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1. Introducéo

A floculacgo é um fendmeno apresentado por leveduras, as quais se unem em agregados denominados flocos constituidos por vérias
células. A ocorréncia da floculagdo na fermentacdo alcodlica pode ser causada pela presencga de linhagens floculentas do género
Saccharomyces e por bactérias contaminantes. Nas usinas de acool a contaminagéo bacteriana € considerada a principal responsavel
pela floculagdo do fermento (ALCARDE, 2001; ALCARDE & PASCHOALINI, 2008)

A contaminacdo bacteriana € um dos fatores preponderantes dentre aqueles que afetam a fermentacdo alcodlica, posto que € o0 mais
frequente agente estressante presente. Segundo Amorim (2005), o maior efeito das bactérias na levedura e no rendimento da
fermentacdo é fisico. As bactérias se unem com as leveduras provocando floculagcdo, que véo ao fundo da dorna ocasionando na
centrifugacdo entupimento de bicos, canalizagBes ocorrendo muita perda de levedura, resultando uma queda no rendimento. Este
fendmeno, bastante comum nas destilarias tem motivado a indUstria de acool e pesquisadores na busca de aternativas para esta
questao.

O mecanismo através dos quais as bactérias exercem efeito direto na floculagdo de leveduras ndo esta totalmente esclarecido. Na
floculagdo de leveduras floculentas 0 modelo mais aceito € o "modelo das lectinas', proposto por Miki et a. (1982). Este modelo
propde a ocorréncia de uma ligagdo especifica entre as proteinas (lectinas) de células floculentas e os receptores de manana da parede
celular de células adjacentes, requerendo ainda a presenca de ions célcio, cuja funcéo € a de manter as lectinas em sua conformacdo
ativa.

No entanto, a diversidade dos microrganismos e dos agentes envolvidos na floculagdo do fermento nas dornas de fermentac&o, bem
como o grande volume de mosto manuseado durante a fermentacao alcodlicaindustrial, tornam o controle do processo um desafio de
grande importéncia e dificuldade. A elucidagdo das diferentes causas envolvidas neste processo permitird um controle eficiente e
econdmico do fendmeno da floculagéo.

2. Objetivos




* Verificar as condicoes de ocorréncia da floculagdo da levedura Saccharomyces cerevisiae causada por espécies de Lactobacillus
contaminantes do processo de producédo de alcoal;

* Avaliar o efeito combinado do pH, concentracéo de ions e teor alcodlico no processo de floculagéo;

* Investigar o mecanismo de floculag&o entre leveduras e bactérias.

3. Desenvolvimento

3.1. Culturas de leveduras
Para este estudo foi utilizada a levedura Saccharomyces cerevisiae (FT 134 L). Parareativacdo das células de levedurafoi utilizado o
meio de cultivo liquido YEPD (extrato de levedura-1,0%; peptona-1,0%; dextrose-2,0).

3.2. Culturas de bactérias

As culturas de bactérias utilizadas nos experimentos foram: Lactobacillus fermentum (FT282B), L. plantarum (FT025B) e L. buchneri
(FT414B). Para a reativacdo e crescimento das culturas de Lactobacillus foi utilizado o meio de cultivo "De Man, Rogosa, Sharp” -
MRS Difco 0881-01-3.

3.3. Condices de cultivo de células para o teste de floculagdo

As leveduras foram cultivadas em caldo YEPD por 24-48 horas a 300C, utilizando como inéculo 1% de um cultivo de 24 horas em
caldo. As bactérias foram cultivadas em caldo MRS por 24-48 horas a 300C, utilizando como in6culo 1% de um cultivo de 24 horas
em caldo. Apds o crescimento, as células foram centrifugadas a 3600 G por 10 minutos a 40C e lavadas duas vezes com solugéo de
etilenodiaminotetracético dissddico dihidratado (Na2EDTA) 0,025M, sendo posteriormente ressuspendida em agua deionizada, em
tampé&o Tris-HCI 10-1M, pH 7,0-7,5.

3.4. Relagdo entre as concentractes celulares na floculacéo

Para os testes de floculag@o foi utilizada cultura de levedura com concentrac&o de 10% v/v, com uma populagéo entre 1 a 5,0 x 108
céulas de levedura/mL.

Os testes de floculacdo foram conduzidos com popul agdo superior a 1,0 x 108 células de bactéria/mL.

3.5. Teste de floculagéo

Os testes de floculacdo foram realizados de acordo com o método de Stratford & Keenan (1988), adaptado para a utilizagdo de
suspensdes mistas de leveduras e bactérias. Este método baseia-se na velocidade de sedimentagdo e clarificagdo do sobrenadante da
suspensdo de microrganismos. Desta forma adicionou-se a tubos de ensaio (16 x 150 mm) 3 mL da suspenséo de leveduras, 3 mL da
suspensdo de bactérias e solugdo de CaCl2 5x10-2M em quantidade suficiente para se obter uma concentragdo final de 1x10-2M. A
seguir os tubos foram agitados manua mente por 2 minutos, mantido em repouso por 5 minutos e depois, com auxilio de um pipetador
automdtico, coletou-se 3 mL da amostra do sobrenadante, medindo-se sua absorbancia em espectrof otdmetro a 600nm.

3.6. Efeito do pH x concentrac&o de ions x teor alcodlico nafloculagdo
Para se verificar o efeito combinado do pH, presenca de ions e teor acodlico no processo de floculagdo, foram realizados testes de
floculag@o na condicdo de tampao Tris— HCI 10-1M, pH 7,0-7,5, e testes de floculag&o na condicéo de pH 4,5 e pH 3,0 na presenca

de Cat++ - 400 ppm, Mg++ - 200 ppm e K+ - 1500 ppm, e na presenca de 10% de dcool (efeito combinado pH x ions x teor
alcodlico), umavez que estas variaveis podem ocorrer em conjunto em processos industriais de fermentagéo a codlica

4. Resultado e Discussdo

A floculagdo da levedura Saccharomyces cerevisiae (FT134L) ocasionada pela presenca das bactérias Lactobacillus plantarum
(FT025B), Lactobacillus fermentum (FT282B) e Lactobacillus buchneri (FT414B) pbde ser avaliada pela rdpida diminuicdo da
turbidez da suspensdo das células da levedura, com o decorrer do tempo. Na auséncia da floculacdo, a turbidez da suspensdo diminui
vagarosamente, mas na presenca de bactérias floculantes a reducéo da turbidez € acelerada.

Os resultados dos testes de floculagdo realizados entre a levedura Saccharomyces cerevisiae (FT134L), e Lactobacillus plantarum
(FT025B), Lactobacillus fermentum (FT282B), Lactobacillus buchneri (FT414B) encontram-se na Tabela 2. Para interpretacéo dos
resultados utilizou-se a padronizagéo de acordo com Santos (1991), considerando fortemente floculante (+++) as espécies bacterianas



gue proporcionaram uma leitura da absorbancia inferior a 0,25, mediamente floculante (++) as leituras entre 0,25 a 0,40, fracamente
floculante (+) as bactérias que proporcionaram leituraentre 0,40 a 0,65 e como néo floculante (-) as | eituras (absorbancia) superiores a
0,65.

4.1Avaiacdo da capacidade floculante de bactérias frente alevedura Saccharomyces cerevisiae (FT134L)

Os resultados dos testes de floculacéo realizados com a levedura Saccharomyces cerevisiae (FT134L) e as bactérias contaminantes
encontram-se na Tabela 1.

Os resultados obtidosindicam que L actobacillus fermentum (FT282B), L. plantarum (FT025B) e L. buchneri (FT414B) suspensas em
tampéo Tris — HCI 10-1M, pH 7,0-7,5 apresentaram capacidade de provocar a floculagéo da levedura Saccharomyces cerevisiae
(FT134L).

Para os testes de floculagao foi utilizada cultura de levedura com concentragéo entre 1 a 5,0 x 108 células de levedura/mL e culturas
de bactérias com concentragdo superior a 1,0 x 108 células de bactéria/mL, concentragfes estas comumente encontradas em dorna de
fermentacao alcodlica.

Os resultados obtidos nessa pesquisa confirmam que as bactérias, Lactobacillus fermentum (FT282B), L. plantarum (FT025B) e L.
buchneri (FT414B) sdo hébeis em provocar floculac8o de células da levedura Saccharomyces cerevisiae (FT134L), como ja havia
sido citado por outros autores (ALCARDE; YOKOYA, 2003 e ALCARDE & PASCHOALINI, 2008).

4.2 Avaliagao da capacidade floculante de bactérias frente & levedura FT134L, na presencga de ions, teor acodlico 10%, pH 3,0 e pH
4,5

A capacidade floculante de bactérias frente a levedura FT134L, na presenca de ions, teor alcodlico 10%, pH 3,0 e pH 4,5 estdo
dispostos na Tabela 2.

Na presenca de Ca++400ppm + Mg++200ppm + K+1500ppm + 10% de alcool e pH 3,0, L. fermentum (FT282B), L. plantarum
(FT025B) e L. buchneri (FT414B), ndo apresentaram capacidade de provocar a floculacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae
(FT134L).

Na presenca de Ca++400ppm + Mg++200ppm + K+1500ppm + 10% de &cool e pH 4,5, L. fermentum (FT282B), L. plantarum
(FT025B) e L. buchneri (FT414B), ndo apresentaram capacidade de provocar a floculagdo da levedura Saccharomyces cerevisiae
(FT134L).

Através desses resultados pode-se perceber que a presenca de acool nadorna de fermentacdo pode influenciar a capacidade floculante
dalevedura Saccharomyces cerevisiae (FT134L) frente as bactérias contaminantes. Alcarde (2001) observou que a presenca de etanol
no meio apresentou efeito inibitdrio no processo de floculagdo entre a levedura Saccharomyces cerevisiae (FT134L) e as espécies
bacterianas Lactobacillus fermentum (FT0282B); Lactobacillus plantarum (FT025B); e Lactobacillus buchneri (FT414B) uma vez
que as leituras de absorbancia encontradas para as cepas bacterianas que haviam apresentado habilidade em flocular esta levedura
foram superiores as leituras de absorbancia quando néo havia a presenca de etanol no meio de floculag&o. Portanto, para 0s mesmos
niveis bacterianos estudados, as leituras de absorbancia encontradas nos testes de floculaggo foram crescentes na auséncia de élcool
no meio, com 10% de teor alcodlico respectivamente.

5. Consider agBes Finais

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos realizados conclui-se que Lactobacillus plantarum (FT025B), Lactobacillus
buchneri (FT414B) e Lactobacillus fermentum (FT282B) podem provocar a floculagdo da levedura Saccharomyces cerevisiae
(FT134L) em tampé&o Tris—HCI 10-1M, pH 7,0-7,5

O teor alcodlico de 10% em meio com presenca de Ca++400ppm + Mg++200ppm + K+1500ppm + 10% de adcool epH 3,0e4,5, L.
fermentum (FT282B), L. plantarum (FT025B) e L. buchneri (FT414B), ndo apresentaram capacidade de provocar a floculagéo da
levedura Saccharomyces cerevisiae (FT134L).
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Anexos

Tabela 1: Capaadade floculante de bacténas frente a levedura FT134L, em
tampdo Tris — HCI 10" M, pH 7,0-7 5.

Populacdo Tear Letura | Grau de floculacdo
Microrganismo alcodlico (A)
Levedura: Bactéria (%) 600nm
L. fermentum (FT282E6) 3.0 x 10% 9.0 x 10° = 0,272 ++
L. plantarum (T 10250) 30210550 % 10° = 0,369 ++
L. buchnen (FT1414B) 3.0 x 105 20x 10% = 0.404 +

Tabela 2. Capacidade floculante de bactenas frente a levedura FT134L, na presenca de
jons, teor alcodlico 10%, pH30epH45

Fopulagdo Teor pH 3.0 pH 3.0 pH4.3 pH4.3
alcodlico Leitura Grau Leitura Grau
Microrganismo Levedura: Bactéria (%) (&) de (&) de

600nm floculagio 600nm floculacdo

L. fermentum 3.0 x 105 3.0 x 107 - -

FT2828) 10 1458 1454
L plantarum 3.0 105 8.0 x 108 10 1,465 . 0839
(FTO258)
L. buchner 3.0 x 105 2.0 x 108 10 1,329 - 0918 -

(FT414B)




