste de floculagio (absorbéncia

igual a 0,12).
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TABELA 15. Efeito na floculagio do tratamento de células de L. fermentum e de Sacch.
cerevisiae com periedato de sodio (20°C por 30 min, no £scuro).

MODIFICAPOR QUIMICO L. fermentum Sacch. cerevisiae
controle(+) 0,12 0,12
controle {-) : 1,50 1,50
0,01 M NalQy4 0,20 1,50
0,02 M NalQy4 1,0 1,57
% InibigEo (0,01 M NalOy) 5,8 100,0
% Inibigdio (0,02 M NalOy) 63,8 105,1

controle (+) realizado em auséncia do reagente testado.
controle (-} realizado em auséncia do reagente testado e acrescido de agua destilada,
em substitui¢io da solugiio de CaClp 5 X 1072 M.

5.6, CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, sugere-se que a floculagio de
Sacch, cerevisiae causada por L. fermentum envolva um mecanismo intercelular a nivel da
parede celular desses microrganismos. Este processo deve envolver componentes proteicos
da superficie celular da bactéria, mais especificamente, 08 grupos funcionais fenol e indol, e
carboidratos da parede celular da levedura.. Os fons divalentes ¢ monovalentes, por sua vez,
também atuam direta ou indiretamente neste sistema. Desta forma, embora o sistema de
floculagdo de Sacch. cerevisiae causado por L. fermentum aqui estudado, tenha sido
classificado de acordo com o modelo simbidtico (STRATFORD, 1992b), este pode ser
enquadrado no modelo das lectinas, devido ao envolvimento de um componente proteico da
parede celular do microrganismo floculante, o qual possui caracteristicas de uma lectina e
apresenta afinidade por sitios receptores constituidos por carboidratos; sendo que, a
presenga de ions se mostrou importante para a manutencio deste processo,
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6. CONCLUSOES

1. As concentragBes de células de L. fermentum e de Sacch. cerevisiae, que resultaram na
condigio de maxima floculagio, compreendem valores para o L. fermentum de 0,16 g
{massa seca), ¢ para o Sacch. cerevisiae de 3,39 g/l (massa seca).

2, Verificou-se que os fons Ba'2 Ca'?, Sr*?, Mg'2, K*, Na¥, em concentragdo
de 8 X 1004 M, promoveram a floculagio. Observou-se que 0s ions divalentes
apresentaram efeitos promotores mais intensos que os monovalentes, enquanto que, oS
fons trivalerites, praticamente ndo apresentaram efeitos promotores da floculagao.

3. Verificou-se que a concentragio minima de.on calcio requerida para promover a
floculagio maxima de Sacch. cerevisiae por L. fermentum, compreende valores iguais
ou maiores a 2 X 10-4 M.

4. Os ions sodio em concentragio de 4,0 M em presenga de célcio 8 X 10-4 M causaram
efeito sinergistico na inibiggo da floculagio de Sacch. cerevisiae por L. fermentum,
enguanto que, os fons magnésio em concentragles entre 08 e 40 M causaram
progressiva inibigio da floculaglio, independentemente da presenga de caicio.

S, Verificou-se a presenca de sitios receptores para a lectina concanavalina A na superficie
celular de Sacch. cerevisiae e de L. fermentum, sendo que, para a ocorréncia da
agregacio de cada célula de levedura foram necessérias 4,04 X 108 moléculas de
concanavalina A, enquanto que, para a agregagio de cada célula de bactéria foram
necessarias 1,46 X 106 moléculas de concanavalina A.
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6. Componentes proteicos da parede celular de L, fermentum devem participar do processo
de floculagio, uma vez que, modificadores quimicos que reagem com 05 grupos
funcionais fenol e indo! da cadeia lateral de aminoécidos inibiram a capacidade floculante
da bactéria, sugerindo a participagdo direta ou indireta destes grupamentos no processo

de floculagdo.

7 Células de Sacch. cerevisige tratadas com modificadores quimicos de proteinas ndo
apresentaram alteragdes quanto a capacidade destas de serem floculadas  por
L. fermentum, sugerindo que o fator presente na parede celular da levedura, responsavel

por seu envolvimento na floculagio, ndio € de origem proteica.

8. A presenga de uréia 8 M, em reagdes de modificagdes quimicas, ndo tornou oS grupos
funcionais de aminoacidos mais acessiveis a agio de modificadores quimicos de proteinas.

9 Células de Sacch. cerevisine submetidas a tratamento com periodato de sOdio, em
concentragdes de 0,01 M e 0,02 M, apresentaram inibigio em sua capacidade de ser
floculada pela bactéria, o que indica que os carboidratos sdo essenciais no processo de

floculacio.

10. Verificou-se que o tratamento de L. fermentum com periodato de sodio 0,01 M ndo
alterou sua capacidade floculante; aumentando-se a concentracdo do reagente para
0,02 M observou-se a ccorréncia de inibiglo da floculacdo. Este fato indica que o fator
responsavel pela capacidade floculante da bactéria ndo deve ser constituido por
carboidratos, sendo que, a ocorréncia de inibigio apos o tratamento com periodato de
sodio na concentragio mais elevada, pode ser atribuida & presenga de uma proteina
sensivel a este tratamento. No entanto, existe ainda a possibilidade desse fator ser
constituido por uma glicoproteina, na qual a parte glicidica desempenha um papel
importante para a manutengdo da lectina em sua conformagao ativa.
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