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RESUMO

Os microrganismos contaminantes das dornas de fermentagdo alcoolica causam grandes
prejuizos econdmicos a industria do alcool. Entre estes contaminantes, sabe-se que o Lactobacillus
Jfermentum provoca a floculagdo de leveduras Saccharomyces cerevisiae, diminuindo o contato
destas com o substrato e reduzindo o rendimento, além do aumentar o tempo de fermentagdo. A
capacidade de flocular leveduras nao € encontrada em todas as linhagens de L. fermentum, e quando
presente pode ser perdida apos seguidos subcultivos. Este trabalho procurou estudar o fator
responsavel pela capacidade de floculagdo através da caracterizagdo genética, fisiologica e molecular
de linhagens e isolados de L. fermentum FTPT 1405, 1405 NF1, 1405 NFIM, FTPT 1407, 1407 P2 e
1407 F3, floculadoras e ndo-floculadoras de leveduras. Foi observada grande instabilidade do fator na
populagdo de L. fermentum FTPT 1405, na proporgdo 598:1 coldnias floculadoras:colonias ndo-
floculadoras. Utilizando os métodos de extragdo de DNA plasmidial descritos por ANDERSON &
MCcKAY (1983) e PORTNOY (1981) ndo foi possivel a detecgdo de plasmidios. As culturas
floculadoras e nao-floculadoras assimilaram os mesmos agucares (galactose, trealose, frutose
rafinose, maltose , manose e ribose), foram catalase e benzidina negativas, produtoras de gas com
crescimento positivo a 45°C e negativo a 15°C. A caracterizagdo molecular realizada através de
perfis de acidos graxos e proteinas nao apresentou diferengas marcantes entre as culturas floculadoras
e nao-floculadoras. A dificuldade de lise dos lactobacilos foi superada utilizando-se 10 mg/ml de
lisozima a 37°C por 1h para posterior extragio de DNA plasmidial e 5 mg/ml de lisozima a 37°C por
uma noite para extragdo de proteinas. Nao se observou remog¢do de proteinas superficiais em
tratamentos com intensa agitagdo ou temperatura, indicando que tais proteinas devem estar

intrinsecamente ligadas a parede bacteriana.



SUMMARY

The microbial contaminants of fermentation vats are responsible for considerable
economical loss in fuel alcohol industry. Among these contaminants, Lactobacillus fermentum
1s known to cause flocculation of yeasts cells with reduction on yield and productivity of
fermentation process. The flocculation ability is found only in some strains of L. fermentum,
and it may be lost by consecutive subculture.

This work is carried out to investigate the factor responsible of flocculation ability by
genetical, molecular and physiological characterization of flocculating and non-flocculating
strains of L. fermentum. It was observed that flocculating ability was quite instable but the
plasmids were not detected by methods of Anderson and Mckay (1983) or Portnoy (1981). No
difference in biochemical and physiological properties was found between flocculant and non-
flocculant strains of L. fermentum. Also there was no detectable difference in fatty acids and
protein composition between these strains. Surface protein could not be removed by vigorous
shaking or temperature treatment indicating that it is firmly bound to cell envelope.



1. INTRODUCAO

A industria do alcool tem sofrido perdas econdmicas significativas devido & contaminagio
bacteriana das dornas de fermentagdo. Estes microrganismos causam prejuizos por varios motivos,
sendo os mais importantes: 1. a degradagdo da sacarose com formagdo de acidos orgéinicos como os
acidos lactico e acético; 2. a floculag@o, onde as células de levedura aglomeram-se formando flocos
que dificultam o contato com o substrato, reduzindo o rendimento e aumentando o tempo de

fermentag@o; e 3. a inibigdo da atividade da levedura pelo efeito dos contaminantes.

A industria brasileira de alcool utiliza principalmente o processo de Melle-Boinot, no qual se
reutilizam as mesmas leveduras em seguidos ciclos fermentativos. Podemos constatar que o problema
da floculagdo de leveduras por contaminantes microbianns € intensificado, ja que este processo
provoca o acumulo dos agentes de floculag@o e consequente dificuldade de separagdo da levedura na

etapa de centrifugacgao.

Dentre os contaminantes das dornas de fermentagdo, as bactérias lacticas sdo de grande
importancia, sendo que o género Lactobacillus representa 60 % das espécies bacterianas encontradas
neste meio, com o predominio de Lactobacillus fermentum (GALLO, 1990).

Algumas linhagens de Lactobacillus fermentum tem a caracteristica de provocar floculagdo
numa suspensio de células de levedura, sendo que a proporgdo em que ocorre a floculagdo maxima ¢
de 5 células da bactéria para 1 de levedura (YOKOYA & OLIVA-NETO, 1991). Esta caracteristica
ndo esta presente em todas as linhagens de L. fermentum, e quando presente pode ser perdida apos
sucessivas geragdes (SANTOS, 1991).

Este trabalho tem por objetivo a avaliagio da estabilidade do fator responsavel pela
capacidade de flocular leveduras Saccharomyces cerevisiae;, em linhagens de Lactobacillus
Jfermentum, através de estudos genéticos visando a localizagdo do gene que codifica este fator ; a
caracterizagdo fisiologica procurando comparar o perfil bioquimico de colonias floculadoras e nao-
floculadoras de leveduras S. cerevisiae e a caracterizagdo molecular dos acidos graxos e proteinas

das mesmas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Contaminacio da fermentagio alcodlica e Floculacio

Entre as primeiras informagGes a respeito de contaminantes da fermentagio alcoolica temos o
trabalho de DEJONGUE (1989), citado por SERRA (1977),onde descreve como fermentagdes

acidentais a acética, lactica e butirica.

A primeira publicagdo sobre este assunto feita no Brasil parece ser de NEVES (1938),
citando a contaminag@o do caldo de cana e do melago por outras fermentagdes, entre elas a lactica.
Nela é dada énfase a varias espécies de Bacillus sp (bastonetes isolados, reunidos 2 a 2 ou em
cadeias), e Streptococcus sp (coco em cadeia). Como principais caracteristicas desta fermentagio

citou acidez crescente do mosto e a diminui¢do da liberagdo de gas carbonico.

GALLI (1961) afirmou que a fermentagdo lactica é produzida por um grande numero de
bactérias, sendo a maioria pertencente a familia Lactobacilaceae. A fermentagdo lactica se desenvolve
em mosto ligeiramente acido, proximo a neutralidade, sendo a acidez excessiva desfavoravel ao seu
desenvolvimento. Geralmente ocorre a temperaturas relativamente elevadas, por exemplo, o
Streptococcus lactis e o Lactobacillus casei a 30 - 35°C; o L. delbruckii e o L. bulgaricus a 40 -

45°C ou mais.

As condigdes de pH e temperatura de cada etapa da fermentagdo alcoolica irdo selecionar o
desenvolvimento particular de cada espécie de microrganismo. Nos caldos das moendas, devido ao
pH baixo, hd crescimento de microrgansimos aciddfilos como Leuconostoc e Lactobacillus
(TILBURY, 1975). Com esta contaminagdo temos como maior prejuizo a degradagdo da sacarose e
a formagdo dos acidos lactico e acético, pois ha perda do agucar disponivel e "intoxicagdo" das

leveduras pelos metabdlitos formados.

No trabalho de SERRA et alii (1976), conduzido numa usina do Estado de Sao Paulo,
destacou-se que a principal caracteristica da contaminagio da fermentagdo alcodlica é a formagéo de
pequenos flocos compostos por células de levedura e bactéria, cuja formagdo ocorre no mosto em
fermentag@o. No fermento separado pelas centrifugas, é mais acentuado e visivel este fendmeno. A
adi¢do de acido sulfurico (durante o tratamento do fermento) provoca a separagdo das células
aglomeradas, desfazendo os flocos e liberando a bactéria infectante, a qual ndo ¢ destruida, mesmo a

pH 1,9 - 2,0. Antes da adig¢@o de acido detectou-se varias espécies de Bacillus sp no fermento, mas



apenas uma, relatada como Sporolactobacillus sp resistiu ao tratamento, sendo apontada como
agente causal. Sugere-se que a floculagdo de leveduras ocorra devido a presenga de uma capa
protéica nas bactérias, de natureza gelatinosa, fixando mecanicamente as células de leveduras. Com
isto se observa um aumento no tempo de fermentagdo pela diminuigdo da superficie util da levedura,

acarretando uma queda de aproximadamente 15% no rendimento.

AMORIM e OLIVEIRA (1982) citaram também o efeito deste tipo de contaminagdo e
ressaltam a necessidade de controle microbiologico para aumentar o rendimento final da produgdo de
alcool e ALTERTUM et alli (1984) constaram que o rendimento alcodlico de uma fermentagdo pode
ter uma redugio de 20 a 98% do rendimento teodrico, quando em presenga de concentragdes maiores

que 10 8 células de bactéria/ ml.

GALLO (1990) fez um levantamento dos microrganismos na industria alcooleira de Sado
Paulo, indicando que cerca de 65% das espécies bacterianas isoladas das dornas de fermentagiao eram
do género Lactobacillus, enquanto KAJI (1989) cita que a presenga de Lactobacillus deve ser de
maior significado nas dornas, uma vez que os Leuconostoc ndo sobreviveram por um periodo muito

longo nas condi¢Ges normais da fermentagdo alcodlica.

O fendmeno da floculagio de leveduras pode ser devido (1) & presenga de linhagens
floculentas de leveduras, as quais no término da fase exponencial ou estacionaria de seu crescimento
(MILL, 1964) se agregam para formar flocos que sedimentam (BEAVAN et alii, 1979,
STRATFORD & KEENAN, 1988; STRATFORD ef alii, 1988) ou pela (2) presenga de bactérias
contaminantes (SERRA et alii, 1976; YOKOYA & OLIVA-NETO, 1991).

2.1.1. Leveduras floculentas

Em alguns tipos de fermentagdes, como nas cervejarias e vinicolas, a floculagio é desejavel
pois facilita a separag@o das leveduras do mosto num estagio desejado (CALLEJA, 1987), enquanto
€ indesejavel na produgdo de destilados, onde as células de leveduras devem estar em suspensio até o
esgotamento total dos agucares do mosto (ROSE, 1980). No primeiro caso, a floculagdo também é
vantajosa pois evita perda de células durante as lavagens nos processos em batelada e aumenta a
produtividade (ESSER & KUES, 1983).

Existem diversos modelos que procuram explicar como ocorre a floculagdo. CALLEJA
(1987) descreve a agregagdo sexual das leveduras por componentes complementares nas superficies

celulares, podendo ocorrer como mecanismo de sobrevivéncia a condigdes adversas. O modelo



sugerido por JOHNSON ez alii (1988) de interagdo proteina-proteina dos agregados sexuais, difere
do modelo proteina-carboidrato sugerido como ndo sexual, onde haveria a participagdo de lectinas e
agucares, com interferéncia de ions, agentes quelantes e agucares dispersos (STRATFORD &
ASSINDER, 1991).

O fendmeno da floculagdo € determinado por fatores genéticos, fisiologicos e ambientais.

O modelo de floculagdo descrito por MILL (1964), baseia-se em principios fisico-quimicos,
onde ions calcio formariam pontes entre sitios receptores da superficie de duas células. Estas liga¢des

seriam estabilizadas por pontes de hidrogénio entre carboidratos da parede das células envolvidas.

A influéncia ambiental na floculagdo tem sido amplamente estudada. As leveduras sdo capazes
de flocular somente na presenga de ions metalicos, particularmente cations bivalentes, apresentando
uma especificidade por célcio (CALLEJA, 1987, STRATFORD, 1989b). Estes ions atuam como
cofatores na capacidade ligante da proteina e estabilizam a sua ligagdo com os carboidratos
(mananas) das células adjacentes (MIKI ef alii, 1982). A proteina apresenta caracteristicas de lectina,
pois ambas possuem especificidade por ions metalicos que possibilitam a ligagdo com o agucar, como
no caso da concanavalina A (LIS & SHARON, 1986).

Na revisdao de LEWIS er al. (1976) sdo citados trés genes poliméricos responsaveis pela
floculagdo em Saccharomyces cerevisiae, o FLO 1, FLO 2 e flo 3, n3o observando diferenga na
caracteristica quando FLO 1 e FLO 2 estavam presentes em homozigose ou heterozigose. A
instabilidade destes trés genes parece extremamente alta, sendo a taxa de mutagdo bem maior que a
taxa de mutagdo reversa. Contudo, a maioria das leveduras industrais apresenta uma taxa de mutago
de ambos os trés alelos dominantes de no maximo 10 -8 cels/ gera¢do e o acimulo de células ndo-

floculentas seria evitado pela continua selegdo a favor das células floculentas.

Atualmente sabe-se que a floculagdo ¢ determinada por genes dominantes FLO 1, FLO 2,
FLO 4, alelos formando o locus FLO 1 (RUSSELL et alii, 1980), FLO 5 (VEZINHET et alii, 1991),
FLO 8 (YAMASHITA & FUKUI, 1983) e tup 1 (LIPKE & HULL-PILLSBURY, 1984).

.....

STRATFORD (1989b) a dividir a espécie em dois grupos fenotipicos: (1) Flo 1, as quais possuiam os
genes FLO 1, FLO 2, FLO 5, FLO 8 e tup 1, sendo parcialmente inibidas por manose e (2) Newflo,

completamente inibidas por manose, maltose, glicose e sacarose.



A agitagdo € imprescindivel para a floculagdo, pois esta depende do contato celular que
ocorre durante os choques, vencendo a repulsio eletrostatica entre as mesmas (STRATFORD,
1989a).

A participagao de proteinas na floculagdo tem sido verificada através do tratamento com
agentes desnaturantes e proteases, como papaina, tripsina, quimotripsina e pepsina, causando perda
total ou parcial da floculagdo (NISHIHARA et alii, 1982). Outras enzimas como lipases e lisozima
ndo apresentaram tal efeito. Outras verificagdes foram feitas por tratamentos com modificadores
quimicos (NISHIHARA et alii, 1977), assim como a avaliagdo de diferengas no perfil eletroforético
de proteinas do extrato de células floculentas e ndo-floculentas (BEAVAN et alii, 1979).

2.1.2. Floculac¢ido por bactérias contaminantes

No trabalho de YOKOYA & OLIVA-NETO (1991) foi investigada a floculagdo de células de
leveduras por linhagens de Lactobacillus fermentum isoladas de destilaria de alcool do Estado de Sio
Paulo. Os autores descreveram uma relagdo 6tima para floculagido entre o nimero de células desta
bactéria e de levedura Saccharomyces cerevisiae, através de contagens em microscopio. Para avaliar
a intensidade da floculagdo, em diversos tratamentos, utilizaram uma adaptagdo do método descrito
por STRATFORD & KEENAN (1988) para operar com suspens3ao mista de levedura e bactéria.
Também observaram que o sobrenadante da cultura, apos a retirada das células por centrifugagdo néo
apresentou nenhum efeito floculante. Isto significa que o fator floculante esta intimamente ligado a
célula bacteriana e ndo € constituido por metabdlitos liberados no meio de cultivo durante o
crescimento. Os ions calcio sio estimulantes da floculagdo, entretanto sua auséncia n3ao causou
inibigdo completa da mesma. Temperaturas acima de 55°C, pHs extremos e tratamento das bactérias
com protease inibiram a capacidade floculante, o que os levou a concluir que o fator responsavel pela

floculag@o varia com o pH, é termolabil e sensivel a protease, indicando sua natureza protéica.

A inibi¢do da floculag@o pela adicio de manose, ndo foi observada com outros agucares
como glicose, frutose, galactose, maltose, sacarose e lactose. O tratamento da bactéria com Pronase
E de Streptomyces griseus também inibiu o fendmeno. Propds-se entdo um mecanismo no qual
algumas linhagens de Lactobacillus fermentum possuiriam em sua parede componentes proteicos
semelhantes as lectinas que se ligariam com os residuos de manose das leveduras adjacentes
(SANTOS & YOKOYA, 1993).

SANTOS (1991) observou que algumas linhagens de Lactobacillus fermentum apresentam

variagdo na forga floculadora, podendo estar relacionada com o niimero de sitios de ligagdo. Também



observou que a capacidade floculadora pode ser perdida durante o estoque e subcultivo da cultura,
uma vez que 2% das colonias i1soladas a partir de uma linhagem bacteriana fortemente floculenta
perderam esta capacidade. Para investigar esta instabilidade, sugeriu-se estudos genéticos, avaliando

a possibilidade de heranga plasmidial.
2.2. Fenomenos de Adesiao em Lactobacillus

Uma substancia de natureza proteica responsavel pela adesdo da linhagem 737 de
Lactobacillus fermentum ao epitélio gastrico de camundongos foi detectada por CONWAY &
KJELLEBERG (1989). Foi especulado por YOKOYA & OLIVA-NETO (1991) que a floculagdo

possa ser causada por um fator semelhante a este de adesdo.

Os lactobacilos sd3o capazes de colonizar diversos epitélios gastro-intestinais, porém seu
mecanismo ndo foi elucidado (SAVAGE, 1983).

Ha semelhangas ainda com o determinante adesivo proteico descrito por HENRICKSON ez
alii (1991) que esta fortemente ligado a parede celular de L. fermentum capaz de aderir a superficie
epitelial gastrica de suinos. Em estudo posterior, HENRIKSSON & CONWAY (1992) indicaram que
ambos sacarideos e proteinas tem papel na adesdo de Lactobacillus fermentum 104-S. A adesdo a
tecidos epiteliais deve envolver ambas porg¢Ges proteicas e sacaridicas de seu determinante, por ser
mais especifica. Ja a adesdo a superficies, incluindo o poliestireno, seria mediada somente por

proteinas.

Contudo, BROMBERG (1994) relatou a participagdo da porgéo proteica no fendmeno de
floculagdo de leveduras, causado por Lactobacillus fermentum FTPT 1405 isolado de dornas de
fermentagdo alcodlica, apoOs o tratamento com varios modificadores quimicos. Ainda assim, a autora
ndo descarta a possibilidade do fator de floculagdo ser constituido por uma glicoproteina, ja que
elevadas concentragdes de periodato de sodio (0,02 M) causaram inibigdo da floculagdo.

Estudando a linhagem Lactobacillus fermentum 104-S citada anteriormente, BLOMBERG et
alii (1993) observaram a liberagdo de componentes proteinaceos no meio, Os quais seriam
encontrados no sobrenadante, afetando o muco do epitélio gastrico suino de tal maneira que a adesio
através de fimbrias de Escherichia coli K88 ¢ amplamente reduzida. A purificagdo destes
componentes, pelos mesmos autores, se encontra em andamento, de maneira a ser efetiva na protegio

contra infecgdes por esta linhagem de E. coli.



MUKAI ef alii (1992) relataram atividade semelhante a lectina em Lactobacillus acidophilus
através de ensaios de hemaglutinagio e inibigdo da hemaglutinagdo, onde observaram tratar-se de um
componente proteinaceo firmemente associado a parede bacteriana. Nao foi possivel extrai-lo nem

detecta-lo em eletroforese com gel de poliacrilamida-SDS.

HARTY et alii (1993) relataram pela primeira vez a capacidade de lactobacilos em agregar
plaquetas humanas. Isolado da cavidade oral humana, Lactobacillus fermentum NCIB6991 é capaz
de agregar tais plaquetas. Esta agregagdo contribui para o progresso de uma doenga chamada
endocarditis infecciosa, a qual € resultado da colonizagdo do coagulo de plaqueta-fibrina da superficie
endotelial do coragéo por bactérias (HERZBERG et alii, 1983). Estudos preliminares confirmaram a
verdadeira agregag@o de plaquetas através da ag¢do de inibidores que também removem ions (EDTA e
dipiridamol), entre outros. O componente responsavel pela agregacdo parece envolver uma proteina
termo-sensivel da superficie do lactobacild, contudo em eletroforese com gel de poliacrilamida-SDS
ndo foi possivel indicar diferengas entre linhagens agregantes e ndo agregantes (HARTY e alii,
1993).

2.3. Genética de Lactobacillus

A primeira evidéncia da presenga de plasmidios em Lactobacillus foi de CHASSY et alii
(1976). Anteriormente a este trabalho, havia se constatado a dificuldade em se lisar tais bactérias,
constatando que o método por eles descrito para Strepfococcus era também eficiente em muitos
lactobacilos. Observaram 3 a 5 copias de plasmidios em lactobacilos, mas com fungbes

desconhecidas.

KLAENHAMMER & SUTHERLAND (1980) realizaram os primeiros estudos sobre o DNA
plasmidial de Lactobacillus acidophilus, onde observaram que as células cultivadas em meio
contendo DL-treonina sdo altamente resistentes a lise por lisozima-SDS, e em fungdo disto passaram
a utilizar meio contendo tripticase de soja. Através de extragdo, purificag@o e andlise em eletroforese
obtiveram a migragdo de duas espécies de DNA plasmidial, desconhecendo suas fungdes.

KLAENHAMMER (1984) citou que o dificil progresso na genética de lactobacilos tem sido
devido a dificuldade em realizar a lise celular com lisozima e ao desenvolvimento de procedimentos
confiaveis para o isolamento de DNA plasmidial. Ainda assim tem sido descritos DNA plasmidial de
Lactobacillus acidophilus, L. reuteri, L casei, L. fermentum e L. helveticus, sendo que sua detecgdo
tem sido limitada a um numero selecionado de linhagens de cada espécie. Isto demonstra a

ineficiéncia dos métodos usuais para este género.



Estudando os fatores que afetam a resisténcia de L. fermentum i lisozima, NEUJAHR et alii
(1973) constataram que a linhagem com a qual eles trabalharam tem um pico de sensibilidade a
lisozima durante a fase exponencial de crescimento, sendo as células da fase estacionaria resistentes a
esta enzima. A incubagdo com tripsina gerou células sensiveis a lisozima em todas as fases de
crescimento. As células do inicio da fase estacionaria requereram temperaturas mais altas para uma
agdo Otima da lisozima que as fase exponencial.. Observaram também que o congelamento das células
apOs o crescimento as tornava mais sensiveis a lise, e a presenga de sacarose (0,25 M) inibia
consideravelmente a lise. Uma das hipoteses que os autores indicaram para estes efeitos seria o
incrustamento de algum material acessorio na parede celular no final da fase exponencial que

mascararia os sitios de ataque da lisozima.

A adaptagdo do método de CHASSY et alii (1976) para a lise de estreptococos orais,
realizada por CHASSY & GIUFRIDA (1980) para uso em lactobacilos, actinomicetos,
propionibacterias e pediococos utilizou lisozima diluida em tampdo Tris contendo polietilenoglicol.
As observagdes principais foram: 1. bactérias crescidas em meios suplementados com L-treonina e/ou
L-lisina sdo mais susceptiveis a lise por lisozima; 2. os meios contendo glicose produzem células mais
faceis de lisar; 3. o poliet'lenoglicol ndo serve apenas como estabilizador osmético, mas também
intensifica a extensdo da lise e 4. o tamp@o Tris mostrou-se superior aos outros tampdes comumente

usados nas técnicas de lise com muramidases.

Quanto as propriedades funcionais de plasmidios em lactobacilos, sabe-se que como em
estreptococos (McKAY, 1983), algumas propriedades sdo por estes mediadas, tal como: utilizagio
de lactose, resisténcia a bacteriofagos, produgdo de bacteriocina, atividade de proteinase, etc. Porém
para algumas caracteristicas, a associagio com plasmidios € altamente especulativa, baseando- se

apenas na perda fenotipica de uma propriedade metabolica.

Um procedimento para o rapido isolamento de DNA plasmidial, maior que 30 megadaiions
para estreptococos lacticos, foi descrito por ANDERSON & McKAY(1983). Com isto observaram
grandes plasmidios ndo detectados anteriormente. Recentemente, varios estudos incluindo lise e

extragio de DNA plasmidial tem seguido este mesmo procedimento alcalino. Entre eles constam os

trabalhos a seguir.

Lactobacilos encontrados em produtos carneos sdo utlizados comumente como culturas

"starters" comerciais. O estudo genético destas culturas comprovou a presenga de plasmidios em



Lactobacillus curvatus, L. plantarum e L. bavaricus, assim como estabeleceu suas condigdes de
eletrotransformacdo (AYMERICH et alli, 1993).

Visando a preservagdo de alimentos carneos, VOGEL ef alli (1993) pesquisaram a produgdo
de bacteriocina por Lactobacillus curvatus LTH 1174, ja que esta poderia suprimir o crescimento de
microrganismos contaminantes e/ou patogénicos. Apos a cura plasmidial de uma linhagem de L.
curvatus, esta ndo foi mais capaz de produzir bacteriocina assim como perdeu a capacidade de

competir com outras linhagens.

FORTINA et alii (1990) procuraram estabelecer a relagdo entre fenotipos relevantes
industrialmente, na area de produtos lacteos, e seus determinantes genéticos. Os autores
evidenciaram a presenca de DNA plasmidial em Lactobacillus helveticus ATCC 15009 e auséncia
deste em outra duas linhagens da mesma espécie. Este estudo também utilizou o procedimento de
ANDERSON & McKAY (1983) com ligeiras modificagbes como o acrescimo da concentragdo de
lisozima para 10 mg/ml e adigdo de 25 U/ml de mutanolisina. Apesar da auséncia de DNA plasmidial
nas duas linhagens, estas apresentaram basicamente o mesmo padrido de fermentagdo de carboidratos
que a linhagem ATCC 15009, consequentemente ndao deixou clara a correlagdo entre apresenga de
plasmidios e algumas caracteristicas biotecnologicas, como metabolismo da lactose, atividade
proteolitica e resisténcia a drogas, estando deste modo em discorddncia com os relatos de CHASSY

(1987) para outras espécies de Lactobacillus.

Em outro trabalho posterior, FORTINA et alii (1993) caracterizaram os plasmidios presentes
na linhagem Lactobacillus helveticus ATCC 15009. Os trés plasmidios detectados de 22,0; 6,0 e 3,5
kb, ainda permanecem cripticos, ou seja , com fungdo desconhecida.

ISHIWA & IWATA (1980) encontraram plasmidios contendo genes de resisténcia a
tetraciclina e eritromicina em Lactobacillus fermentum isolados de fezes de seres humanos "sadios".
Também RINKEL & SAVAGE (1990) trabalharam com plasmidios de Lactobacillus sp contendo

resisténcia a antibioticos.

IWATA et alii (1986) realizaram uma fusdo de protoplastos induzida por polietilenoglicol, de
duas linhagens de L. fermentum contendo plasmidios de resisténcia a diferentes drogas, regenerando-
os em um recombinante com ambas resisténcias. A obtengdo de protoplastos ocorreu a partir do uso

de lisozima e mutanolisina.



Recentemente, probes ou sondas moleculares tem sido comumente usadas para a detecgédo e

identificag@o de Lactobacillus, obtendo-se um resultado satisfatorio com pouco gasto de tempo.

TANNOCK ef alii (1992) utilizaram um plasmidio de aproximadamente 50 kb como probe de
DNA para a detecgdo de uma linhagem de Lactobacillus fermentum em conteido estomacal de

Suinos.

Para a identificagdo de Lactobacillus em produtos carneos, HERTEL et alii (1991)
identificaram sequéncias de TRNA 23 S especificos para Lactobacillus curvatus, L. sake e L.
pentosus/ L. plantarum e desenvolveram oligonucleotideos complementares usados como sondas.
Para produtos lacteos, HERTEL et alii (1993) desenvolveram sondas especificas para a identificagio
e correlagdo genética de Lactobacillus delbrueckii, L. helveticus e L. paracasei, assim como sondas
para grupos especificos: L. casei/ L. rhamnosus, L casei/ L. paracasei/ L. rhamnosus. Em paralelo
examinaram as linhagens em relagdo aos seus perfis eletroforéticos de proteinas totais, os quais
ajudaram a estabelecer a correlagdo existente entre as diferentes espécies e arranja-las em

grupamentos (clusters).

2.4. Caracterizacao Fisiologica de Lactobacillus

A diferenciagdo, identificagdo e classificagdo de microganismos, inclusive Lactobacillus, é
realizada através da observagdo de caracteristicas morfologicas das células e das colonias,
crescimento a diferentes temperaturas, utilizagdo de carboidratos, produgdo de gas, além de testes

como catalase, benzidina, entre outros.

Recentemente foi desenvolvido um kit para os testes de assimilagdo de agucares chamado API
50CH (API Bio Merieux, France), no qual sdo testados 49 substratos em um curto periodo de tempo.
FERNANDEZ & SIMPSON (1993) utilizaram este kit e outros testes para a caracterizagdo de
bactérias lacticas contaminantes de cerveja, incluindo Lactobacillus fermentum. Em laboratorios de
cervejarias alemas também estdo sendo aplicados este kit e demais testes no controle microbiolégico,
possibilitando a identificagdo e diferenciag@o rapida de bactérias patogénicas das bactérias comuns da
flora natural da cerveja (SCHMIDT, 1993).

Porém em varios casos, a diferenciagdo entre espécies do mesmo género se torna

insatisfatoria. Com isso, pesquisadores recorrem a técnicas mais refinadas como as de biologia

molecular.
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2.5. Caracterizacao Molecular de Lactobacillus

COLLINS et alii (1991) realizaram uma analise filogenética do género Lactobacillus , pois as
sub-divisdes em Betabacterium, Streptobacterium e Thermobacterium, baseadas no fenotipo, sdao
consideradas questionaveis. Através do uso de transcriptase reversa, os autores realizaram o
sequenciamento direto do rRNA 16S de 55 espécies de Lactobacillus, dividindo-as em trés

grupamentos (clusters).

O perfil eletroforético de proteinas celulares, entre outras caracteristicas, € muito usado na
diferenciagdo, caracteriza¢do e sistematica de microrganismos. Comparagdes entre o padrio de
bandas, obtido em condi¢des semelhantes, sdo importantes nas investigagdes de linhagens. A analise

numérica destes padrdes por computador € de grande valia na avaliagdo destes resultados.

Contudo, VAUTERIN et alli (1993) ressaltam a dificuldade de reprodutibilidade dos padrdes
de proteinas por diferentes laboratorios, sendo este um fator tdo critico e limitante quanto o da
pureza e fonte dos reagentes utilizados. Estes autores apresentam o perfil eletroforético de proteinas
como um método rapido para a selegdo de mocrorganismos entre um grande numero de linhagens a

serem examinadas, podendo posteriormente seguir para analises de DNA.

HERTEL et alii (1993) ultilizaram a analise computadorizada do perfil eletroforético de
proteinas, assiim como sondas moleculares para diferenciar Lactobacillus casei, L. paracasei e L.
rhamnosus, pois a classificagdo destas espécies foi considerada insatisfatoria baseando-se apenas em
caracteristicas fenotipicas. Os autores demonstraram que ambas as técnicas s3o rapidas e praticaveis

para a identificagdo de espécies encontradas em produtos lacteos.

A dificuldade de diferenciar espécies de maneira definitiva, com base em simples testes
fisiologicos, foi também relatada por KANDLER & WEISS (1986), em estudos com Lactobacillus
Sfermentum e L. reuteri. Ja determinagdes de % G+C do DNA, o acido diamino da mureina e a

mobilidade eletroforética da LDH podem separar claramente estas duas espécies.

FERNANDEZ & SIMPSON (1993) utilizaram o perfil de proteinas com objetivo diferente
dos citados acima. Eles procuraram estabelecer uma relagao entre a capacidade dos lactobacilos de
resistir 4 acdo de acidos do lupulo e o perfil de proteinas celulares de lactobacilos resistentes e
sensiveis a estes acido. Os autores ndo observaram nenhuma banda que ocorresse exclusivamente em

bactérias lupulo-resistentes ou lipulo-sensiveis.
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Assim como as proteinas, os lipideos e outras moléculas organicas sdo expressdes de
informagdes codificadas nos acido nucleicos e podem ser usados como marcadores taxondmicos
devido a sua distribuigdo estavel e descontinua (SUZUKI et alli, 1993).

Os lipideos de membrana e mesossomais de lactobacilos tipicos contém carbonos pares, de
cadeia linear saturada e acidos monoenodicos, juntamente com acidos ciclopropanos (THORNE &
KODICEK, 1962; VEERKAMP, 1971). Suas quantidades relativas variam conforme a fase e taxa de
crescimento, condi¢des de cultivo, composigdo do meio de cultura e temperatura (VEERKAMP,
1971; UCHIDA & MOGI, 1973b, SMITTLE et alii., 1974, UCHIDA, 1975; GILL & SUISTED,
1978). Como consequéncia, as propriedades fisicas dos lipideos funcionais variam, e influenciam
fungbes celulares fundamentais, incluindo o transporte e atividade de enzimas ligadas a membrana e
envolvidas no metabolismo energético (CRONAN & GELMANN, 1975).

Taxonomicamente, SUZUKI ef alii (1993) consideram que os &cidos graxos entre C 14 ¢ C
24 revelam grandes informagbes e estdo presentes na grande variedade de microrganismos. Os
compostos de baixo peso molecular sdo geralmente associados ao metabolismo, por exemplo como
produtos finais de fermentagdo, que apesar de serem fonte de informagdo, sdo distintos dos acidos

graxos celulares ou estruturais, sendo assim desconsiderados.

OLSEN et alii (1991) utilizaram o perfil de acidos graxos e de proteinas, entre outras
caracteristicas, para identificar e diferenciar Lactobacillus uli e L. rimae como novas espécies.

Anteriormente eram erroneamente classificadas como L. murinus.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismos

As culturas de Lactobacillus fermentum utilizadas foram fornecidas em ampolas liofilizadas
pela Fundagdo Tropical de Pesquisa e Tecnologia "André Tosello". A linhagem FTPT 1405 possui a
intensa capacidade de flocular leveduras, enquanto que a linhagem FTPT 1407 ndo possui esta
capacidade. Ambas linhagens foram isoladas de domas de fermentagdo com problemas de
contaminagdo bacteriana (OLIVA-NETO, 1990). As células foram cultivadas em caldo MRS
(Lactobacilli Man, Rogosa e Sharpe) a 30°C. A levedura Saccharomyces cerevisiae FTPT 0472
utilizada, uma linhagem ndo floculenta, foi cultivada em caldo YEPD a 30°C. Como controle dos
experimentos, foi utilizada uma linhagem de Lactobacillus plantarum, cultivada em MRS a 30°C e

uma linhagem de Escherichia coli cultivada em BHI a 37°C.

3.2. Isolamento e Teste de floculagiao de leveduras

Isolamento. Foram feitos plaqueamentos de linhagens de Lactobacillus fermentum FTPT 1405 e
1407 em MRS agar com o objetivo de se obter coldnias isoladas. As placas foram incubadas a 30°C,
onde, em 24 hs, se obteve colonias bem visiveis de FTPT 1405 e em 48 hs, de FTPT 1407. As
colonias foram inoculadas em tubos de ensaio (10 x 70 mm) contendo 2 ml de caldo MRS e
incubadas por 24 hs a 30°C. A levedura Saccharomyces cerevisiae FTPT 0472 foi cultivada em
frascos erlenmeyers com 100 ml de caldo YEPD a 30°C por 24 hs sob agitagio de 100 rpm no

agitador-incubador (Controled Environment Incubator Shaker, New Brunswick Scientific Co.).

Teste de floculagdo. Os testes realizados sdo uma adaptagio dos descritos por HELM er alii (1953).
A tubos de ensaio graduados contendo 2 ml da cultura de levedura, foram adicionados 1 ml de cada
bactéria a ser testada. Em seguida, os tubos foram agitados por inversdo durante aproximadamente 5
seg, observou-se a formagdo ou ndo de flocos, e deixou-se em repouso para a observagdo do
deposito a ser formado. As col6nias foram entdo classificadas conforme o quadro a seguir:
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+++ | Fortemente floculadoras (colonias de rapida formagao de deposito compacto, no

qual se observaram flocos bem grandes e dificeis de se desfazerem).

++ Floculadoras (colonias formadoras de deposito menos compacto, com flocos

grandes e estaveis).

+ Fracamente floculadoras (colonias de lenta formagao de deposito, pouco compacto,

com pequenos flocos de dificil visualizagdo que se desfazem facilmente).

= Nao floculadoras

ApOs a agitagdo, a visualizagd@o dos tubos se apresentou conforme a figura 1, dependendo da

capacidade floculadora da coldnia.

Figura 1: Visualizagdo do teste de floculagdo, onde (A) cultura ndo-floculadora, (B) fracamente

floculadora, (C) floculadora e (D) fortemente floculadora.
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3.3. Tratamentos para a lise de Lactobacillus fermentum

3.3.1. Ultrassom. Culturas bacterianas crescidas em 500 ml de caldo MRS por 18 h 4 30°C foram
centrifugadas a 8000 g por 10 min a 4°C, lavadas primeiramente em 20 ml de tampio Tris-HC1 0,1 M
e EDTA 10 mM, pH 7,2 e, em seguida, em 20 ml de tampdo Tris-HCI 0,1 M e MgCl, 10 mM, pH
7,2.

O precipitado foi ressuspendido em 20 ml de tampdo Glicina 0,1 M pH 9,2 com sacarose
0,75 M e lisozima 0,1 mg/ml (preparagdo a fresco). A suspensdo foi mantida em banho de gélo por

30 min e entdo submetida ao ultrassom.

A suspens@o de cada cultura foi sonicada em Ultrassom de émbolo (Cole Palmer) a 20.000

ciclos por segundo, mantendo o recipiente em banho de gé€lo por varias amplitudes e tempos.

Foram feitos testes de sobrevivéncia, inoculando 0,1 ml da suspensio sonicada em tubo
contendo caldo MRS por 24 h a 30°C.

3.3.2. Ultrassom em presenga de elevada concentragdo de lisozima. As etapas de lavagem das célula
bacterianas foram semelhantes as descritas acima, assim como as condigGes de crescimento. Na
ressuspensao em 20 ml de tampao Glicina 0,1 M pH 9,2 com sacarose 0,75 M, adicionou-se uma
elevada quantidade de lisozima (5 mg/ml). Estas suspensdes foram mantidas em banho mana a 37°C

por 60 min.

A sonicagdo foi realizada em 7 ciclos de 40 seg na amplitude 10 com 5 min de intervalo entre

os ciclos, para evitar aquecimento excessivo.

A lise celular foi acompanhada por observagdes em microscopio optico de contraste de fase e

por microcopia Optica simples apos a coloragdo de Gram.

3.3.3. Lisozima. Teste 1. As células foram ressuspendidas em T.E. (Tris 50 mM; EDTA 1mM, pH
8,0) contendo lisozima 5 mg/ml (Sigma) e incubadas por uma noite em banho-maria a 37°C. Em
seguida, verificou-se a lise em lamina, adicionando-se uma gota da suspensdo em uma gota de SDS
10% tornando-se viscosa e grudenta. Foi realizado o teste de floculagdo, conforme descrito no item
3.2., para determinar o efeito da lisozima sobre esta caracteristica. Como controle foram utilizadas

células incubadas sem lisozima.
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Teste 2. Foi utilizada lisozima a uma concentragao de 10 mg/ml (Sigma) dissolvida em tampio
Tris 25 mM. As células crescidas por uma noite, tomando-se 1,3 ml por tubo Eppendorf, foram
lavadas e ressuspendidas em 400 pl de T.E.S. (sacarose 6,7%; Tris 50 mM; EDTA 1mM, pH 8,0).
Adicionou-se 100 pl da solugdo de lisozima a cada tubo e incubou-se em banho-maria a 37°C por 10,

30 e 60 minutos.

3.4. Tratamentos para a remogio de proteinas superficiais de Lactobacillus fermentum

3.4.1. Blender. As culturas bacterianas crescidas por 18 hs foram centrifugadas a 12.000 g por 15
min a 4°C e ressuspendidas em tampdo T.E. (Tris 50 mM; EDTA ImM). Em seguida foram
submetidas a agitagio em Blender (Sorvall) por 15 min em banho de gelo. Esta suspensdo foi
centrifugada a 4200 g por 20 min. Foram realizados testes de floculagdo, conforme item 3.2., com

ambas as fases: sobrenadante e precipitado.

3.4.2. Ultrassom de banho. As células bacterianas lavadas em T.E. foram submetidas a agitagdo em
ultrassom de banho (Cole Palmer) a 30°C por 10 min. As suspensdes sonicadas foram centrifugadas a

4200 g por 10 min e também testadas a floculagdo das duas fases.

3.4.3. Temperatura. As suspensdes bacterianas lavadas como descrito acima, foram submetidas a
60°C em banho-maria durante 30 min. Centrifugou-se e testou-se a floculagio das duas fases.

3.5. Analise Genética
3.5.1. Determinagdo do perfil de DNA plasmidial

Extragdo de plasmidios - Método 1. Foram realizadas duas técnicas distintas de extragdo. A primeira
foi adaptada da técnica descrita por ANDERSON & McKAY (1983), onde tomou-se aliquotas de
1,3 ml da cultura de L. fermentum FTPT 1405 crescida durante 12-24 hs a 30°C em caldo MRS.
Centrifugou-se em tubo Eppendorf a 8.400 g durante 3 min a temperatura ambiente. As células foram
ressuspendidas em 400 ul de T.E.S. (sacarose 6,7%; Tris 50 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0). Esta
suspensdo celular foi aquecida em banho-maria a 37°C e adicionou-se 100 ul de uma solugio de
lisozima 10 mg/ml previamente dissolvida em Tris 25 mM. Incubou-se em banho-maria a 37°C por 1
h.
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Aos protoplastos assim obtidos adicionou-se 50 pl de T.E. (EDTA 0,25 M; Tris 50 mM, pH
8,0) e 30 pl de tampdo de lise (SDS 20%; Tris 50 mM; EDTA 20 mM, pH 8,0), agitando
imediatamente seguido de incubagdo por 5-10 min a 37°C, para completar a lise celular . Agitou-se os
tubos Eppendorf no agitador de tubos por 30 seg para efetuar a lise mecanica do material genético.
Adicionou-se 30 pl de uma solugdo de NaOH 3 N preparada a fresco e agitou-se por inversio lenta e

intermitente por 10 min, ocorrendo a desnaturagio do DNA.

Procedeu-se a adigao de 30 pl de Tris-HCI 2 M, pH 7,0, que proporcionou uma queda no pH
para 7,5-8,5, causando a renaturagdo do DNA. A seguir, adicionou-se 70 ul de NaCl S M e 700 pl de
fenol saturado com NaCl 3% que provocou o aparecimento de um precipitado branco de SDS
juntamente com residuos de membrana celular e DNA cromossémico, na interface do fenol e a fase

aquosa sobrenadante.

Remc veu-se a fase superior (aquosa) e extraiu-se com cloroformio: alcool isoamilico (24:1).
Novamente removeu-se a fase superior, a qual foi precipitada com 1 volume (700 nl) de isopropanol.

Incubou-se a 0 °C por 1 h ou foram mantidos em geladeira por uma noite.

Centrifugou-se o material por 5 min a 8.400 g. Apos descartar o sobrenadante, deixou-se os
tubos invertidos secando bem. O centrifugado foi ressuspendido em 30 pl de T.E. final (Tris 10 mM,;
EDTA 1 mM; pH 7,5), para posterior analise em gel de eletroforese, corando com 10 pl de azul de

bromofenol.

Extragdo de plasmidios - Método 2. Pela modificagdo da técnica de PORTNOY et alii (1981), as
aliquotas de 1,3 ml de cultura FTPT 1405, crescida em caldo MRS por 12 hs a 30°C, foram
centrifugadas por 5 min a 2.500 g a temperatura ambiente, e as células ressuspendidas em 800 ul de
T.E. (Tris 50 mM; EDTA-Na, 10 mM). Esta suspens@o foi novamente centrifugada a 2.100 g por 5
min e as células ressuspendidas em 150 pl de T.E. acrescido de sacarose 25% (T.E.S.). Foram
adicionados 150 pl de uma solugdo de lisozima preparada em T.E.S. (10 mg/ml), seguindo-se de
incubagio em banho-maria a 37°C durante 1 h.

Os protoplastos assim obtidos foram centrifugados a 1.400 g por 10 min e recuperados
em 10 pl de TE.S. e 600 ul de tampio de lise (SDS 4% em T.E., pH 12,8), provocando a
desnaturagio do DNA. Para uma completa agio do tampio de lise, os tubos foram incubados em
banho-maria & 37°C por 20 min. A adigdo de 30 pl de Tnis-HCl 2 M, pH 7,0, proporcionou uma
queda no pH para 7,5-8,5, ocasionando a renaturagdo do DNA. A seguir, a adigdo de 160 ul de NaCl
5 M provocou o aparecimento de um precipitado contendo SDS, membranas celulares e DNA

cromossomico. Os tubos foram mantidos a 4°C por pelo menos 1 h, sendo entdo centrifugados a
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14.000 g a 4°C por 30 min. Retirou-se 500 pl do sobrenadante contendo o DNA plasmidial e
transferiu-se para um novo tubo Eppendorf. Adicionou-se 200 ul de acetato de sédio 3 M e 700 pl
de etanol absoluto, deixando agir por 30 min a temperatura ambiente para a precipitagio do DNA
plasmidial. Apos a centrifugagio a 14.000 g por 20 min & 4°C, descartou-se o sobrenadante e secou-
se bem os tubos. O centrifugado foi ressuspendido em 60 pl de T.E. e para a analise em gel de
agarose foram usados 30 pl da suspensdo acrescidos de 10 pl de azul de bromofenol.

As duas técnicas também foram realizadas em volumes preparativos, onde os valores de cada
volume € 33 vezes maior. Para a analise das extragdes realizadas, utilizou-se a eletroforese em gel de

agarose.

Eletroforese em gel de agarose. Conforme a técnica descrita por MEYERS et alii (1976), utilizou-se
agarose 0,7% e corrida horizontal em tamp@o acetato (Tris 400 mM; acido acético 200 mM; de
EDTA-Na, 20 mM, pH 8,0, diluido 1:10) ou borato (Tris 54 g; acido borico 27,5 g; EDTA 0,05 M,
pH 8,0, diluido 1:10). O gel foi corado com brometo de etidio (0,5 g/ml) e examinado em luz
ultravioleta (300 nm).

3.6. Analise Fisiologica

3.6.1. Assimilagdo de agucares. As culturas testadas foram incubadas em tubos inclinados contendo
MRS agar por 24 hs. Foram preparados tubos com caldo MRS modificado (sem extrato de carne e
glicose) acrescido de vermelho de clorofenol 0,05% (w/v) (KANDLER & WEISS, 1986). Solugdes
esterilizadas por filtragdo dos agucares a serem testados (galactose, arabinose, trealose, xilose,
frutose, rafinose, maltose, manose, celobiose, ribose) foram acrescentadas ao MRS modificado numa
concentragdo final de 1%. Algadas das culturas crescidas em agar foram inoculadas nos tubos com

caldo e incubadas por 7 dias a 30°C.

3.6.2. Catalase. Apds crescimento por 24 h a 30°C em caldo MRS, colocou-se uma gota das culturas
em ldminas, as quais se adicionou uma gota de agua oxigenada (H,O7) a 3%, observando o
aparecimento de bolhas correspondentes ao resultado positivo.

3.6.3. Benzidina. A partir de culturas crescidas por 24 hs a 30°C em MRS agar, retirou-se algadas as
quais foram colocadas sobre papel de filtro. Sobre as mesmas foi adicinada uma gota da solugdo A
(hidrocloreto de benzidina 1 g, 20 ml dé¢ acido acetico glacial, 30 ml de agua destilada, 50 ml de
alcool etilico 95% ) e 1 gota da solugdo B (agua oxigenada 5%). O resultado positivo é observado

quando a algada no papel torna-se azul.
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3.6.4. Morfologia. A observagao morfologica das células foi realizada microscopicamente através da

coloragdo de Gram.

3.6.5. Crescimento a 15° e 45°C. Foram inoculados 0,1 ml das culturas crescidas por 24 hs em caldo
MRS a 30°C, em tubos contendo 6 ml de litmus milk. Todas as amostras foram incubadas tanto a
15°C quanto a 45°C por 7 dias. A coloragao rosa do meio foi considerada como crescimento

positivo.

3.6.6. Produgdo de gas. Foram inoculados 0,1 ml das culturas crescidas por 24 hs em caldo MRS a
30°C, em tubos contendo 6 ml de caldo MRS fechados com tampao de algodio. Estes tubos foram
introduzidos em tubos maiores contendo uma solugdo saturada de hidroxido de bario e
imediatamente fechados hermeticamente com rolhas. Observou-se a formagao de precipitado no tubo

exterior quando a cultura liberava COy

3.7. Analises Moleculares
3.7.1. Determinagdo do perfil cromatografico de acidos graxos de membrana plasmatica

Preparo das culturas. As bactérias (biomassa) crescidas por 24 hs foram lavadas com agua destilada
e centrifugadas por duas vezes a 4200 g por 10 min. (Model B-20A Centrifuge, International
Equipment Company, USA) e em seguida liofilizadas (Liofilizador com centrifugag¢do, Edwards do
Brasil). Para a extragdo dos acidos graxos foram utilizados 50 mg de biomassa liofilizada de cada

cultura.

Hidrdlise basica. O procedimento usado na extrag@o e anélise dos acidos graxos foi semelhante ao
descrito por SADDLER ez alii (1987). A cada tubo contendo 50 mg de biomassa foram adicionados
2 ml de hidroxido de tetrabutilaménio 5% (Ci¢ H37 N O) sendo homogeneizados no agitador de
tubos. A suspensdo foi aquecida a 75°C durante 3 h em banho seco termostatizado (modelo 4-7080
M, Torika, Japdo). Os tubos foram resfriados lentamente até atingirem a temperatura ambiente. Em
seguida foram centrifugados a 1000 g por 10 min, para a separagdo dos residuos celulares.
Transferiu-se o sobrenadante para novos tubos, aos quais se adicionou 1 ml de diclorometano
(CH,Cly) e 25 pl de iodometano (CHsI) a 0,25%. A extragdo ocorreu invertendo-se os tubos
lentamente durante 60 min., seguida de centrifugagdo a 1000 g por 10 min para a separagdo das
fases. Retirou-se a fase inferior (fase orginica) contendo os acidos graxos e repetiu-se a extragao

com a adigdo de mais 1 ml de diclorometano, de modo semelhante a etapa anterior. A evaporagio do
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solvente das amostras obtidas foi realizada no banho seco a 37°C sob fluxo de nitrogénio, até obter

um residuo seco contendo somente os acidos graxos.

Cromatografia de camada delgada (CCD). Na cromatografia qualitativa, utilizada para verificar a
extragdo dos acidos graxos, foram adicionados 50 pl de éter dietilico aos residuos de acidos graxos,
homogeneizando delicadamente. Entdo aliquotas foram aplicadas sobre uma placa de silica sobre
suporte de aluminio (60 F254, 0,2 mm, ref. 5554 Merck). O solvente de desenvolvimento usado foi
éter de petroleo (p.e. 65-110°C) e acetona na propor¢do 19:1. A revelagio foi realizada mediante a
aspersdo de acido molibdico fosforico 5% em etanol 95%. A placa foi colocada em estufa a 120°C
durante 5 minutos, ocorrendo assim a carbonizagdo que possibilita a visualizagdo das manchas dos

acidos graxos.

A CCD preparativa foi realizada em placas de silica sobre suporte plastico (60 F254, 0,2 mm,
ref. 5735 Merck). Ao extrato de acidos graxos foi adicioaado trés porgdes de 250 ul de éter dietilico,
aplicadas nas placas e feita a corrida no mesmo solvente acima. A revelagdo foi realizada com a
aspersio de rhodamine 0,01% em etanol 95%. Deixam-se as placas em local escuro por varias horas,
e com o auxilio de luz U.V. foram visualizadas as manchas. Estas foram contornadas com lapis,
recortadas com cuidado e inseridas em tubos contendo 2 ml de éter dietilico. Os tubos foram agitados
por inversio durante 60 min. Os acidos graxos extraidos em éter dietilico foram eluidos em colunas
contendo 6xido de aluminio empacotadas em pipetas Pasteur sob leito de 1d de vidro. As amostras
foram coletadas em ampolas e o solvente evaporado no banho seco a 37°C sob fluxo de nitrogénio.
As ampolas, com extrato purificado de acidos graxos, foram mantidas a 4°C até a etapa de analise do

perfil por cromatografia gasosa.

Cromatografia gasosa (CG). Os principais acidos graxos foram identificados a partir da comparagéo
do tempo de retengdo de cada acido, em relagdo aos dos acidos graxos padrdo (Bacterial Acid Mix,
Supelco). Sabe-se que o tempo de retengdo € diretamente proporcional ao comprimento da cadeia de
carbonos do acido graxo. Para a CG foi utilizado um cromatografo a gas Shimadzu, modelo 14-A,
equipado com detector de ionizagdo de chama, injetor com cdmara de vaporiza¢do para sistema
capilar e coluna capilar apolar CBP1 (25 m x 0,25 mm); hélio com 99 % de pureza foi usado como
gas de arraste com fluxo de aproximadamente 50 ml/min. O gas combustivel hidrogénio/ar sob o
fluxo de 40 ml/min foi usado para o detector de ionizagdo de chama. A combinag@o hélio/hidrogénio,
com fluxo de 30 ml/min, foi usada como gas de "make-up" para melhorar a saida do sinal do
detector. A razio de amostragem ( amostra analisada: amostra injetada ) foi de 1:50; pressdo na
coluna de 1 kg/cm?2, temperatura de injegdo 250°C; temperatura do detector 250°C; temperatura do
forno programada para 160°C , aumentando 4°C / 1 min até atingir 180°C, € 1°C / 1 min. até 230°C

no experimento 1, sendo programada no experimento 2 para 160°C (0 min), aumentando 4°C/ 1min
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até atingir 180°C; 1°C/ Imin até 190°C e 0,5°C/ 1 min até atingir 220°C. As areas dos picos foram
medidas utilizando um integrador Shimadzu, modelo C-R4A Chromatopac. A composigdo de acidos
graxos de cada linhagem de Lactobacillus fermentum foi obtida através da area dos picos (expressa

em porcentagem).

3.7.2. Determinagdo do perfil eletroforético de proteinas totais

Preparo das culturas. As linhagens de Lactobacillus fermentum 1405 e 1405 NFIM (fortemente
floculadoras); 1405 NF1 e 1405 NF2 (fracamente floculadoras); assim como a 1407 e a cultura tipo
2571 (ndo floculadoras) foram cultivadas a partir de 5% de indculo crescido por uma noite, em caldo
MRS durante 8 horas a 30 °C onde as células se encontrariam no final da fase exponencial e inicio da
fase estacionaria. As células foram centrifugadas a 9000 g retirando o meio, e lavadas com T.E. (Tris
50 mM; EDTA 0,25M; pH 8,0).

Extragdo de proteinas totais Verificada a lise (lisozima 5 mg/ml em Tnis 50 mM; EDTA 1 mM, pH
8,0) centrifugou-se as suspensdes de cada linhagem a 10.000 g por 15 min depositando as células, e
coletando os sobrenadantes que por sua vez foram armazenados a -20°C para posterior analise.

Andlise das proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE). Foi
realizada de acordo com o método de LAEMMLI (1970), usando gel de corrida a 12,5% e gel de
separacdo a 4%. As amostras de proteinas foram fervidas por 3 min apos a adig@o de igual volume de
solugdo de tratamento (Tris-HCI 0,125 M pH 6,8, SDS 4%; Glicerol 20% e 2-mercaptoetanol 10%).
O padrdo de peso molecular (Dalton Mark VII-L, Sigma) utilizado contém: albumina bovina (66 kD),
albumina de ovo (45 kD), gliceraldeido-3-P-desidrogenase (36 kD), anidrase carbonica bovina (29
kD), tripsinogénio de péincreas bovino (24 kD), inibidor de tripsina de soja (20 kD) e alfa-
lactalbumina de leite bovino (14,2 kD). Foram aplicadas amostras de 50 a 80 pl e 10 ul do padréo
nas canaletas do gel de empacotamento, submetendo a corrente de cerca de 30 mA por uma noite ou
50 mA durante cerca de 4 h.

Coloragdo de proteinas com nitrato de prata. A coloragio do gel seguiu o método de BLUM et alii
(1987). Apos o final da corrida, o gel foi colocado (com uso de luvas) por 1 h em fixador (metanol
50%; acido acético 12% e formaldeido 0,019%), seguido de 3 lavagens sob agitagdo em etanol 50%
e pré-tratado com tiossulfato de sodio 0,02% por 1 min. Lavou-se duas vezes com agua destilada e

manteve-se por 20 min sob agitagdo em solucdo de impregnag@o (nitrato de prata 0,2%; usando
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espatula plastica). Lavou-se de novo com agua e revelou-se sob agitagdo em carbonato de sodio 6%,
acrescido de tiossulfato de sodio 0,4% e formaldeido 0,019%. Apds a visualizagdo das bandas, lavou-
se duas vezes em agua destilada e bloqueou-se a revelagdo com a adigdo de metanol 50% e acido
acético 12%. O gel foi fotografado e guardado entre duas folhas de papel celofane.

3.7.3. Determinagdo do perfil eletroforético de proteinas de parede

Meétodo 1. As culturas foram preparadas e lisadas conforme descrito para proteinas totais, porém
adicionou-se 6,7% de sacarose ao tampdo T.E. para evitar o rompimento da membrana plasmatica,
possibilitando a retirada dos protoplastos por centrifugagdo. Os sobrenadantes foram armazenados,

concentrados por liofilizag@o e analizados conforme o descrito anteriormente.

Meétodo 2. As culturas foram preparadas e lisadas confaorme descrito acima. Em seguida utilizou-se
uma modifica¢io da técnica de LORTAL et alii (1991), onde centrifugou-se os lisados a 1500 g para
descartar as células inteiras. O sobrenadante foi centrifugado a 30.000 g por 15 min, e o centrifugado
foi lavado duas vezes em agua destilada, uma vez em tampdo sodio-fosfato 0,01M, pH 7,0, e
novamente em agua destilada. Procurou-se observar 'se as lavagens geraram decréscimo da
absorbancia do sobrenadante a 280 nm, para a comprovagao de sua eficiencia. As amostras de

proteina foram analisadas.em gel de poliacrilamida, corado com nitrato de prata, conforme descrito

para proteinas totais.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Teste de floculacdo de leveduras por colonias isoladas de Lactobacillus fermentum FTPT
1405 e 1407

A capacidade de flocular leveduras variou bastante entre as colOnias isoladas a partir da
linhagem FTPT 1407, enquanto em FTPT 1405 a variagdo foi bastante menor.

Da linhagem 1405 (fortemente floculadora) obteve-se uma colonia fracamente floculadora
denominada 1405 NF1, e a partir desta ultima obteve-se, por sua vez, uma colonia fortemente
floculadora denominada 1405 NF1M.

Da linhagem 1407 (n3o floculadora) foram isoladas colonias com diferentes capacidades de
floculagdo. As colénias mais estudadas foram: 1407 F3, 1407 P2 e 1407 PS5 (floculadoras) e 1407 P3

(fracamente floculadora).

O numero de colonias testadas e sua correspondente capacidade de floculagdo estdo

apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Capacidade de floculagdo de leveduras das colonias de Lactobacillus fermentum isoladas
a partir das linhagens FTPT 1405 e :407.

Capacidade floculadora

+++ ++ + - Total
14058 595 2 1 0 598
1405 NF1 1 0 396 0 397
1407 0 49 272 254 579
1407 P3 0 27 117 52 196
1407 F3 0 140 50 8 198
1407 P2 0 140 49 7 196
1407 P5 0 195 5 0 200
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Os isolados obtidos também foram analisados em subcultivo, sendo testados a cada dia

durante um periodo de cinco dias e nao apresentaram instabilidade.

A linhagem de Lactobacillus fermentum FTPT 1405 apresentou grande instabilidade na
capacidade de floculagdo, estando de acordo com SANTOS (1991). Esta autora observou que entre
398 colonias testadas, 8 delas perderam a capacidade floculadora, sugerindo a possibilidade do gene
correspondente estar contido no DNA plasmidial bacteriano. Porém, no presente trabalho nédo foi
possivel detectar plasmidios através das técnicas utilizadas. Os dados do isolamento revelam que
houve perda significativa da caracteristica na linhagem 1405 (1:598). Contudo, a causa de tal
variagdo ndo pode ser determinada pela extracdo de plasmidios. As possiveis causas de instabilidade

seriam 1. presen¢a de plasmidios, 2. variagdes fisiologicas e 3. variagGes nas condigdes de cultivo.

Conforme estudo ja citado de FORTINA et alii (1990), existem casos em que numa mesma
espécie de lactobacilos podemos encontrar linhagens onde se detecta DNA plasmidial e outras em

que este nao € detectado.

A linhagem de L. fermentum FTPT 1407 apresentou uma maior instabilidade na capacidade
de floculagdo de leveduras S.cerevisiae que a linhagem FTPT 1405. A variagdo observada levou a
suspeita de contaminagdo. No entanto, foi verificada a pureza da cultura e também a presenca de
goma (exopolissacarideos), a qual supostamente poderia afetar a caracteristica estudada.

A viscosidade de bactérias lacticas termofilicas e mesofilicas € relacionada a produgdo de
exopolissacarideos (CERNING, 1990). Se células estdo crescendo lentamente, entdo a sintese de
polimeros de parede também sera lenta, por consequencia deixara mais fosfato isoprendide disponivel
para a sintese de exopolimero, postulou SUTHERLAND (1977).

Em comparagdo com a linhagem de Lactobacillus fermentum FTPT 1407, outra espécie
heterofermentativa, Lactobacillus hilgardii NDCO 264, isolada de graos de kefir, produziu
polissacarideo a partir de sacarose, quando crescida em caldo MRS-sacarose (PIDOUX et alii,
1990), enquanto Lactobacillus casei CG 11, isolado de queijo e crescido em meio basal minimo,
produziu um heteropolissacarideo constituido predominantemente de glicose (75%) e rhamnose
(15%) (KOJIK et alli, 1992). Este ultimo grupo de autores afirma que a produgdo de
exopolissacarideos € instavel. Isto pode ser devido ao envolvimento de DNA plasmidial na expresséo
do fenotipo mucoide (Muc +). Através de cura plasmidial, constataram que a biossintese de
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exopolissacarideo em L.casei CG 11 esta ligada a genes contidos num plasmidio de aproximadamente
30 kb.

Em vista destes resultados pouco conclusivos, procurou-se estudar melhor a instabilidade do
ponto de vista fisiologico. Para isto, foram feitos os perfis de acidos graxos das linhagens e coldnias

isoladas.

4.2. Lise de Lactobacillus fermentum

Nos tratamentos de lise de L. fermentum FTPT 1405 que incluiram o uso de ultrassom de
émbolo, levou-se em conta que o gerador de energia deste aparelho converte a voltagem da linha,
equiavalente a 50/60 Hertz a uma alta frequéncia de 20 kHz ou 20.000 ciclos por segundo.
Utilizando uma ponteira de cerca de 13 mm, ajustou-se a amplitude das vibragdes entre 4 e 10 e
foram realizados 4 tratamentos de 30 seg em cada amplitude testada, fazendo intervalos de 5 min

entre os tratamentos para evitar a formagado de espuma resultante da desnaturagdo proteica.

Estes tratamentos tiveram por objetivo a obtengdo de dados preliminares sobre as melhores
condi¢bes de lise e observagdao do crescimento bacteriano apoOs a inoculagdo em caldo MRS. Nas
condi¢Oes descritas acima, observou-se crescimento em 24 h e ndo foram constatadas mudangas na

capacidade da bactéria em flocular leveduras.

Portanto, sugeriu-se que haveria certa dificuldade de lise nas condigGes citadas anteriormente,
assim como alteragdes mecédnicas do fator de floculagdo, sendo assim fez-se necessario o uso de
maximas amplitudes de vibragdo e tratamentos em banho de gelo por no maximo 40 seg sempre

seguidos de intervalos de 5 min também em banho de gelo.

Sendo assim, nos tratamentos com ultrassom de émbolo associados a elevadas concentragdes
de lisozima (5 mg/ml), incubando-se por 60 min., o aparelho foi ajustado para a amplitude de
vibragdo 10, com tratamentos de 40 seg por 7 vezes e intervalos de 5 min entre 0s mesmos.

A lhise das culturas de Lactobacillus fermentum FTPT 1405, 1405 NF1 e 2571 mostrou

resultados satisfatorios e pode ser acompanhada por observagao em microscopio de contraste de fase

que permitiu visualizar muitos protoplastos em todas as culturas. Como controle do teste de lise foi
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testada juntamente uma cultura de Escherichia coli; devido a sua facilidade em ser lisada. Nesta

cultura foram observados poucos protoplastos, provavelmente devido a uma lise total das células.

Com a coloragdo de Gram, também utilizada para acompanhar a lise, constatou-se a auséncia
de bastonetes (células integras) e presenga de células redondas e ndo coradas, as quais possivelmente
seriam protoplastos. Na cultura de E. coli também observou-se a auséncia de bastonetes, porém

haviam poucas células redonda e nao coradas.

Nos tratamentos realizados apenas com lisozima, observou-se que as linhagens apresentaram
a lise desejada quando incubadas por uma noite em lisozima S mg/ml. A lise foi acompanhada pelo
teste de viscosidade na presenga de SDS 10% e por microscopia optica de contraste de fase. Em
todas as culturas foi verificado o surgimento de uma maior viscosidade na presenga de SDS,

indicando a ocorréncia de lise, a qual foi confirmada pelas observagdes microscopicas.(Tabela 2)

Tabela 2 : Efeito do tratamento com 5 mg/ml de lisozima por uma noite na lise e capacidade

floculadora nas culturas de Lactobacillus fermentum.

Lise Bacteriana

Microscopia

1405 (+++)* escombros celulares

1405 NF1 (+)* escombros e poucas células integras
1405 NF2 (+)* escombros celulares

1405 NF1M escombros celulares

(+++)*

1407 (-)* escombros celulares

2571 (-)* escombros e poucas células integras

* Capacidade floculadora (vide Tabela 1)

Foram observadas mudangas na capacidade de floculagdo apos a lise, onde todas as culturas,

citadas na tabela 2, ndo foram mais capazes de flocular leveduras.

Para o estudo da a¢do da lisozima a uma concentragdo de 10 mg/ml na lise de Lactobacillus
Jfermentum FTPT 1405 também foram feitas observagdes ao microscopio optico de contraste de fase,

com o objetivo de observar a formagdo de protoplastos (células sem parede celular). Porém, nio se
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obteve resultado satisfatorio. A lise celular pode ser verificada apenas apos a analise em gel de
eletroforese, onde o melhor resultado foi obtido nos extratos das células tratadas por 60 min com

lisozima.

E reconhecida a dificuldade de lisar paredes de bactérias Gram positivas, e principalmente
lactobacilos (CHASSY & GIUFRIDA, 1980). Com isso varios métodos de lise foram desenvolvidos

procurando associar rapidez e eficiéncia.

Os métodos de extragio de DNA plasmidial que incluem a lise com lisozima, podem usar
quantidades muito variaveis desta enzima e até associar outra enzima no tratamento.
KLAENHAMMER (1984) sugere o uso de 75 pg/ ml de lisozima ou 75 pg/ ml de mutanolisina em
seu métode de lise para lactobacilos. Em trabalho posterior, O'SULLIVAN & KLAENHAMMER
(1993) sugerem o uso de 30 mg/ ml de lisozima num método rapido de isolamento de DNA

plasmidial de Lactococcus e Lactobacillus spp.

VELAZQUEZ et alii (1993) utilizaram 20 mg/ml para lisar Lactobacillus casei e L.
fermentum isolados de fermentagSes de vinhos.

Na técnica de PITCHER et alii (1989) para a extragdo rapida de DNA gendmico bacteriano,

foram usados 50 mg/ml de lisozima.

Os métodos de lise utilizados neste trabalho geraram resultados satisfatorios em relagdo aos
objetivos dos experimentos, sem tornar necessario o uso de quantidades de lisozima superiores a 10
mg/ ml.

4.3. Remocio de proteinas superficiais de Lactobacillus fermentum

O tratamento com Blender apresentou os resultados presentes na tabela 3.
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Tabela 3: Efeito do tratamento com Blender na capacidade floculadora de culturas de Lactobacillus

Sfermentum
Cultura Floculacao Floculagao
do Sobrenadante do Precipitado
1405 (++H)* - +++
1405 NF1 (+)* - +

1407 (-)/()* ; ;

* Capacidade floculadora (vide Tabela 1)

Este tratamento nao foi capaz de retirar as proteinas supostamente responsaveis pelo fator de
floculagdo, ja que a capacidade de floculagdo das células bacterianas tratadas foi semelhante a das

células intactas.
O tratamento em ultrassom de banho também ndo promoveu a remogao das proteinas citadas.

Os resultados se encontram na tabela 4.

Tabela 4: Efeito do tratamento com ultrassom de banho na capacidade floculadora de culturas de

Lactobacillus fermentum.

Cultura Floculacao Floculacao
do Sobrenadante do Precipitado
1405 (+++)* - ++
1405 NF1 (+)* - +
1405 NF2 (+)* - +
1407 (-)/(+)* - +
1407 F3 (++)* - ++
2571 (-) - -

* Capacidade floculadora (vide Tabela 1)
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O tratamento térmico das culturas de Lactobacillus fermentum FTPT 1405, 1405 NF1, 1405
NF2, FTPT 1407, 1407 F3 e FTPT 2571 em banho a 60Error! Bookmark not defined.C provocou a
destruigdo da capacidade de floculago tanto do sobrenadante quanto do precipitado, tendo portanto
desnaturado a proteina supostamente responsavel por esta capacidade. Estes dados estdo de acordo
com aqueles obtidos por YOKOYA & OLIVA-NETO (1991)

4.4. Extracao de plasmidios em Lactobacillus fermentum FTPT 1405

Nas extragOes, seguindo tanto o método de ANDERSON & McKAY (1983) como de
PORTNOY et alii (1981) modificados, ndo foi possivel detectar banda de DNA plasmidial. Somente
uma banda foi detectada e esta correspondia ao DNA cromossomico. Por eletroforese bidimencional
descartou-se a possibilidade de haver um plasmidio sobreposto @ banda de DNA cromossémico

(Figura 2). Estes resultados também foram observados nas extragdes preparativas.

Os resultados negativos na extragdo de plasmidios de Lactobacillus fermentum FTPT 1405
demonstram que nas condi¢des utilizadas ha grande dificuldade de se observar a presenga ou nio de
plasmidios. Portanto os resultados ndo permitem concluir a auséncia destes pois ha possibilidades de

falhas nos métodos de extragéo utilizados.

Até o presente momento n3o foi possivel encontrar ou solucionar o problema existente nos
métodos de extragdo quando usados em Lactobacillus fermentum. No entanto, quando usados em
Lactobacillus plantarum nao se observaram problemas (RUIZ-BARBA et alii, 1991), principalmente

pelo método 1, descrito no item 3.5.1. .(Ver Figura 2).

29



Kb —  —— - CROM.

16.210 _
14174

12.138
10.102 -

8.066 -
7.045 _

6.030 -

T

5.012 -

3.990 _

|

2.972

2.067. _

Figura 2: Esquema do perfil eletroforético do DNA plasmidial de Lactobacillus. (A) padrdo de peso

molecular, (B) plasmidios de L.plantarum e (C) banda correspondente ao DNA
cromossomico de L.fermentum.
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4.5. Caracterizagao Fisiologica

Os resultados dos testes de assimilagdo de agucares estdao contidos na tabela 5.

Tabela 5: Testes de assimilagdo de agucares por linhagens e isolados de Lactobacillus fermentum .

14058 14058 1408 1408 1407 1407 1407 2571 1407 Padrio

NF1 NF2 NF1M P2 P3 F3 *
Galact + + + + + - + + + +
Arabin - - - - - - - - - d
Treal + + + + + + + - + d
Xilose - - - - - - - - - d
Frutos + + + + + + + + + +
Rafin + + + + + + + +w + +
Maltos + + + + + + + + + +
Manos + + + + + + tw tw + w
Celob - - - - - - + - - d
Ribose + + + + + + + + + +

* Dados extraidos de KANDLER & WEISS (1986).
(+) crescimento na presenga do agucar; (+w) crescimento fraco;(-) auséncia de crescimento; (d) crescimento em 11-89
% dos casos.

Os demais resultados dos testes da série bioquimica das culuras estdo contidos na tabela 6.

Tabela 6 : Testes bioquimicos de linhagens e isolados de Lactobacillus fermentum

Catalase Benzidina Prod. Gas Cresc. 15° C Cresc. 45° C Gram

1408 - - + - + +
1405 NF1 - - + - + +
1405 NF2 - - + - + +
1405 NF1M - - + - + +
1407 - - + - + +
1407 P2 - - + - + +
1407 P3 - + + - + +
2571 - - + - + +
1407 F3 - - + - + +
Padrao - - + - + +
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A produg@o de gas foi verificada em todas as culturas testadas, evidenciando serem bactérias
heterofermentativas, as quais além do acido lactico, também apresentaram o CO, como produto final
(ver Tabela 6)

Os testes de catalase foram negativos para ambas linhagens e isolados, como era esperado. O
mesmo ocorreu no teste de benzidina, com a excegdo do isolado 1407 P3 que apresentou resultado

positivo neste teste (ver Tabela 6).

Os testes de assimilagdo de agucares indicaram que as culturas FTPT 1405, 1405 NF1, 1405
NF2, 1405 NFIM, FTPT 1407, 1407 P2, 1407 P3, FTPT 2571 e 1407 F3 pertencem a espécie
Lactobacillus fermentum, pois seus resultados estdo de acordo aos descritos por KANDLER &
WEISS (1986) Apenas a cultura 1407 P2 n3o apresentou crescimento em presenga de galactose
(Tabela 5). Isto pode significar uma caracteristica peculiar deste isolado. Para uma melhor avalia¢do
deste resultado, devem ser feitos testes confirmatorios. Os testes de crescimento a 15°C e 45°C

enfatizam a caracterizag@o das culturas como sendo Lactobacillus fermentum.

Contudo, a analise bioquimica das amostras ndo revelou diferengas entre as culturas
floculadoras e as ndo floculadoras.
4.6. Caracterizacao Molecular

4.6.1. Perfil cromatografico dos acidos graxos de membrana plasmatica de Lactobacillus

fermentum

O perfil cromatografico por camada delgada evidenciou a presenga de acidos graxos obtidos
nas extragOes realizadas com todas as culturas, o que levou a constatar que o método de extragdo
escolhido foi realmente efetivo para Lactobacillus fermentum (Figura 3).
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Figura 3: Cromatografia qualitativa de camada delgada dos acidos graxos de membrana das culturas
de Lactobacillus fermentum (1) FTPT 1405, (2) 1405 NF1, (3) 1405 NF1M, (4) FTPT
1407, (5) 1407 F3 e (6) 1407 P2.
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Os prncipais acidos graxos presentes nos cromatogramas das linhagens de Lactobacillus
JSermentum FTPT 1405, 1405 NF1, 1405 NF1M, 1407, 1407 P2 e 1407 F3 foram: o dodecandico (n-
C 12), tetradecandico (n-C 14), cis-9-hexadecendico (n-C 16:1 9¢), hexadecandico (n-C 16), 16-
metilhexadecandico (n-C 17a), cis-9,10-metileneoctadodecandico (n-C 18:1 9c¢), trans-9-
octadodecendico e cis-11-octadodecenodico (n-C 18:1 9t,11c¢), cis-9,10-metileneoctadodecanodico (n-
C 19cyc 9,10c¢), cis-11,12-metileneoctadodecandico (n-C 19cyc 11,12c), sendo que os dois ultimos
acidos contém um anel de ciclopropano. Os nomes triviais dos acidos sdo: laurico, miristico,
isopalmitico, palmitico, oleico, vacénico, dihidrostelurico e lactobacilico, respectivamente. Qutros
acidos encontrados em menor quantidade foram: o 13-metiltetradecandico (n-C 151), 12-
metiltetradecandico (n-C 15a), pentadecanodico (n-C 15), 14-metilpentadecanoico (n-C 16i), 15-
metilhexadecandico (n-C 17i), heptadecandico (n-C 17), octadodecandico ou estearico (n-C 18). Os
valores encontrados para cada acido graxo estdo contidos nas tabelas 7 e 8. Nao foram detectados

acidos graxos poli-insaturados, nem com grupos hidroxi.

Os acidos contendo anel de ciclopropano, chamados acido dihidrostelurico e acido
lactobacilico, ndo puderam ser diferenciados devido a falta do segundo na mistura de padrdes
Supelco. Serdo entdo denominados respectivamente, n-C 19 cyc (9,10c) e n-C19 cyc A nos

resultados.

Os acidos graxos monoendicos podem ser ciclizados a acidos ciclopropanos pela enzima
ciclopropano sintetase. O acido lactobacilico é formado a partir do acido vacénico e do oleico
(CHALK & KODICEK, 1961; CRONAN et alii, 1979). Existe a ocorréncia natural do acido oleico
como constituinte natural do crescimento aerdbico de Lactobacillus fermentum, tendo papel
importante na adaptagdo a temperatura através de interconversdes com os acidos vacénico e
dihidrostelurico (SUUTARI & LAAKSO, 1992).

O acido lactobacilico é de grande importincia na identificagdo dos lactobacilos. Segundo
RIZZO (1987), este acido constitui 24% dos acidos graxos totais de Lactobacillus fermentum
detectados na extragdo por saponificagio seguida de cromatografia gasosa. Acredita-se que este seja

uma boa ferramenta na diferenciagdo das espécies de Lactobacillus.

Acredita-se que os acidos ciclopropanos sio responsaveis por tornar as membranas celulares
mais estiveis durante a exposi¢do a condigdes adversas. A conversdo dos acidos vacénico e oleico
em acidos lactobacilico e dihidrostelurico ocorrem em resposta a mudangas de temperatura acima de

26°C. Isto indica o grande significado fisiologico dos ciclopropanos em L. fermentum. A reagdo
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oposta ocorre quando a temperatura cai abaixo de 20°C, onde a formagdo de acido lactobacilico é
baixa, assim como a taxa de crescimento do microrganismo. O aparecimento dos acidos
ciclopropanos também esta ligado a outras condigdes desfavoraveis tais como envelhecimento celular
(entrada na fase estacionaria), abaixamento de pH e presenga de oxigénio (SUUTARI & LAAKSO,
1992).

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que programagdo de temperatura do
experimento 2 foi mais eficientes na detec¢do de acidos graxos presentes em menores quantidades
nas amostras (Figuras 4 e 5). Os principais acidos graxos encontrados estdo de acordo com os dados
na literatura para Lactobacillus fermentum (RIZZO et al.;1987, SUUTARI & LAAKSO, 1992).

Os perfis de acidos graxos encontrados em todas as linhagens foi bastante semelhante, ou
seja, ndo houve grandes diferengas qualitativas. Isto pode ser observado nas Tabelas 7 ¢ 8 e

correspondentes Figuras 6 e 7.

Foram encontradas algumas diferengas quantitativas nos acidos graxos dos dois principais
grupos de linhagens: 1405 (floculadora de leveduras) e 1407 (ndo floculadora de leveduras). As
linhagens 1407 apresentaram uma maior quantidade de acido ciclopropano e menor quantidade de
acido oleico (figuras 5 e 6). Isto pode ser devido a uma maior conversdo do acido oleico em
ciclopropano, pois sabe-se ser este seu precursor. O motivo desta maior conversio pode ser
existéncia de alguma condi¢do desfavoravel no cultivo destas linhagens, o que segundo os autores
acima levaria a uma maior produgdo de acidos ciclopropanos. Apesar das linhagens 1407 e 1405
terem sido cultivadas nas mesmas condigGes, observou-se que o crescimento das linhagens 1407 ¢é
mais lento que o das 1405, podendo levar o dobro do tempo para atingir a mesma biomassa. Por 1sso

foram cultivadas em duplicata, para que em 24 hs se obtivesse suficiente biomassa.

Entre as linhagens 1407 (n@o floculadora), 1407 P2 (ndo floculadora)e 1407 F3 (floculadora)
tambem foram observadas algumas diferengas entre as quantidades dos acidos oleico e ciclopropanos,
mas ndo parecem acompanhar alguma diferenga na capacidade de flocular leveduras. Estas diferengas

podem ser devido as condigdes usadas na cromatografia.
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Figura 4. Cromatografia gasosa de acidos graxos de membrana de Lactobacillus fermentum
FTPT 1405 nas condigdes do experimento 2
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Figura 5: Cromatografia gasosa de acidos graxos de membrana de Lactobacillus fermentum
FTPT 1407 nas condi¢bes do experimento 2
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Tabela 7: Composi¢do de acidos graxos (%) de membrana celular de Lactobacillus fermentum
utilizando cromatografia gasosa nas condigdes do experimento 1

linhagem

acido 1405 1408 1405 1407 1407 1407

graxo NF1 NF1M P2 F3
C12 7,6 6,5 6,8 16,3 7,2 8,3
Cl14 2,6 1,7 2,6 3,0 49 6,7
-C 15i - - 0,6 - 0,9 1,4
C 15a - - 0,3 - 0,9 0,8
C1S§ - - 0,5 - 0,8 1,1
C16i - - 0,5 - - 0,9
C16:1 1,8 1,7 3,2 - 5,1 4.6
C16 19,9 16,6 18,6 17,2 16,3 19,7
C17 - - 0,3 - - -
Cl7a 1,5 1,5 1,5 - 2.4 2.5
C17 - - - - - -
C 18:1(9¢) 38,7 449 37,9 42,5 14,8 18,6
C18:1(9t,11c) 14,2 14,5 15,1 6,9 2,5 1,9
C18 - 0,8 0,9 - 0,8 -
C 19¢yc(9,10c¢) 10,1 8,7 7.8 13,9 43 4 33,6
C 19c¢yce(11,12¢) 3,9 3,1 3,2 - - -
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Tabela 8: Composigao de acidos graxos (%) de membrana celular de Lactobacillus fermentum
utilizando cromatografia gasosa nas condi¢des do experimento 2.

linhagem
acido 1405 1405 1405 1407 1407 1407
graxo NF1 NF1M P2 F3
C12 5,8 9,1 8,5 14,6 11,8 10,8
Cl14 2,5 1,8 2,2 2,6 4,0 3,8
C 15i 0,6 0,5 0,6 0,6 0,9 0,8
C 15a 0,3 0,4 0,3 0,6 0,7 0,7
C15 0,5 0,4 0,5 0,6 0,7 0,7
C 16i 0,5 0,4 0,5 0,5 0,7 0,7
C16:1 3,6 2,8 3,0 3,3 4,9 5,5
C16 18,8 15,6 18,5 15,0 14,7 14,7
C17i 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4
C17a 1,6 1,4 1,6 2,1 2,3 2.3
C17 0,3 0,3 0,3 0,6 0,6 0,3
C 18:1 (9¢) 38,0 41,8 36,5 35,8 26,1 22,4
C 18:1 (9t,11¢) 14,4 13,4 12,9 7,7 3,3 3,3
C18 1,0 1,0 L1 1,0 0,8 0,8
C19cyc(9,10¢) 8,5 3,1 9,7 12,1 26,9 30,5
C19cyc(11,12¢) 3,2 2,8 3,4 2,4 1,5 L1
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4.6.2. Perfil eletroforético de proteinas totais de Lactobacillus fermentum

Os perfis de proteinas totais das linhagens FTPT 1405, FTPT 1407 e FTPT 2571 (linhagem
tipo) e isolados 1405 NF1, 1405 NF2, 1405 NF1M, apresentaram bandas semelhantes, como visto na
figura 8.

Os perfis de proteinas totais da linhagem FTPT 1405 e de seus isolados 1405 NF1, 1405 NF2
e 1405 NF1IM foram bastante semelhantes (ver Figura 8), assim como também apresentaram grande
semelhanga com o perfil das linhagens 1407 e 2571 (linhagem tipo-ATCC14931).

Com isto ndo foi possivel diferenciar as linhagens floculentas das ndo floculentas através do
perfil de proteinas totais, partindo-se para o perfil de proteinas de parede. Acredita-se que o fator
responsavel pela floculagido esteja intrinsicamente ligado a parede celular (YOKOYA & OLIVA-
NETO, 1991) e dependente da integridade desta, ja que os resultados mostram que as células

bacterianas lisadas perdiam a capacidade de flocular leveduras.
4.6.3. Perfil eletroforético de proteinas de parede de Lactobacillus fermentum

Os resultados da extragdo das proteinas de parede pelo método 1, descrito no item 3.5.1,
indicam que a adi¢do de sacarose com o objetivo de manter os protoplastos intactos, teve efeito
prejudicial na agdo da lisozima. A lise celular foi acompanhada por microscopia de contraste de fase,
onde foram observados poucos protoplastos € escombros celulares, mas houve predominio de células

integras.

No método 2, descrito no item 3.5.1., as lavagens e centrifugagdes foram acompanhadas em
espectrofotdmetro e indicaram que as lavagens ndo foram eficientes para estas linhagens, ja que a
absorbincia nem sempre diminuiu como o esperado. O centrifugado final de cada amostra foi
analisado em eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS, resultando num perfil muito fraco. Portanto

as amostras foram concentradas por liofilizagdo e novamente analisadas em eletroforese (Figura 9).

Os resultados obtidos na extragio de proteinas de parede ndo possibilitaram identificar
diferengas entre as amostras, pois as metodologias aplicadas foram pouco eficientes neste estudo. No

método 1 observou-se uma baixa formagio de protoplastos quando as células foram tratadas com

.....

em células de Lactobacillus fermentum também foi descrito por NEUJAHR et alii (1973).
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Figura 8 : Perfil eletroforético de proteinas totais: (A) padrdes de peso molecular, (B) FTPT 1405,
(C) 1405 NF1, (D) 1405 NF2, (E) 1405 NF1M, (F) FTPT 1407, (G) FTPT 2571.
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Figura 9: Perfil eletroforético de proteinas de parede das amostras: (A) padrdes de peso molecular,
(B) FTPT 1405, (C) 1405 NF1, (D) 1405 NF2, (E) 1405 NFIM, (F) FTPT 1407 e
(G) FTPT 2571

44



No método 2, as culturas 1407 e 2571 quando centrifugadas nio formavam um centrifugado
compacto, levando a considerar uma possivel migragdo de proteinas citoplasmaticas para o
sobrenadante, onde estariam as proteinas de parede. O acompanhamento das lavagens por
espectrofotometria indicou que haviam perdas durante as mesmas. O centrifugado final foi
ressuspendido e observado seu perfil eletroforético, porém houve poucas bandas e de dificil
visualizagdo. Apos a concentragdo das amostras por liofilizagdo foi feito um novo gel (Figura 9). Os
perfis das culturas 1407 e 2571 apresentaram um maior nimero de bandas e de maior intensidade,
porém possivelmente incluem proteinas citoplasmaticas, devido a sua semelhanga com o perfil de

proteinas totais (figura 8).

Houve dificuldade em se quantificar as proteinas a serem aplicadas no gel, ja que a grande
quantidade de lisozima (5 mg/ml) utilizada na lise elevou o titulo das amostras, dificultando a sua
dosagem pelos métodos tradicionais. Com isto, a comparagdo entre os perfis das culturas nio pode

ser realizada devidamente.

O perfil das outras amostras apresentou bandas fracas, onde se destacam duas bandas de peso
molecular acima de 66 kDal (figura 9). No trabalho de ENDO & TAKAHASHI (1981) estudaram a
genética do fator de floculagdo de uma linhagem B de Flavobacterium onde, apds o tratamento com
guanidina, obtiveram mutantes ndo-floculantes e revertantes floculantes. A analise do perfil
eletroforético das proteinas de parede dos mutantes, revertantes e parentais nio mostrou diferengas
nas bandas, apenas na intensidade das mesmas. Portanto, o perfil de proteinas de parede nem sempre

¢ eficiente na diferenciagdo de linhagens floculadoras e nio floculadoras.
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4.7. Consideragdes finais

Neste trabalho, foram feitas varias tentativas de diferenciagdo entre as culturas de
Lactobacillus fermentum floculadoras e ndo-floculadoras quanto a caracteristicas genéticas e
morfofisiologicas, a fim de relacionar o fator de floculagdo com alguma destas caracteristicas. No
entanto, constatou-se a dificuldade de fazer associagdes diretas entre o fator responsavel pela
capacidade floculadora com componentes estruturais superficiais da bactéria, ou mesmo explicar a
instabilidade deste fator.

Foram realizados estudos, no Japan Collection of Microrganisms-Japdo, sobre o perfil
cromatografico de aminoacidos do peptidoglicano de linhagens e isolados de Lactobacillus
Jfermentum FTPT 1405, 1405 NF1, 1405NF1M, 1407, 1407 P2 e 1407 F3.

Os resultados preliminares mostraram n3o estar de acordo com a literatura que cita a ornitina
como aminoacido predominante no peptidoglicano. Foram encontradas por¢des equivalentes de
omitina e lisina nas culturas analisadas. A lisina é o principal aminoacido da espécie Lactobacillus
reuteri. Portanto, o estudo da composi¢do dos aminoacidos do peptidoglicano das culturas citadas
devera ser aprofundado em proximos trabalhos.

Portanto, permanece em aberto a questdo da identificagdo do fator responsavel pela

capacidade floculadora , o qual devera continuar sendo investigado.
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5. CONCLUSOES

1. A lise de Lactobacillus fermentum, com 10 mg/ml de lisozima a 37°C por 60 min, demonstrou ser
eficiente para posterior extragdo de DNA. Para a extragdo de proteinas, o uso de 5 mg/ml de lisozima

a 37°C por 18 h, revelou resultados satisfatorios.

2. A tentativa de remog@o de proteinas superficiais de Lactobacillus fermentum por agitagdo e
temperatura nao foi observada, indicando que tais proteinas devem estar intrinsecamente ligadas a
parede bacteiiana. Os tratamentos com agitagdo n3o modificaram a capacidade de floculagdo das

culturas, enquanto o tratamento térmico a 60°C inibiu esta capacidade.

3. A instabilidade fenotipica de Lactobacillus fermentum FTPT 1045 foi considerada elevada.
Partindo de uma linhagem altamente floculadora, isolou-se uma colonia de reduzida capacidade
floculadora na proporgao de 598:1. A pa;tir deste isolado obteve-se uma coldnia que reapresentou

alta capacidade floculadora (397:1)

4. A presenga de DNA plasmidial ndo foi verificada em Lactobacillus fermentum FTPT 1405, a qual

poderia ter explicado a grande instabilidade de seu fator de floculagao.

5. As caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas confirmaram que as culturas estudadas pertencem a
espécie Lactobacillus fermentum. Porém, ndo apresentaram diferengas significativas entre linhagens

floculadoras e ndo-floculadoras.

6. O perfil cromatografico de acidos graxos de membrana plasmatica foi semelhante para todas as

culturas analisadas.

47



7. Atraves do perfil eletroforético de proteinas nio foi possivel identificar uma banda exclusiva de
linhagens floculadoras ou nao-floculadoras. O padrio de bandas foi semelhante entre as culturas

analisadas.
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