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DETERMINACAO DA MICROBIOTA BACTERIANA DE MOBTO E DE DORNAS
DE FERMENTAGAQ ALCOOLICA.

Candidato: Clawdio Bosa Galio
Orientador: Vanderleil Perez Canhos

RESUMD

Fara ! levantamento da microkiota bacteriana
contarinante da  fermentacle zlcodlica, amestras do leite de
leveduras diluido antes da  adiclo de 4cide sulfirico, do
mesno loite de  levedwas apds adic3c e aclo do Acide
sul furico, do mosto adicionade ao mesmo leite de leveduras
agpestradoe e do vinho final da mesma dorna de fermentacio,
foram coletadsy durante o periodo de  Julho a Dezesmbro de
1888, junte & Usinag Costa Pinto de Piracicaba.

A partir das placas de aerdbios em PCA & MRS,
adicionadas de 10 g/l ds actidiona, foram selecionadas 253
culturas das  guais 18 (5,38%) foram perdidas =, portanto,
wuhi lizando-se 334 cul tanas bacterianas, para SETER
identificadas através de mabrizes de similaridade sglocadss
e UR prograce de compubsacio,

A microbions bacherians isolada mosbrou-se
predonpirantensnte Gram-positiva {88,58%), de bastonetes
(57.75%) e de nBo ssporuladeos (73,85%1}.

0 gérerc Lactobscillus se consbtituiv ne  contaminants
mais  Frequente (58,73%3, seguide de Bacillus {28,58%),
Btaphyliococous (5,768%), Hicrococcus (1,58%), linhagens
peErtencentes A Familia Entercbacterizceae (1,48%),
Pediocoocus (1,26%) e Bbrephocoocus (0,70%),

Az linhagens de Lactobacillus foram classificadas cong
L. fermentum {(15,04%), L. belvetious {14,08%:, L. plantsrum
(5,89%), L. enimalis {4,5%%:, L. buchneri {(3,76%), L.
acidophilus (3,07%), L. vitulinus {(2,98%), L. viridescens
{2,35%), L. amylophilws (1.838%), L. agilis (1,25%), L.
revtberi (1,22%), L. delbrueckii subsp, lactis {(1,04%), L.
murinug (1,02%), L. delbrueckii subsp. bulgaricues {(0,71%),
L. coryniformis subsp. torquens (0,71%) e L. sake {(0,42%).

As linhagens de Bacillus forem slassificadas como B,
coagulans {1%,009%:, B. stearothersophilus {6,91%:, H.
megaberiuw {2,43%), B, brevis (1,23%), B, lenbus {5,70%) =
B, pmsteurii (,22%).

Az linhagens de Btaphylocopous Foram classificadas como
8. eohnii subsp. 1| (3,10%), 8. caseolyticus {1,93%), #.
cohni: subsp. 2 (1,42%), 8. hyicus subep. hyicuos {G,85%), 8.
suricularis (0,78%) =« B, epidernidis {0,068%).

A classificegdo de Microccoococus apresentou M. roseus

{1,568%).



A% linhagens de Pediococcus Fforam classificadss como
P. acidilactici (0.87%) e P. inopinastus (0,38%).

4 classificscBo de Berepbococous apresenhon 8,
pneuvmornies (G, 70%).

Ubservou-ss que o trabapento #cido realizado com éoido
sulfirice no  pé-de-cuba, por um bempe aproximads de 2 horas
a pH 2.5, provecou uma reduslBo nddia de 44 .55% na microbiota
bacheriana presents,

o
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DETERMINATION OF BACTERIAL CONTAMINANTS FROM MUST AND FROM
ALCOHOLIC FERMENTATION TaRKS. )

Candidate: Clawdico HEozs Gallop
Adviger: Varnderlel Perez Carnhos

BUMMARY

Samples of concentraded yeast cell suspension diluted
before the addition of =ul furic acid, of the same
concenbraded yeast cell suvspesnsion afber addition and
action of sulfuric azid, of mpust added to the sage
concentraded  yvesst cell suspension collected and of
fermented must from the same fermentsbtion tank, vere
collechad betwesn July and December of 1988, at the Costa
Pinto Bugar Mill, Piracicalka - 8P, to debermine ithe
conbaminant bacherial microfliors from alocoholic
fermentation.

Asrobic plate counts were made in PCA and MRSA added of
19 ppr of ciclohsximide (actidions), and 353 colonies vere
selected, of which 19 were losbt and 334 were ubiliged at the
present work to be classified by the usse of probability
matrices,

it wvas found that the microflora was predominabely
Gram-positive {(88,58%), rod-shaped (87,768%) and nonsporing
£73,85%7.

Lactobacillus sp. wers the pajor contaminant (59,75%:,
followed by strains of the Bacillus (28,.38%), Staphylococcus
(B,.768%5, Kicrocoscus (1,.58%), strains of tha
Enbterobacteriaceae Family {(1,48%), Pediococous {(1,28%) and
Strephoconcs (8,704, '

The Lactobaciilus strains wvere olazsified as L.
fermenbum (15,046%1, L. helveticus (14,08%), L. planterus
(5,69%), L. animalie (4,55%:, L. buchneri (3,76%), L.
acidophilus (3,87%), L. vitulinus {(2,88%), L. viridescens
(2,35%), L. amylophilus (1,88%), L. asgilis (1,25%), L.
reuteri (1,22%), L. delbrueckil svbsp. lactis (1,04%), L.
murinues (1,02%), L. delbroeckii subsp., bulgaricus (0,71%),
L. coryniformis aubsp. Sorguens (§,71%) and L. sabe {6,42%).

The Bacillus strainsg were classified as B. coagulsns
{15,08%), B. stearothernaphilus  (8,81%), B. negaberium
{2,43%), B, brevie {1,23%), B. lenbtus {(0,70%) and B.
pasbeurii {(0,28%).

The Btaphylococcus straing wvere classified as 8. cohnii
subsp 1 (3,10%), 8. caseclybticus {1,92%), 8. colnii subasp. 2
{1,42%), 8. hyicus subsp. hyicus {0,84%), 8. s=swicularis
10,79%) and B, eplidermidis {0,58%), '



Micrococous roseus (1,58%) yaz  &he orly  specie  of
Hicrococous,

The Pediocooous atrains  were clas=sified as E.
acidilactici (0.87%) and P. inopinatus (0, 309%3,

Btreptosoccus prismonias (0,70%) wves the only apecie of
Streptococous.

It was found that the scid trestment with sulfuric
meid, by more or less bwo hours at pH 2.5, decreased in
44 55% the contaminant bacterial microficora initially
preasent .,



1. INTRODUCAO

& processs de fermentacfc alcodlica utilizade na
maiorls das destilariss brasileiras £ o nétodo de Malle-
Boinot, baseade na alimentaco seni-continua de wna série de
reatores cilindricos (dornas de fermentacBo) acs guais se
acrescenta up  indcule de  levedures proveniente de um ciclo
anterior. Durante e depois da alipsntacBs, os actcares do
mOsbo &80 convertidos em dlecool, didkido de carbono e outros
subprodutos, até que z fermentacio geja conpletada. O mosto
Ferwentado passa  as separadoras centrifugas: a fase leve
{vinhel, rica ewm dlcool esgue para & destilaclc e a fase
pesada (leite), rics em leveduras, & tratads com Zcide
sulfirico & recornz ao cicleo.

Um esquens simplificado do procssso  de producBc  de
dicocl pode ser visto na Figura 1,

0 calde de cana se constitul em dtino substrabe para o
crescimento de microrganismos, face acs bteores de nubtrisnbes
orgénicos & inorgénicos gue apresenta, alba atividade de
dgus, pH e tempsratwsa favordveis. Assim, uma anpla e
variada microbiotsa bacteriana enconbra-se normalmente
presente no mosto  utilizade coro matéris-prims paras a3
produclic de agucar & élcocl, come mostram os  dados  de
inameros trabalhos na literatws scobre o assunto.

dlém dissc, fatoreszs como variac®es nas formas de
colheita, terrencs puibo variados, diferentes variedades de
cana, condicles climdbicas wmuito oscilanbes, pragss e
doengas, tipe de bransporte, armazenamnsnto, bempo decorrido
entre o corte da cans & o ssu processamento nE usina, estado
da matéria-prims =ao dar entrada na usina {limpa, suja,
melhade, seca, gueimada, nova, wvelha, desteriorads, con
raizes, perfurada por insetos ), contribuen
significativamente no nlmere de microrganismss na cana de
agucar (BILVA, 19743, :

No setor de extrag3o do calde, oS microrganismos de
importdncis sfic  essencialmente agqueles oriundos do scle &
vegetais. Dantrs egses, o9 bolores, as leveduras, as
bactérias laticas e ssporuladas desexpenhan papel importante
em ur  ou pais ponbos da  wsina. As bachérias acébicas, tem
algums inportdncia ne setor de moendas e das pensiras
remyvedoras  de bagacilho. No sabor de  fermentacBo e
destilacBe os El1CTOrganisncs de importéncia 580
esgencialnente as lgveduras promotoras da fermentacHo
aloodlice & as bactérias ldvicas, principais promotoras de
fermentacfer indesejaveis (BOLETIM  TECORICO COPERBUCAR,
1983},
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FIBURA 1, Fluxograma do Processanento de ProducBo de glcoci de Cana.



As bactérias participan abivamente ns deterioracio da
cana colhida, reduzindo o tempo de astocagen; introduzem no
processos produtos  de metabolismo indseejavels gue  tanbto
dificultan as etapas anteriores & fermentacio como causam
alteragles smbientais desfavordveis &s  leveduras durante a
ferpentacBe] provocan a flesulaglBe e perda  do  fermento;
consomen & SBCArOSe & outros nubrientes do mosto destinados
&s levedurass, aldm de oubros inconvenientes que, somados
poden levar a perdas no rendimento alcodlice da fermentacio.

Como nos  ulbtimos anos o rendimento da fermentaglo nas
grandes destilarias de uma maneira geral pEssou a apressntar
wms nivida tendénciz para a estabilizagdo, pode-ss pensar
gue, sel continuar aumentando & capacidade volumdtrics
instalada, qualquer futuro garho em produtividade sé serd
possivel 2 partir de grandes investimentos en teonclogis.
Fontos comm! gualidade e estabilidade ds natéria-prima;
seleclo de cepas de leveduras mais produtivas e resistentes
as alteracBes ambientais] melhor balanceamento mutricional
do mosto para atender &s exigéncias de nitrogénio, fasfore,
nese & microrutrientes das  leveduras: controle cindtice da
Fermentagdo tvazlo, concentraclo do mosto, concentracio do
vinhe em fermentacdo) € o© rigoross gonbrole microbloldgico
do  processamento, com & sistemdtica eliminacie  de
conbaminantes, preo i san ger  melhor investigados &
conhecidos, para oueE  possan ser  oroposbos  mébodos  de
controle eficazes e sconomicamenbe vidveis,

Diversaz pesqguisas vem  sando degsenvolvidas pelos
setores de Micrchiclogia e Tecnclogia do Acloar & do Alcool
do Departamento de Tecnologia Rural da  Escola Buperior des
Agricultura "Lulz ds Queirdz" (EBALOY de Piracicabs, pels
drea de Micrebielogis da  Faculdade de Engenharia de
Alimenbtos da Universidade de Campinas (UNICAMB), pelo
Departamento de Ricrobiologia da Fundac8o Tropical de
Pesquisas ¢ Tecnclogia "André Tosello" de Campinas, pelo
Centro de Tecnologia COPERSUCAR e« pela FERMENTEC 8/ -
Asgisténcia Téonica em Fermentaglo Alcodlica, visando a
eriacio de ums  metodelogias  prética, pare o eficiente
controle microbioldgics do processo de produclc de dlcool e
aghcar no pais.



Contribuindo com  sssa meba, o pressnte trabalhe  tem

come ohjetivos principais:

al

b

o))

dl

Levantamente da wvariacio guanbitative & guslitativa da
microbioha bacterians contaninante da ferasntacio
alecodlica, junto a Usine Costa Pinto de Firacicaba,
durante un semesbre de zafra.

Verificag8s do efeito do tratamento com dcido aul flricn
realizado no pé-de-cuba, sobre as bactérias conbaminantes
presentes.

Construgle & empregs de nabrizes de similaridade pEra
Bacillus, Lactobscillus, Btaphyioccovceus, Micrococous,
Streptococcus, Pediccoctus e Leuconostoc, com os dados
baseados principalwente no Manual de Bergsy {vol. 2,
188687 e, whilizacl3o do programs “Sistema de Matrizes de
Similaridade” da Base de Dados Tropical, da Fundacio
Tropical de Pesguisas e Teonologia "André Toselle", para
identificac8e des isolados bacterisnos.

Ampliacie de  dados referenbes a muibas espécies
bacterianas, oz guvais n¥o s8¢ mencionsdos na literaburs
existente, e gue poderfic servir na slsborscic de matrizes
mais completas & conggguentensnte pais fuicionais en
novas trabalhose de pesquisss,



2. BEVIBAD DE LITERATURA

Os primeiros relatos sobre contaminactes nosg processos
de farmentapBo alcodlica sfc de PASTEUR €1873), em trabalhos
onds ©  autor menciona & atividade de bactédrias nas chanadas
“doengas do vipnho', .

DEJICHGHE {1588 e  BUICHARD (18987, descraven
picrovganismos conbaminantesz da fermentaclc alcodlica de
wostos de gr8os e beterrabas, citande cono fermentaclas
acidentais a acébica, a lédtica & 3 bubirics.

MORVOIBON (1810), também cita as fermantacBes acética,
ladtica o butirica, como contaninacles acidentais da
fermentacio alcodlica de nostos de gr3cs e beterrabas. 0D
pesmo autor chans a atencle para o fato de gue & fermentacio
acética se satabelece principalmente uande o BOSHO
fermentade permanece por longe periods de tempo & espers da
destilacio.

No Brasil, a primeira publicsc¥o sobre o sssunto parens
zer de NEVES {1838), que menciona come acidentes da
fermentaco aleodlica de caldo de cana-de-aclcar e melago,
as fermentacdes acétieca, latica, butirics & do dextrinio.

ALMEIDA (189403, enfatiza os fatores que propiciam o
apareciments de  infeceSes na fermentacio zlocodlica de caldo
de cans-de-agucar & welago, citando: mds condicBes de
armazenapento de melags, md assepsia da zala ds fermentacio,
w3 limpezs das  dornas e canalizagBes, refrigerac8o
insuficiente das dornas de feraentacBe, auséneia de controle
da acider e nutrientss do mosto, funciondrios despraparados
e auséncis  de assisténcia técnica. Felizmente, hoje, vemos
que muitos  dos  pontos negstivos  pencionades pelo  autor
mereceran & atengic de pesguisadores € profissiconasis  do
rame, com melhoras significativas em relaclo a assepsia,
refrigeracic das dornas, estudos de balanceamento dos
nutrientes do mosto, curses de breinamento a funciondrios
das usinas & assisténeia  téonics de wuniversidsdes e Firmas
privadas.

MELONI (1853, tambén mencions os  problemas  de
infecgles que ocorrem na fermentacBo alcodlica, citando as
fernentagdes acidentalis Jé colocadas por oubros aubores, am
trabalho sobre a teonclogis da producSe de etancl,

in



BALLI (19617, enfatiza © problema das fermentacles
indesejdvels na ferwmentaclo alcodlica, nencionando as
fermentagBes acética, litica, butirica, do dextrénic e do
levanio. Atribut  a fermentagBo acdtica principalmente as
eapécies Acetobacter aceti, &, pastewrisnum, &. acetosum, A,
kuntzegiamam ¢ A,  suboxydans: a fermentacho latics
principaimente ds espécies Lactobacillus acidophilus, L.
bulgaricus, L. casei e L. leischmanii e Streptococous
imctis] = fermentacSo butirica 4s sspécies Clostridium
pasteuwriamm = C.  saccharobutyricwm:; = fermentacio do
dextranio a Leuconpstoc mesenterdides & a fermentaclc  do
levinio 2s espécies dos génercs Bacillus, Aercbacter o
Streptococous.,

Pelo breve histérico colocads, a respeito dos problenas
sncontrados com  fermentacBes indesejiveis na fermentacio
alecodlica, nota-se que & produclBo de Alsool a partir de
cana~de-agicar enfrenta sérios problemas s=n relacBs a
contaminantes, pois a matéris-prima leva consigo pars dentro
de indistris uma grande guanbtidade de microrganismos que
tanto podem fazer parte da sua floras epifits come estar
prezente na terra aderida aos colmos, raizes e folhas. Canas
saudavels podem conter 0% a 102 bactérias/g e (0% 5 10°
bolares e leveduras/g (MAYEUX, 1860; DUNCAN & COLMER, 18647,

DUNCAN & COLMER (1884), isolaram da cana-de-aclicar 198
bactérias gque foram classificadas come Aerobacter cloacae,
A, merogerws o Escherichia coli. As bactérias pertencentes
ac génerc Aercbacter apresentarar grande importincia por
produzir goma, oome anseriormente referido por RERKUITH
{1831y,

Oz microrganismos mais comumente encontradeos no caule
du  cana s8o bactérias dos - géneros Flavobacterium,
Xanthononas , Feeuwiononas, Erterchacter, Erwinia,
Lewconostos, Bacillus & Corynebacherium (SHEHATS, 1860
TILBURY, 1970:, =21ém de bolores, e leveduras come, Candida
Baccharomyces, Torula e Pichia (BEVAN & BOND, 1871).

Alguns auvbores $ém se preccupade com a deterioracBo da
cana apds a colheita, verificando os produtos formados, ben
cone as populacles presentes e o tenpo necesséric pars gue a
deterioracio ooorra.

HRUTJIN (1€6886a), wverificando os produbos que bornan a
cand nencs  apropriada para o processaments devido ac atague
dos microrganismos, oheervou  um sumanto gt acidez,
diminuiglo da purezs & zumento da percentagem de sdlidos ne
caldo com o aumento do periodo de estocagen. O mesmo autor
{1866k, isolou e comparou ¢ polissacarides formade n=s cana
detericrada, a0 produteo formade pela acBo de Leuconostoc e
concluiv tratar-se de un  polimero de glucoss, com cadeia
simples, idéntice & dextrana.



TILBURY (1868), estudou 2 biodeterioracdc da cana
colhida & wverificou o auwmento da pepulacdo microbiana,
particularnente dos lactobacilos, levedwrss e bactdrias
aciddfilas, en relacic  as tenpo de estocagen. O=
picrorganismes  foram selecionasdos de acords com =z sus
capacidade de deterioracic, sendo os  lactobacilos os
principaie, emborz algumas leveduras tambén tenham produzido
inversdo. A identificag8o de B0 lactobacilos, mostrou que as
especies predominantes foram Lactobacillus plantesrum & L.
casel, gue Jjuntamente com Leuconostoc pesentercides se
mestraras as  bactériss mais freguentes apds 10 dias de
eshocsgon.

BEVAN & BORD (1971}, com o intuitoc de eshudar as
bactérias presentes desde & cana verds até =a fabrica,
isolaram microrganisnos peErtencantes aos generos
Baccharomyces, Torula e Pichia; bacilos de  soclo,
principalmente Bacillus cereus, Pseudonmonas, S8treptomyces
produtores de Acidos € bolores do  bipo ascomicetos, sendo
gque bodos mebzbolizam agtear rapidaments e sHo resistentes a
temperatwras de 20-05°C. Das rachaduras provocadas pelo
crescimente do  colmo, foram 1solados gooos, principalmente
pertencentes as génera Leuconestoc, aspéeies de
Baccharomyces, grands variedads de bolores e alguns
bastanetes produtores de acidos. Todos os microrganismos se
mostraram muibo abivos, noestrande gue essas  fendaz  se
constituem en excelentes sitios para o desenvolvimento
microbianc.

A& gueima da cana, pratica muite ocomum, que elave a
tepperatura do caule a S5-85C, apsrentemerte n3o desbrdi
muitas bactérias assporogdness termossensivels, uma vez que
as mesmas  Len eido encontrades pinubos apde 3 queimsda. £ o
caso de Leuconostoc mesentervides, que apsrece com  igual
frequéncia antes ouv depoie da queima (BEVAN & BOND, 18713, .

A cera gue snvelve o oolmo parece bter ums atividade
bacteriostatica e, com a sua rebirada pelo calor, através da
gueina, 0% Rpicrorganismos podem  orescsr mEis livremente,
utilizande como wmeio o calde exsudado. Como verificado por
HAYEUX (1880}, o exsudade dos colmos quentes e dmidos pode
conter cerca de 10° bactérias, bolores & leveduras por
Grans .
' Assim, o calde de canz apresentaréd um cerse nlmerc de
microrganismes & dadas as condigdes naturals oferscides pslo
calde gque £ rice em nutrientes, estes microrganismos bém a
possibilidade de  se multiplicaren. Além disso, focos de
conbamirmelo nas  moendas, essteiras e outros eguipamentos,
contribuen no aumento da microbicta bacterians presente.

~



Ae condicBes peculiares de cada etaps do processo de
producie de dlcool, selecionarfc o desenvolvimenbo de cerbos
mierorganisnos; sende  assim, o pH relativamente baixo dos
caldog das moendas favorece o crescimento dos mlororygani snos
aciddfilos como Leuconostoc & Lactobacillus (SEVAN & BOND,
1971, BHARPE et al., 187%2; TILBURY, 1875). Por outre lado, &
zlta pemperatwra aszociada aos valeores de pH  limitam o
dessnvolvimento wicrobiano, favorecends os termafilos
ezporulados  como a8 espécie B, stearothermophilus  (Mac
MABTER, 1975 Mac MABTER & RAVND, 1975) e espécies de
Clostridium {(CLARK et al.; 108G).

0 prejuizoc meior causado por esses microrganismos € a
degradacdo da  sacarose. Dessa degradeclo resulta a formacHo
de &cido latico e dcido acdtice, come principais &dcidos
orgénicos (FORT & LAURITZEN, 1438; PERQUIM, 194G; STARKE et
al., 183Z; CARRUTHERS & OLDFIELD, 186%: BEVAN & BONDE, 19715,

Desta forma, o papel desses microrgsnismos ndo pode ser
ignorado devido as perdas de aglcar disponivel, bem como
pelos problemas que seus mebabdlitos causam a indlztria. Ja
se verificou que os caldeos deteriorades demandan paior
quant:dade de cal para a sua alealinizacBo; a sua
sedimentaclo ¢ mals lenta e a gualidade do caldo € mais
pobre. & formacglo de goma causa problemas nas operastes da
indistria por aumenbar a viscosidade, dificulbande a
clarificaglo, evaporagBa, cocglo, cristalizacdo, bem cono
leva a2 entupimentos nas tubulacSes, centrifugas, peneiras e
crocadores  de calor (EGAN, 19835, 1966; FOSTER, 10609;
TILBURY, 1975:.

ALFORD & MacCLEBKEY {18425, isclaram a partir do caldo
de cana, grande mmere de Leuconostoc npesentercides e L.
dextranicus,

PEDERSON & HUCKER (1948), isolaram variss espécies de
Bacillua do caldo de cana fresco, juntamente com bacbériss
pertencentes aos géneros  Achromobacter, Filavobacterium,
Hicrocooccus, & as espécies Escherichia coli e Leuconostoco
mesenhergidos,

FAVILLE (1947}, isglou linhagens formsdoras de goma a
partir de caldo de cana, identificarsio-as come Leuconosboo
eesenteroides.

TILBURY (18967), isclou a partir do calde de cana,
Levconostoc mesentercides, Lactobscilius plantarum, L.
cagel, coliformes, espécies de Bacillus e teveduras
produtorss de  invertase pertencentes sos ofneros Torulopsis
e Candida.



A limpeza fisica dos eguipamentos ajuds = reduzir o
acimule  de gonas, mas ndo evits o crescimento  dos
mucrorganismos noe  caldo que circula nos eoul panentos. Esse
calds € wm  ewcelente peic de arescimenbe para  muibtos
Riororganismos  conbaminantes gue enbram cobh a cana-de-
agtear. Embora o Leuconostos gsteja consbantemente lenbrado
come causador de problemas na linhs de calido, outros
microrganisnos s8c também importantes = em algumas condicBes
poden se  tornar msis relevanbes. Assin, algumas bactérias
Bram-negativas como Klebsiella e Enterobacter, habitantes
naturals de plantas, incluzive da cana~de-aglcar, =80
capazes de se dessnvolver nos equipsmentos de exbracio e
transporte do  cmldo, e apressntan sigumas aspecies
produtoras de  biopolimercs de forma gomosa,  Dutras, como
Acetobacter, costumam se desenvolver en locais onde o
contabto com o &r & muite  intensc, come Ao "oush-cush”
(YOKOYA, 1888),

Ainda em citacBo de YOKOYA (1988, RICIOrgani suos
habitantes do  solo, come Bacillus, podem ser carreados 80T
squipanentos de extraglo do calde, junbamente com o solo
aderide a superficie ds cana. Uma vez na usina, havendo
condigles favordvels, & normalments hd, podem se fultiplicar
causando transtornes ao processe e, além disso, Bacillus
termdfilos sfo bactérias importantes como deterioradoras
para usuvArios de agdcsr, na fabricaclic de bolos, doces e
produtoz enlatades.

Com relaclo acs conbaminantes da linha de caldo, sabe-
se gue ha uma perda de sacsrose, gue varia de 1,0 kg de
sacarcse/ tonelada de cana quando as condigBes higifnicas &
operaclonais  s8c  satisfatdrias a 2,5 kg de sacarose/
tonelads de cana, gquando nem as condicBes higifnicas & nem a
eficiénoia nas operagBes slc boas (YOKOYA, 18837,

Estudos feitos em Feading {Beino Unido}, Brechim Castle
(Indias Ocidentais) e Illovo (Africa do 8ull, indicanm que
13% dessa perda é devido & inversf8o quimica, 25% devido &
atividade das enzimas livres e BZY% devideo ao crescimento
wicrohiano nas moendas (TILBURY et al., 1977). Teoricamente
é possivel eliwinar sssa perdsa de B2% de sacaross pelas
medidas higiénicas e sanitérias adequadss, Entretante, na
prética, esse limite € pouwco provével de ser atingido.
Arraves do  uso de prédticas adequadas de limpeza e aplicaclo
correbta de agentes antimicrobianos, bem~ae  conseguido
redurir 17-35% dasg perdas  de BACHIrOSE O CRUSSY
picrobianas {(YOROYA, 198G,
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0 calde misto, gue € wma wmistura dos caldos das
diversas moendas, ¢ um meio favordvel ac desenvelvimento de
ruitas espdcies microbianss por apresentar tm brix de 10-18,
pH  5,0-5,8, temperatura  de 25-30°C, aminchcidos, sais
orgénicos e inorgénicos e outros nubrientes. As contagens
bacterianas sdo ds ordem de 10® a 107/ml] quando @ cana &
sadia, podendsc atingir valores de 10 bectérias/ml gquando =z
cang ndo € sadla ou ficou armazenada par longos periocdos de
vempo aguardando & moagem (SILLIKER & ELLIOT, 1980).

Entretanto, apesar de ser wum peio propicic, ndo =30
todas as bactérias gue s8o capazes de competir e crescer no
caldo misto. As bacterias lébicas sHo as mais adaptadas
{MacMABTER &  RAVNO, 1975), particularmente Leuconostoc
mesenteroides (PEDERBON & HUCKER, 1946 [ MoCLEBKEY et a=l.,
18471},

LiMA et al. (18743, ENCMLraran  como  principais
contaminantes do caldo misto Leuconostoc dextranicum, L.
mesentercides, Enterobscter aserogenss, Bacillus coagulans,
B. circulans, B. pegaterium = Pseudomonzs.

A alarificscio doe caldo misto, auxilia muite na
eliminaclio das células vegetativas, porém  as formas
eaporuvlades poden permanscer vidveis (SKOLE et al., 1977).
Assim, apds o clarificador, gue .apresenta Lenperaturas
proximas a  100%C, foran isolados bastonstes esporulados
identificados como Bacillus megaterium (BEVAN & BOND, 1971:.

CLABK et al. (1880), mostrarans  gue espéciss  de
Ciostridium tanbén podsm sobreviver aos tratamentos bérmicos
ubilizados no processo de  obtengBo de aglcar & dleool, a
Fartir de calds de cana-de-agicar.

AMORIN et al. (1981, =o examinarem amostras de
diferentes deatilarias de vériass regifes do FEstado de 880
Paulo, verificaram gue as bactériass contaminantes podem
levar a perdas signifigativas no rendimento alocodlico,

AMORIM & OLIVEIRA (1882}, se referem &z bactérias
peritencentes  aos  génercs  Acetobacter, Lactobacillus,
Bacillus, Clostridium, Enterchacter, Leuconostos =
Brreptococous, coma  sendo as  mals atuanbes & geralmente
associadeas com  fracassos da  Fermentaclo alecodlica devido a
formac8c de &cido latico e outros dcidos orginicos.

RODINI (1883}), trabalhando com amostras de vinho de
dornag em final de feramentaclBo mleodlica, identificou cono
principais bectérias contaminantes:! Bacillus subtilis, B,
negaterium, B. brevis, Acinsbobacter calcoaceticus,
Lactobacillus sp, Micrococcus lviae, Leuconostoc
rpesenteroides ¢ Planoccocous sp.



Gutro problema que comuments ocorrs ns fermentacic
sleotlica ¢ a flooulacle do ferments - formacdo de flocos
conpostos de  cédlulas de  levedurss = boctériss. SERRA st al
11973}, detectaram vérias espéeies de Bacillus associados a
FloculagBo, bem como umza  linhagen resisbente ac tratamente
acide ubilizado no preparoc do pé—de-cuba, identificada como
Bporolactobecillus. S8scunde o= mesmos aubores, a floculaclo
parece ser devido a presenga, nas bactérias, de uma caps
mrobelcs, de naturezs gelatinosa, ascosrretandc sssim &
fixacBo mecBnica das células de leveduras. Ainda segundo os
gesmos autores, o principal efeito desta infecelc que leva a
floculaglo, consiste no aumente do bempo de fermentacfc, com
reducdc de sproximadamente 15% no rendimento fermpentatbivo.

Estudos recentes nas dornas e na  linhs de aplcar das
usinas, indicam gque algumas linhagens de Lactobacillus s3o
responsévels pela  FloculagBo (YOKOYA, 18989). 0O npecanismo
envelve a interaglo de polimere sxcretado no meic oy XGOS EO
na superficie da céluls bacteriana. Hé um consensoc geral de
que © lon célcio formz & ponte com © polimerc anidnice da
superficie da levedura. Hé sevidéncia de que o grupe
carboxilico da  proteina da parede celular representa esse
grupo anidnico.

Na tentativa de controle de infeceBes na fermentacBo
alocodlica, diversas praticas envolvends a utilizacSo de
agerites antimicrobiancs vénm sendo adotades. A aplicasco de
acido sulfdrice no prepsro do pé-de-cuba & wma pratica nuito
utilizada, &4 penicilina V &cida é normalmente empregadas no
controle de cocos & micrococos {(AMORIM & OLIVEIRA, 1882).
Dutros COBPOF oS testados = reconendados s#o o
pentaclorcfencl (BAI, 1845; BARRETO, 1949; ALMEIDS & LIMA,
1953; AYRESD, 1988y, associagtes de penicilina &
cloranfenicol (AQUARONE et al: i888) e penicilina &
potéssica/ hexaclorofeno/ cloranfenicol associados (BATO et
al., 18346},

Entretanto, vale lembrar aque ndo se deve ubilizar
pentaclorofenal { hidrocarboneto clorado), face &
intoxicacBes graves e mesme  fatals, entre os trabalhadores
de indbetrias de sintess e entre aplicsdores do produtc. As
principals vias de introducBoc do pentaclorofencl s3o a
dérmica e a respiratdria, bendo come principsis sintomas:
irritagdc das mucosas cculares € da gargsnta, cefaléia,
fadiga, febrs alta (40-42°C), sudorese excessiva, dispnéia,
dores abdominzls, baguicardia & coma. Efeiscs carcinogdnicos
e mutagdnicos mostram dados bastante controvertidos na
literatura s respeito (S8IQUEIRA & FENICOLA, 1881).



2.1. Taxononia MNumérica e Hatrizes de Sinilaridade

A baxonomia mumérica foi introduzida por Peter Sneath e
Robert Bokal aso redor de 19860, ssgundo GOODFELLOW =% al.
{1985}, e sus colaboracdo resultou em alguné crabalhos
publicados & inclusive en 2 livros: Principios de Taxcnhomis
Numérica {18637 o Taxonowmia Numérica {18737,

Os dois  primeiros trabalhos de S8NEATH (1857), aobre
Lawononia rumérios com aplicacis de copputadores,
revolucionaram a classificacdo migrobians,

& classificagdo pela taxoncmia mmérics deve ser
beseads em  muitas caracteristicas, uma  ver @ que =
gimilaridade pode ser irreal gquande se utilizam poucos
caracter=s, Nesse ponbe, difere da taxonomia <¢llssics gus
slege poucas caracteristicas consideradas importantes.

Gutro problems enfrentado na  taxonowisz niwerica foi o
de conziderar 05 pesos das caracberisbicas  segunds  aloum
esguens, ou de e dar pesoc eguivalente para cads
caraoheristica  testada, no cfmpute dos coeficientes de
similaridade. Como na taxonomia numdrice se sbribyl o pesmo
pesc para todaz as caracteristicas, & wmais um ponto que
diverge da tbtawopomia classice, onde ze slegen determinadas
caracteristicas coms B3ig significativas e relgvantes na
identificacSo de un dade microrganisme, conferindo & essas
ur pesc paior na hora da construcSc des chaves dicotfmicas
de classificagio.

futroe  aspecto importante, porém  ainda  bastante
controverside, diz respeite ac nimero satisfatdrio de
caracteristicas @ ser considerado e guais ss caracteristicas
nue devem ser conslderadas.

A baxoromia mumérics tem ubilizasdo todos os tipos de
caracherss & parecs ndo haver razlo pars preferir um tipo
ou oubre {morfologia gxherns, morfologia interna,
histologia, bioguinmica, conportamerite, ete...). Nio ha
sviddncia clara de gue existam classes de genes codificando
para olasses de caracheres. & maioria dos genes afebs varios
caracteres & = maioria dos carachteres ¢ afetads por mails de
ure gene {(BOKAL, 1985},

Em relaclo ao nimero de caracteres, £ smpirico afirpar
gue claseificacBes numéricas tornam-se estdvels gquando wm
nimerc raToédvel, por  exemplo, B0 caracteristicas, &
empregado, Quando o nimers de caracterss £ aumentado
substancizinente, por exemplo 100, a estrubturs taxondmica
resultante ndo ird diferir muito. E uma assintdbica onde a
similaridade wms ver aproxipada, nfo ird sudsr puito com &
adiclo de um nimsro significative de caracterss (80KAL,
18835,



Justificativas para & aplicaclo de nétodos muméricos a
um bance de dedos  consistindo de um  ntmere limitado de
caracteras, podem ser encaontradss rno brabalhe de LOCKHART &
KOENIG (1863}, FEles concluires gque & exclusfo do gue eles
changram de caracteres secunddrios,levou basicanente ao
mesno resulbtado gue eles haviam obtide considerands todos oz
caracteres.

BOKAL & ROHLF (19703 e ENEATH & BOKAL (19733,
realizaram varios ensalos onde mostraram que ndc ha  uma
correlagloe  direta  entre o @ aumento  do nimere  de
caracteristicss testadss e a estabilidade da classificacSo
FARer ica.

GOKAL  vem trabalhande com variacBes no mupere de
caracterses beatados e a influéncia do awments do mmero de
caracteres de uma tmica classe & também de una mistirs de
classes de  carscteristices, sohre = estabilidade  da
clasgificacdo, Como tals resultados ainds ndo sst¥o  bem
definidos, assume~se gue ocorrem  poucas mudancas na
classificaclo se um nimerc aprecidvel de caracteristicas for
utilizado.

Hecessariamenke, uma sonsideraglo inicisl em taxonomiaz
numérics foi = de se desenvolver satisfatérias pedidas de
senelhanga. .

O cosficiente de similaridade de JACCARD foi empregade
o brabalho ploneiro de BREATH (18%7) & o coeficiente de
simples parsanentc fol proposto por B80KAL & MICHENER {19583,

As modificacdes que tem aparecido geralmente dizem
respeito acs cosficientes de similaridade e as andlises dos
agrupamentos  dos milcrorganismos. Hm grandes mwmers de
cosficientes de similaridade ten sidp publicedo rios Gltinos
anocs. - '

fla coeficientes wais freguentensnte ubilizados em
microbiclogia ado oz de JACCARD (1G08&3, CATTELL (18497,
S0KAL, & MICHENER {i855) E GCWER {(1971).

Ssgurdo COLUELL & WIEBE (1870), os bestes taxondmicos a
seren enpregados, ndo devem ser padronizades pars bodos os
esbudos = devern contemplar caracteristicas eszenciais.
Aszim, uma bateria de testes essenciais apropriados deve ser
sorbads pare atender satisfatoriamente & identificaclc de
grupes picrobianos especificoes.

O géneros  Peeudomonaz ¢ Vibrio s3o os mais estudados
en taxonomia numdrica, embora muitas outros tenhan merecido
z atengio dos pesgquisadores nesse campoe.

Joe



Para as bactérias Grar - negativas, muitas definicdes
de génercs, reorgsnizacles de géneros identificacBo de
especies, foran conseguidas gracas mos estudos com LaMORonm LA
numérics, elucidandn WUILOE  Eonbos desconhecidos pels
~ taxcnomia classica. Logicamente nem  todas as mudancas na
taxonomia de bachérias Gram - negatives deven ser atribuidas
2 taxonomis rundrica, mse  Bem divida ela beve infludnois
significativa, como pode ser visto =1 muitos trabslhos
citades por MacDONELL B CQOLWELL ¢1o85),

Salve algumas exceebes, as correlacles enbre os
resultados de  andlises com taxonomiz numérics e o3 estudos
de hikridizacglc [NA-INA e INA-RENA, ten sidc excslentes
{MacDONELL & COLWELL, 188%).

Embora taxonomia nuwsérica tenha se mostrado uma maneira
satizfatdria de classificac8o e identificacSc bacteriana,
exiaten zindas alguns grupos de bactérias gue tem sido quass
ignorados. Un  exempleo bipice s8c oz lactobacilas = quE ]e
constituem en  bachérias sconomicamsnte importantes e
anplamente distribuidas {(PEIEST & BARBOUER, 1883).

A astusl colessificeselc de Lackobacillius, baseada nos
estudos de  CORLA-JENSEN (18183, envolve a divisSo do géners
i 3 SUbGruRos - O subgéneros: Thermobacteriues,
Streptobacteriua e Betabacteriue.

Thermobachérias podem ser divididas em 2 grupos:
gapéoiss con  baixo contelde de fuanina e Lisosinag {34~
A%y coms L. acidophiius, L. helveticue, L. jensenii e L.
szlivarius ¢ espéciess com nalor contetddo de B + 0 (50%7,
coms L, bulgaricus, L. delbwwesikii o L. leichmanii {ROGBOBA,
19743,

Bimilarmente, EBtrepiobacterium conpresnde L.
yamanashiensis (DARE et al., 1877) e L. xylosus, conr baixs
composiclo de hases (33-35%) & varias espécies com conteldo
G+ 0 mais alvos (44-47%), ssgundo EOBODA (18745,

Finalmente, Betabacterium contém varias espécies oom
baixe contedds de B 4+ € (42-45%) e com slto contedde de G0
(52~-53%1, tembém ssgunde ROGNSA (18749,

Andlises da parede celular, de acidos nuclieicos e
aodelos enzimabicps  tem side ubilizados para baxonosiz de
Lactobaciilus (HILLIAMS, 1875; WILLIAME & SHAH, 1879:,

Da pepbidecglicancs dz pareds dos Lactobacillius
apresentaln um betrapeptideo: L-ALS, D-Acido glutémico, um
diamincécide e D-ALA, ligado ao dcide nurfinmico em ligacHo
cruzads abtravés do dianinodcide na posiclc 3 de um peptidec
a D-ALA na posipgBo 4 de outro peptideo.

Duss espédcies, L. ruminis e L. vitulinus, diferem das
densie & contém acideo diaminopimélico (DAP) em luger de L-
LYZ {(diamingédcidalr, ligado via D-dapirtico & D-alA {BHARPE
ot al., 1973,

A espécie Lo plantarue conbém  tanbdém  Acido
disminopimélico (DAP), maes nBo contém nem D-ABF nem L-LYE.
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Embora a msiorie das batabactérias apresente &
configuragde L-LY8-D-ABP ~ D-4LA, variagBes ocorrem, como

por exemploc em L. cellobiosus, onde LYB é substituido por.

ORN &, em L. wviridescena, onde diferentes arranjos de
Ligacfes cruzadas aparscem (BCHLEIFER & KANDLER, 1977).

HAUBER B  8MITH (1864}, reslizaran estudos de taxonomia
numéricas com lactobacilos isclados de gueijos, wutilizando
102 caracteres e reconhecendc 3  agrupamentos, tends o
agrupanentc para L. brevia apresentado consideravel
heterogensidede, com baixes valores de similaridade.

BARRE (1968}, também trabalhou com taxonomia numérics
para lactobacilos isolados de vinho, utilizanda i
caracteres e consegulnde £ agrupsmentos, wm  incluindo L.
casel & L. planbarum e o outro incluinds L. buchneri, L.
fermentim & ¥ linhagens n8o identificadas.

Murtos problemas foram enfrentados na identificacio de
Lactobacillus de destilarias de ulisgue, usando os esquemas
tradicionais (MACKENZIE & KENNY, 19635; BRYAN - JONEZ, 1975:.

LABAN et =1, (1878}, citados por PRIEST & BARBOUR
(18050, sxaminaram 180 lactobacilos isclados de produtos
carneos, principalmente de salsichas, uvsando o sistema AP
50 L e agrupande oz dados por andlise nundrics. Seis
agrupanentos foram  reconhecidos, mes um  altc mimero de
linhagens interasdigrias fol obtido, dificultando muits a
distinglio enbrs o3  agrupamenbtos. Agul, os  lactobacilos
rgclados, diferiream consideravelments daguelesn de origenm de
derivados de ieite.

Face a estz2 situacBo insatisfatdria, ume andliss de 146
isolados bacteriancs de destilarias de wisgue 32 linhagens
referéncias de Lactobacillus foi efetuads com a finalidade
de classificé~les, usandce ptéonicas numdricas & gonstrucio de
uln esguena de identificacBo (BARBOUR & PRIEST, 1983). Foram
ubilizados 1688 caracteres para o estuwdo, chegande & 87
fendbipos definidos, poresm, poucos puderanm ser identificados
devido & falts de linhagens-referéncia especificas pars
agrupar ook os isclados de destilarias. Asszim, os resulbados
indicaram gue os isclados de destilarias nSo eram variantes
das espécies conhecidas, mas provavelmente representavan
aspecies ainda nBo describas.

880 varics os problemss encontrados nas analises
rmaméricas de Lactobacillus, pars se avaliar as percentagens
de similaridade pars definmcio dos agrupamenstos. A& soluclo
para sstes probhlemas ndo é simples e, composicio de bazes do
N4, anadlises de reassocisgdes e dados quimicos, parecem ser
SESENCIALE.,



LOGAN & BERKELEY (18817, trabalhlands oon  btaxonomia
numérica para o género Bacillus, aplicaram 139 testes para
508 cultburas e chegaram aos  ssouintes sgrupanpentos,
utilizando o coeficiente geral de sinilaridade (8g) de GOHER
{18785 grupo §: Bacillus cersus ¢ B, thuringiensis; grupo
11} B, alvei, B, brevis, B. firaus = B. lentus; grups [11:
B. sphaericus & B, pastewrii; grupo IV: B. negaterium & B.
subtilis; grupe V: B, circulans, B. polyvmyxa e B. macerans;
grupe YI: B, cosgulans e B. stearotheramophilus,

Andlizes numdricaz de PRIEGT et =ml. {1981}, bassadss em
dades publicados por GORIOON et wl. {1973}, mostraram 6§
agregados de Bacillus, os gualis estiveran bastanbe de acordo
com s de LOGAN & BEBRKELEY (1881). Algumas diferencas
ARSreceran, CoBd  por exemsplo: B, alvel agregado melhor com
B. polymyxa = B, macerans do gue com B, firmus; B. coagulans
agregade selhor com B, polyeyxa do  que= con B,
atearothernophilus. Assim, fice evidenciads a necessidade de
confirmacdo das classificapdes numericas COm extudos
quimicos e gendticos.

O género Bacillus 2 gendtica & fisiclogicamente muibo
diversificado ¢ o5 estudos numdricos tem sido apoiados por
dados de resssociacio de DNA. Az sspécies B, cereus = B.
thuringiensis gus en estudos de taxonomia numérica aparsecan
Junbtos (LOGAN & HERKELEY, 1881, PEIEST et al., 1881:,
apresentan uma howologia cromosadmics muiho  grande
(BOMERVILLE & JONEE, 19727, enguante gque, B, pumilus B,
licheniformis & B, subtilis gue ndc aparecem Junhos en
estudes de baxonomia nusdrica, tem poucas segquéneoias de DNA
em oomuge (O DONNELL ot al., 18803,

Ern relacls .ac género Btreptococcus, JONEB (1978},
considerou o  grupo fecal como bastante heteroglnes uma vez
wue conbinha oz organisnos  denominados  enherococos  pala
diviado de SHEEMAN (1937 & tambén Btrepbococcus bovis ¢ 8,
equinue, gue sSo fisiologicamente diferentes, e que na
clesesificaclo original de BHERMAN (1937), estavam colocados
o grups viridans,

45 espdoies de enterococos (8. avium, B. faecalis, H.
faecits, 3. gallinsrum), tes sido reconhecidas conn um grupo
independents em varios sstudos com taxonomia numérisa (RAT &
COLWELL . 1968; BEYFRIED, 1968; DAVIS et al., 1969; BRIOGE &
BNEATH, 1883:.

A distinglo entre espécies do grupo enberocosos, € o
maior parentesco dos estreptococtos  pioginicos e viridans,
colocados nos primeivos trabalhos com  baxonomis  mumérica
pars Btreptococcus (EAJ & OOLBELL, 1988; BEYFRIED, 196&;
DAVIE et al., 1888), foram de sncontre asos estudes des
pareanento DNA-ENA (WEISBMAN et al., 1966} e tanbéa &
proposta de  KALINA (1878}, de gque snterococos merece um
gériero indepsndente.
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A5 relaches snbre B, bowis e B, eguinug ook O3
enbercoocos tem  sSido esclarecidas  através de  estudos  oom
texononia numsrica. bm ouw trabalhe com 122 esprepbooocos do
grups seroldgice D, 8. bovis & 8. eguinus forsw sgregados
separasdansntes de 8. faecalis (JONEE et al., 1%72), = en
mndlises  rundricas o gEnero, gsses  organismos  foram
pyregades con  B. salivarius e no grupe paraveiridans (BRIDCE
& BNEATH, 19831, confirmends 3 groposicBoe original  de
SHERMAN (18373, Além dissc, 8. bovis apressnts miibtoe pouvca
homologia de ONA com o2 snterococos (FAERDW ebt al., 1883%.

FELTHAM & SHEATH {(i882), mrepsraram wod mstriz  de
probvebilidade pars  ildentificacBo  de Btreptococcus  usando
dados derivados de we sstude de taxonomiz numérics realizado
por FELTHAM (1872, Essza matriz incluiu 32 linhagens  de
Srreptococcus e Aerccoccus viridans, com st percentagens 4e
probabilidade para 60 fesbtes. A matriz  identificsu  com
sucesse BE das 80 {85%) linhagens desconhecidas.

BRINDOE 2 SHNEATH (1983}, em um =sbude oom  baxXxonomis
mumdrice  oe Shraohoooous, CONSSQULIran o5 seguintos
agrupamentos !  saspécles do  grupo dos  enberocooos! 8.
faecaliz, 8. faescium, 8. avium = 8., gallinarum; espéciss do
grupo paraviridans: B, bovis, 8. equinus, 3. salivarius, B.
cesselifiavus, B. mubans, 8., raffinolactis, = wuwn ndo
ident: ficade do grupo oral 1) sspdcies de grupo laticor B.
imctbis & 8§, cremoris; espécies do grupo  beradfilcr 8.
thermophilus: sapécies do orupe viridans: 8. mitis, B.
sanguis, 5. oralis e 8. willsri; espécies do gruapo
piogénicor B, agalactias, B. progenas, 9. ecui, 8.
egquisinilis, 8. =woocepidenicus & wum agrupamento de linhagens
dos grupos Lancefield B espécies do gropo parapiogénice: 8.
vberis, 8. dysgalactiae & um agrupasentc de linhagens dos
grupes Lancefisld K, 8 & T.

A Eawonomia numdrica  dos  Bireptococcus  dos grupoes
ceraviridans e viridans tem se mostrado maito dificil
{BRIDGE & SNEATH, 1883).

LAMBENCE & PRIEST (1881, trabelbhande com cocos Bram-
pozitivos de  oervejarias, aplicaram 139 testes Licgelnicos,
porfolégicos & fiziologicos, baseados no sisbena AFI 0L,
sdenti ficando Pediococcus, Hicrococcus e Btaphylococcus. Us
dadas foram codificados e analisados pelos coeficientess de
simnpies parsampento {8sm), de JACCARD (8J) e de aopia {8pi,
SE guars jevaram virtualmenbte ao mesen resultado.  Os
sutores, com  os dados numdricos obbildos, construiras  uma
mabriz probabilistica de identificagio.

SHARPE et ml. {1872} e GARVIE (1878}, reconhesceram a
grands siwmilaridade entre leuconostocs & alguns lactobaciios
heterofermentatives, particulsrssnts, L. confusus e L.
viridescens, pordp hi pouca evidénocia da sobreposiclo desass
microrganismos, nos sstudos de reassocizsgdo de BNA.



Mesmo dentre oo género Leuconostoc, persistem npuitas
diyvidas, como a distingSc entre as espdcies L. mesenteroides
e L. paramesenteroides, que s8o  fencotipicamente muito
similares, razio pels gual, pOr muibtos  anos L.
paramesentercides fol considerado come we variante de L.
messntercides, n¥c produtor de  dextrana  (SHAEPE, 12787,
Aszim, nota-se clsaramente, gus 380 necessdrics mais estudos
de taxonoriz numérica e quiniotaxeonpomia, para obbencio ds
dados que leven 3 bz identificacBc mais satisfatdris de
Leucorwmstoe ¢ [inhagens relacionadas. :

PRIEST & PLEABANTE (1988), trabslharan com 46 linhagens
presumivelpente de Leuconostoc & I3 de Lactobacillus,
isnlados de  fermentactes de maite e grios pars produciio de
uisgue, Junbamente com 14 linhagens-referéncis de
Leuconostoc ¢ Lacbtobacillue, sexaninados pars 98 caracteres.
O dados  foran anallsados utilizande os  coeficientes de
simples pareamento {(Bam! ¢ de JACDCARD (85, com construcio
das mabrizes de similaridade, de acordo com AUSTIN & PRIEST
(1986).

BNEATH £ JOMNSON (19725, realizaran wur Srabalbho
estatistics das varliagBes existentes entre lasborabdrios
diferentes, pars as resposbas de determinados teshes
aplicedos &5 bactériss, concluindc que essas variagbes
poden ser elevadas, mesmo proourando reallizar os tesbes en
rdénticas condigdes,

Mesmo  rmum gd laboratdrio, & reprodubibilidade de
determinados testes n8o & boa o gue, pode comprometer 09
indices musdricos de similaridade nos estudos,

TAYLORE e a1, {1970), arslizando os dados de GOTTLIER
{1961}, chegaran a conclusdo de gus g reprodubibilidade dos

testes utilizados para Btreptomicetos, VEria entre
laboratdrios de 63 & 87%, ou sejzm, discrepincias de 3 =
3IT%.

LAPAGE et al. (1870}, obtiveram uma média de 8,9% de
discrepincias entre diferentes laboratdrios para respostas
de  tbestes convencionais wubilizados na identificaclo s
bastonetes Bram-negativos.

Muitas vézes eEsas discrepincias naEs leituras
{ interpretacBes ) podem  inberferir bastante no céapute final
das similaridades, principslisente quando o nimero de testes
aplicados ¢ baixo.

Porissn, o snprego da  taxonomia numerics  prevéd  unm
grands  nlmero de testes, o gue dilui basbante essas
percentagens de erro e, consequentemente, ndoc interfere
muito neo obmpubo final para & identificagio.

LAPABE et al. (1873}, am vasto trabalho pEra

identificacBo probabilistica, utilizaram 1078 linhagens
referéncias e 518  linhagens desconhacidas, todos
hastonetes,Bram-negativos, aerdbios, com  consbrucio de

mabrizes ge zimilaridade para classificecie desgas
hacbérias.
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Através oda  bateris de testes utilizada, conseguiran a
wdentificacio  de  80,8%  das linhagens fermentativas
conhecidas e 88,4% das linhagens fermentatives desconhecidas
o de BZ,1% dss linhagens n3c  fermentativas conhecidas o
70,8% das linhagens ndo fermentabivas desconhecidas.

Detalbes dos wmeilos e pétodos no trabalho de LAPAGE et
al, 11973), podem ser conseguidos no estuds de BABCOME et
al. <(I871). Alrda  as Justificatvivas pare o uso das
provabilidades colocadas nas matrizes em  funcle  dos
resultados dos  testes, poden ser wistas no brabalho de
HILLCDY et al. (1873:,

Neswe trabalho de LAPAGE et si. (19733, DYBOWBKI &
FRANKLIN (18883, expressam as semelhangas como proporcles de
maior semslhanga e chaman esses  valores de “semellhsnoas
percentuais  relativas”, possibilitando gue 8s  linhagens
sejar ordenadas em relagdo & semelhanca. A normalizaclo das
semelhancas &  inerente &2 aplicaclo do teorema de BAYES
{(WILLOOY et al. 18973 & o8 valores obtidos poden ser
comparados coz  wm nivel de identificaclo. 8= o valor de
gualguer linhagem exceder este nivel, a messs & identificads
come un membro daguela espécie com a qual obteve o alto
valor de similaridade; casc este nivel de identificacBo nfo
asia atingido guando g linhagen desconhecida & subuetida ao
confronto com  bodos os resultados das linhagens-referéncia
cortwecidas, ndc se obbtém idantificacls satisfatdria,

WILLCOX, W.B. et al., (1980}, en uma completa revislo
sobre taxornionia nusérice, descreven com detzlhes os cdlculos
de  similaridadss ubilizande o difsrentes coeficientes
exiztentbes datalham 8 construcie de matrizes de
gimilaridade, nencionande os problenas encontrados, a
escolha de bestes, ebo.

Sighemas probabilisticps ds  identificaclc tem sido
Iargamente ubkilizados uwltimamente {(HILLIANS et a1., 1283
LOGAN & BERKELEY, 19804:; DAWBON & SNEATH, 1985: - HOLMES &
HILL, 1898%: HOLMES et al., 1886; LANGHAM et al., 1989}, En
geral, esses sistemas comparam os resultados de testes de
uma linhagenm desconhesids com uma watriz de dados onde
constam a5 caracteristicas de linhsgens-raferdncia. Con
isss, obbém-se gg percenbagens de sminilaridade entre
linhagens desconhecidas 1] aguelas solocadas CoBa
referéncias,



3, MATERIAL E METODOE
3.1, Amostragen

fAm amostras  ubtilizadas para @  exscuclo do presente
trabalhe foram coletadas Jugto A Usina Uosts Pinto em
Piracicabs durante o periodo de Julhe & Dezembro de 1G858,

A anostragesn compreendsu 3 coletas  feitas noes  dizs
15707 (4B dia de safrald; 13/08 (77° dis de safral; 10/08
(100 dia de safrad; 17/11 {173 gdia de safra) & DGOSR {135
dis de safra)l,

En cada colets, 4 pontos da fermenbacio foram
amostrados, obadecendo  sempre &  mesng order  parsa
levantamantc e acompanh@mentce da nmicrobiobs bacteriana
contaminante ¢ para verificapgl¥c do efeibto do  Lratanento
acide scobre as bacbérias presentes. Assim, procedeu-se
apostragens do leibte de leveduras diluido em aogum no pé-de-
cuba antss da adicBo ds acide sulMirico (Ponto 1); do mesmo
ponte apds  adigBo ¢ agdo do  dcido sulflrice (Ponto 2); do
mosto resfriado alimentando a dorna de  fergentacHo gue
recehen o  fermento ja amostrade (Ponto 3} e do vinho Firal
da mesma dorna {Ponbe 4}, padronizando o tenpo de £ horas
para o enchimente da  dorna, fermentscBo e ocoleta. Esses
pontos de anostragen podem ser vistos na Figura .

Para 8 ooleta das anostras ne pé-de-cuba e na dorna,
ubilizou-ge une gerrafa apostradora, lavads, mergulhads en
dlconl ©  bem enxaguada comr &gus destilada, para que
diferentes niveis de profundidade pudessen ser amostrados.

Az amcsbras, acondicionadas em frascos esterilizados,
foram imediatamente btransportadas pare o laboratdrio, en
recipientes de isopor com gelo picado.

Az técnicas utilizadas pera o isolamento, purificacdo,
preservacic & caracterizacio inicial das linhagens isoladss,
encontran-se asquenatizadas ng Figura 2.

3.2. Conbtagen

&2 anostras foram submnetidas a diluicBes em séris & as
diluicSes 107F, 167% e 18-7 foram plaguesdas  en
profundidade, para enumeracls pelo nétodo de sonbagenm  enm
placas descrive por BPFECK (1978},

Segundo recomendacdes  do sesne  aubor, pars  contsgen
total de aerdbiocs ubtilizou-ss o neio de cultwa PCA {(Plate
Count Agar - BIFCO 0472 e, simultBnesmpente, procedeu-se a
emumeracic bacbterians em MEB Agar {(de MaN, ROGOSA o BHARPE -
MRS Bouillon ~ MERCK 10880, face a0 grande mmere da
bactériasz laticas norpslmente presente nesse subsbtrato, Em
amhos o8 meioz, adicionocu-se 18 mg/l de Actidiona, inibindo
agsim o crescimento das leveduwras presentes nas amcsbras.

Az placas, en duplicata, foram incubadas a 30°C e as
colfnias contadas apds 48 horas de incubacBo.



Além das 20 amostras coletadas para o presente trabalho
(% coletas com 4 amostras em cada una delas), procedatu-ze 2
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cpleta de wmais 10 amostras (2 em cada wum dos S diss  de .

colebal do fermento diluido no pé~de-cuba antes da adiclo de
doido sulfirico & 10 amcstras (2 @ cada um dos 5 dias de
aoleta) do mesmo. ponte apds adiclo e agBo do écido, para
somente abravés de conbagens das  bacbérias, se avaliar
melhor o afeito do btratagento acide sohre as mesmas,

3.3, Caracterizascic da Microbiota

lsclamento ~ com © auxilic de wums agulha devidamente
ssterilizads, colbnias das placas de oconkagen foram
assephicamente transferidas para ocaldo dea copposicio
igéntica ac meio de origem.

Para cads amostra plagueads, forsm tomadas todas  as
colénias crescidas nas placas de maior diluiclo, tanto de
PCA como de MESA. Quando o nfmerc de colfnias sre grande, as
placas eran divididas em quatro campos e bomadas todez as
coldnias de um mesno campo.

Az culbtwras foran incubadas a 30°0 por 48 horas.

Purificagdio - As culburas em  calde foram reinoculadas
enm agar de composicleo i1d8ntics ac meic de origem, pelo
nétodo de  estrias de esgotamento. A&  incubaclc foi feita a
JZ0°C por 48 horas 2 colinias  isoladas foram branaferidas
para ozldeo onde se verificon as caracteristicas de
crescimnento em meio liguido.

PreservacBo das cultureas puras -~ As culburas duranbe a2
elaboracio do  pressnte trabalho, foram mantidas em neio
liguide a 4*C e reativadas periodicamente parea aplicacBo dos
testes wvbilizados pera a identificaclo das mesmas. Ainds,
todas as  cultwras foram inoculsdas en meio sdlido inclinade
2r bubo, onde apds orescimento, forasm manbtidazs sob  dleo
mineral ssterilizade {(HUJOL), & temperatura ambiente para
eventua!l ubllizaglo. .

Finalmente, as bactérias foram inoculadas em Litmus
Milk (DIFCH $107F, congeladas £ assim mantidas, caso
necessaric fOsse a sua reabivagBo.

Apds a aplicacdo dos testes para identificagBc das
bacbérias, procedeu-se a liefilizacdo das linhagens
diferentes.,

Caracterizacis preliminar das cultwas 1scladas ~ Foi
realizada con base nos resultados da verificaglo das
caracteristicas de cGrescimento em meios ligquidos e sdlidos,
ben como na deterwminagic da morfologla, arranjo, tamanho,
motilidade, esporos, cédpsuls e inclusBes celulares {gldbulos
de garduya e grinulos metacromdticos).-



Em relagBo av crescimento en meic liguido (GLT ou MEDI,
foram observadas ms seguintes carscteristicas, de asordo com
descricdo de  PELCEZAR Jr. (18571 rcrescimente esuperficial
lausente, anel, peliculal), turvagio ou auséneiz de turvacio
do meio e, bipo {liss, granulasr, floculernto) & intensidade
tausente, frace, moderads, abundante! de sedigente formado.

Em relagdc ac crescimento en meios s=&lides (PDA ou
MREAY, foram observadss gz  seguinbss caracberisticass das
coléniasg: forma {puntiforme, circular, filamentosa,
irregular), superficie (lisa, rugoss}), borda {psrfeita,
ondulada, serrilhada, irregular?, elevagBo (plana, elevads)
& pigmentacio.

As caracteristicas de morfologia e arranjo celular, ben
come @ mobilidade, foram werificadas em montagens Ymidas =
partir de oulburas con 24 horas de crescimento =m caldo BLT
ou MEB. Através dos ssfregacos corados para reaclo des Gram s
partir de culturas com 24 horas de crescimento em PCA ou
MREBA, foram confirmsdoz s morfologia & o arranjo das
células,

3.4, Identificac8c

Para a realizagio dos testes ublilizados para a
identificac8o das linhesgens isoladas, eapregou-se o mébodo
de replicacic miltipla descrivo por CANHOS {1880,

} mébodo  envolveu 2 replicscBo sinultines de 20
cultwras conbidas en ums place nesbtra previamente preparada,
com o auxilio de un replicador, para placas = tubos contends
os melos apropriados (Figura 33}, _

Fara a replicagdo en Gubes foram ubilizadas estantes de
alhwminio construldas de formas a3 permibir um ajuste perfeito
dos tubos de ensaic oom as agulhss do replicador (Figura 43,

Az esbantes de aluminio com os tubos de ensaios vazios
cobertos com  uma bamps &z placa de Pehri {uma terpa sobre
cada us  dos dols oconjuntos de 20 tubos existentes en cada
estante ), {oram esterilizadas em estufa a 16800 por 2 horas,
sendo cada eshbante colocada em saco de papel resistenbe
devidamente fechado. No mogento do use, o8 diferentes msios,
previamente esterilizados, foras assepticamente distribuidos
nos bubos com pipstas esterilizsdas, com excecSo do beste de
fermentacsio de carboidratos com producBo de gds, onde os
neios con 08 btubos de Dwrhan invertidos Fforam ssterilizados
diretampente ocom  8s estanbes an auboclave a 121°0 por 1%
mirmates,

Devido a0 grande mimerc de testes efstuados {(Figura 5)
varias placas mestras eram preparadaes para cads conjunto de
20 cul buras bacherianas, prapioiands assim indoulo
suficiente para realizagdo de msuitos btestes simultaneamente.

A Figura B8, ilustra os besbes bioguimicos realizades
parg a dentificacSc das culturas ispladas, disbtinguinde os
reaslizados em placas ¢ on tubos, o8 guais descrevencs a
seguir,

A
e ]



Crescimenso en Diferentes Temperaturas ~ Verificou-se o
crascimento dog  isclades & 020, 4°C, 10°C e 15°C por 1-7
dias de incubacio en estufa {"Precision Scientific
Incubator” da "General Eletric®, com variacBo de 0°C 3 5570
& & 30°0, 3D°C, 45°C, 50°C, B0°C e 650, por 246-485 horas de
incubag8o, sn estufe Fanem modele 802/3, ubilizando-se copo
meios de cultivo oz mespos do igolamento {(PCA-DIFDD 0479 ou
MRBA - MERCK 10.888).

Crescinento em  Diferentes pHs ~ Testou~se s capacidade
de crescimento em pHs 4,0, 4,5, 5,0, 6,0, 7,0, 68,0, & 8,0,
utilizando-se oz mesace peios de isolamento {(PDA ou MBZA),
com acerto do pH com HO! ou NaOH & com incubsac8o 2 30°C/ 24~
48 horas.

Cresciments en  Diferentes Concentraches de Cloreto de

B5dio ~ & verificacBc de capacidade de crescimento nas.

comcentracbes de 2,0, 3,8, 4,0, 7,0 = 10,0% de Nall, foi
feita utilizando-se o5 meswos Belos de  isclaments {FCA ou
HESAY! adicionados do Nall & cor incubaclo a 30207 24-48
horas.

Crescimento am Anssrobiose - A observacdc do
crescinents em  anasroblose foi realizada ubilizando-se os
mesnos melios de isolanento (PCA ou MESA), sonm incubacdo a
30/ 2A&~-T7% horas es Jarras de anasrobliose  (Y"BBL BasPak
Anasroble Svsben - 80.845", com envelops gerador ds
hidrogénio £  didxido de  carbono, comn  paladico  como
catalizador). '

Crescimento  an meins Diferencizis -~ Teatou-se 3
habilidade de crescimento de todos os isolados bachberiancs,
nes meios LEVINE EME  Agar (DIFCO 4005 & Btaphylococcus
Madiom N= 110 (DIFCO 0287 a 30°C por 24-48 horas.

Bensibilidade a Antismicrobiancs -~ A sensibilidade a
§,.081% {100 mgflt de betracicline, 0.01% (180 wg/l) de
cloranfenicol e a 1.000 uriidades de penicilina, foi
verificada en caldeo nubtriente (DIFCO 0003), adicionado dos
arnbibidbicos mencionados e com incubacdo a 300/ 48 horas.

Toleracia ao KON -~ A tolerfincis a 0,0075% (75 wp/l) de
KON, foi testads ubilizando-se o meic “KON  Broth Base™
{DIFCO 0847, adicionado de glanetn  de potassico, segundo
recomendacBes doe Manuel DIFSO (10* ed., 1884 e incubacso &
3507 24-48 horas.

De acordo oom a2 metodologia descrita por MacFADDIN
(19863, foram realizados os ssguintes testes! FroducBo de
catalase, ProducBo ds oxidase, Hidrélise de amido e ReagBes
em Litmus Milk (DIFCC 83107},
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Begunds & mstodolopis descrite  por BMIEBERT & FRIES
1881, foram efebusdos 0% ssguinbes besbes: UtilizaclBs de

citrate de sddio, Drescimenio com sals de andnes como (wios
fonte de nitroginio, Produgdo de wesse, ProducBs de PHE de-
t3o  de mseina,

]

srinase, Digestdo de  gelabins, Dig
Hidrdlise de  Tusen BI, Froducfic de leod
ONA, ProdgusBo ds 3~ cebolactose, FeagBe:
Iron” (TEI!, Teste de oxidacBn/ fermentacic de g
Frova de wvermelho de wmetils, Prova de Voges FProshauer,
Utiliraglo de malonsto de eddio, Fermentaclo de carboidratos
{producBo de acido & gds), Produclc de indol, DecsrbexilacBo
de smimmadcidos {LYE -~ OEN - ARG, Hidrdlise de ssculine,
Hedugds de nitrato (HOs), ProdugBo de andnes de ARG,
Degradagio  oe celuloss, Frodugsio e Zroebogluconaio,
Hidrélize de hipurato de sddio,

s
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!
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Isclanento (caldo de compo-
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melo de plagqueamento!l.

f _ i
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v
PurificacBo Morfologia Coloracio
Arranjo de Gram

Estrias de Esgobamento
Motil idade

L8/ 300
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colénias
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v
Caldo {(GLT ou MES)
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W
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Freservagio Horfologia Colorac8o
{Meic liguido de crescimento Arranjo de Oram
Motilidade

sob refrigeracio; Msio sdélide
aob Nujol e Lit. Milk congelado}

Esquema ubilizado para isolamento, purificacdo,
caractarizacio preliminar & preservasdo das
culturas iscladas. : :

Figura 2.



Figura 3. Detalhe do replicador miltiplo e da replicacfo em
placas.
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Figura 4. Detalhe da estante de aluminio e da replicagdo
em tubos.
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Figura 5. FORMULARIO DE REGISTRO DE DADOS (Bactériss)

DADOS DE NOMENCLATURA:
GENERO ESPECIE SUBBFECIE

HISTORICO
SUBSTRATD (AMOSTRA):

180LADO FOR: DaTA /.
DEPOSITANTE: ' DATS /i
MEIO DE CULTURA: INCUBACAD: T diais)
REFERENCIA:

DANOE ADICTONALE:

coLONIA EM MEIO BOLIDD

MEIC: . pH: T = dias  TAMANHD: __ 3ol
FORMA: puntiforne ¢ ) circular { ) rizdide i
, irregular { 3}
SIFREFICIE: lizn L) rugoss Ly outra T
BORDA perfeita { )} cendulads £ F gerrilhacs {3
iryagular { i
ELEUﬁ@EQ: plana { )} =levads { ) oubra {0k
PIG&EMTAC%@: auseriie { 1 presenbe { I cor:
OPACTDALE: rrensparente { ) translicids { ) opaca I
CDNSIST%&CZA: vignosa { ¥ membrancsa {3 fridvel £ 3
OBEEERVADOEER:
*

CILTURS EM MEIC LIGUIDC :
MEIC: pH T dias
CREDSC . GUPERFICIAL:: ausents LY anel i) pmlicula {0
TURBIDEZ: HUEsnhe { ¥ fracs { )} poderadsa {1

densa t 1y wniforme | ! granular s

, floculantel )

DEPGBITO: susente { 7 fraco { ) modersdo (I

abundante {

CBSERVACOES:




Figra %. {cont.} MORFOLOBIA E CITOLOGBIA
MEIG: O F ———, horas  coloragio
BEMA exfaras {0} ovals ¢t bastonstes (]
filamentos { ) espirais ¢ ) oubras i
SERANI: Leolado { } pares £} tétrades !
caEdelas {0 outros (O
TAMANHU: um L
EXTEEMIDADES: arredondadas { ) truncadas ( § ofncavas {3
ponbeagudas {1
LADDE: paralaslos { ) dilatadas {3 ohnoaves {9
irregulares 3
FEGULAERIDADE: monowirfico { ! plecndrfico { 1 ohs.
FLAGELD: BusENLe i} presente i) hipo
GRAM: Pasibive { J negabivo { ) variavel {0
EGPOROE ausenbe { 1 presente { ) m=ic
ezférico { ) oval {1 tempo
herminal { 1 pars-central! } central { )
. esporadngio! inbumescido { ¥ nSo inbumescids ()
Q&PSUL%: auganbe ¢ 7 pressnte {3}
INCLUBOES: midbules de gordura £
. griénules metacromdticos ()
DESERVALOED:

Q&EA&TEEfETIDﬁﬁ UE CRESCIMENTD

TEMPERATURA: { RO gl 150 3 381 ¢
354 £5{ 1 50 3 B00 3y B8R
pH: 103 {3 00y 4,50 3 5,00 3
6,003 F,00 3 g, v 8,00 ¢
% MalCl: 2,00 3 3,00 % .00 y 7,00 10,00 7
REQUERIMENTD DE OXIGANIO: aerdbio { ) anaserdbio faculbative ()
microasrsfilo { ) anasrdbic () ___%wCO,

extrenanente sensivel ao oxigénio {7

LITHUR MILK: reagSo acids { } reagdc alcalina { }
reduclc do hornamssnl { ) coalho acido £ )
coalho "Rennet” { ) protedlise {3

TEIPLE BUBAR IRON AGAR:

Fermenbacdo de sclcarss! funde dcoide - osugn, alcaline |
' fundo @oido - =up. acida {3
fundo alcaling -~ sup. aloslina {3}
producie de gas: sim ( ndo {2
producic de HeB: sim § 1 nfs {3
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£ ¢
Figura 5. {cont.} CARACTERISTICAS BIOQUIMICAR

TESTE (+3  {-3  (+=)
ENZIMAG RESFIRATORIAG:
~ catvalsse {3 3 {
~ gxidase {3 [ {3

METABOL ISMO DE CARBUOIDRATDS:
~ Hugh Leifeaon:

- axidative S
~ ferpentabivo { {3} £k
~ inalierads { ) {7 {9
- Vermelho de Metgila £} {3 {0}
=~ Voges Proskausr i £ {9
- UtilizagBo de:
- citrate (Srmmonsd L i3 (O
- malonato . {3 i
~ ProducBo de dcidos de:
- glucoss £} LA { 3
- adonitol {3 { 1} { 3
- arabhinose { £ L3
~ celobiose { 1} { L
~ dulcitol £ i {3
~ gliceral ¢ £ ; {3
~ inesitol {3 i} Lo
- lactpes { 3 {0} {0
~ malbose {0 {3 ¢
~ manibel &3 ¢ 3} £
- rafinose { 3 {0 {3
- rannoss { £ 3 { 3
- salicina () {3 {3
- sorbitol £ 3 { 3 { 3
- B3CErose { 3 £ ¥ i
~ by bose (2 (3 {0}
- galachtose { @ {3} {
- ribose {3 { % i}
- frubose { 3 {7 {3
-~ eLaEnol A Loy i3
- gluconatc {0 (I {0
- manoss I i3 i
- melibiose { 1 {0} {3}
- ¥ilose { 7 L3 { ¥
~ Producfo de gas de:
- glucoss {3} { {3
~ lactome/37 ¢ 3 {1 D)
- lantbose/45,5 { 3 {3 {3
~ gluconasho { ¥ { ) {0



Figura 3. {cont.) TEBTE

HETABOLIGHD DE COMPOSTOR RITROGENAINS:

- HHe fonte nics de N
-~ Frodugdo de!
- triptofanass/indol
- IS
- LYS. dacarboxilase
- ORN. decarboxilase
- ARG, dehidrolase
- ARG, decarboxilase
- PHE, deaninass
-~ Hidrdlise de:
- amsonlina
RedugBa ds:
- pitrato
= rihrito
Tigestidc de:
- gelating
- gazeina
Froducic de HH, de ARG

1

1

DEGRADACAD DE GORDURAS:
- Tween G0
- Lecitinase

DESRADACAOD DE MACROMOLECULAS:
~ hidrélise de amide
- hidrdlise de DNA
- hidrdlise agar
~ degraedacio de
oeluloss
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Figwa 5. {cont.} TESTE {43 {3
SERGIBILIDADE A ANTIMICROBIANDS:
~ mEnicilina 11000 wdadas § £
~ mioranfeniocel (U,031%) { {
- fetraciclinag {(0,01%; { {0}
DUTROE :
~ Freducio de £ cetogluconsto ds
oxidando da glucose { {0
- FroducBo de 3 catolactose da
oxidaclo da lactoss { A
- Toleréncis 3 KON { {0
MEICE DIFERENCIALIS!
- Bacuo Levine EME Agar: simi ¥ rifio
b . )
~ Bacte Biaphviososccus Medium 11400 sim ( g te
olg . !
FOTOMICROGRAFIA

A S

{+—}
I
£
{
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e Bl icacio
en placas

Placas Mestras

Replicacis
an bhubos

[
£

— Lrescipento an [0 ferentes Tempsraturas

Craescimento en 0ifsrenbez pHs

Crescimento en Diferentes Concentracgfes
de Halll

Crescimente ep Anasrobiose

Crescimentc en Levine EMB-Agar
(DIFCDO 000D

Crasciments en Bhaphylocoogus Medium
n= 110 {(DIFCO 02873

Teste de Catalase

Tezte de Oxidase

Utilizscdo de Uitrato

Cresciments com Amdnes como Unica Fonbe
de Nitrog@nic

ProducBo de Urease

Produclio de PHE deaminase

Digestdo de Gelatina

igestdo de Caseina

Hidrdlise de Tusen-B0

ProducsBo de Lecitinase

Hidrdlise de Amide

Hidrélise de DA

Producio de 3 - cetelactose

Reaglies en Triple Bugar Iron
ReacBes em Litmus Milk
Matabolismo Oxidabive/ Fermenbativo
{Hugh-Lei fsony
Frova de Vernelho de Metila
{FermentacBo Acido-Mista!
Prova de Voges Proskauer
{Froduclo de Acetoina)
Utilizaglo de Malonato
Produclio de Acsidos & parbir
de Carboidratos
Produclc de Gas 8 partir
da Carboidratos
PFroducio de Indol
DecarboxilacBo de Aminoécidos
{LYR - OEN e ARGS
Hidrdlise de Esculins
Reducdc de Nitrabe
Froduc%o de Amndnas de Arginina
Degradacio de Celulose
Bensibilidede & Antimicrobiancs
{Penicilina, Cloranfenicol,
Tetraciclinag e KON).
ProducBo de 2- Cstogluconato

i Hidrélise de Hipurato de 88dic

Figura 6. Testes Bioguimicos realizados para a identificagio
das culturas i1scladss.



3.5. Claseificacdo

A classificaciio foi feita com base nos dados colooados
amn mabtrizes de similaridede, construidas principalmente 2
partir de informagBes conbidas no Manual de Bergey {Bergey's
Marmml of Bystemabtic Bacteriology, 1888, Vol. 117,

Utilizou~ze o programs "Bistens de HMatrizes de
Similaridade”, da Bass de DUados Tropical, dz Fundaclo
Tropical de Pesguisas e Teonslogia “André Tossllo®, de
Campinas, gue brata-se de ums adsphacio feita pelo analista
de sistemss Sidne: de Souza, da FIPT, a partir do programa
original da “National Collestion of Yesst Cultures® (NOYCY,
cujos mecanismes  de ubilizac8o poden ser vistos no srabalho
de LAPAGE eh sl. (1873). Nesse programa, as caracteristicas
enconbrades pars  todes oz lsclados bacverianes do prasenbe
prabalhe, foram confrontadas com as  caracteristicas das
linhagens-refardricia do Manual de Bergsy (18886, wvol. 113,
obtendo~se os valores de similaridade de cadas bactérias
descorhecida en  relaclBo ds  linhagens colocadas na matriz.
Eause valores de similaridades foram obtidos utilizando-se os
paramstros colocados no Apéndice 7, sende inicialmente
astabzlecida a semelhanga de  culburs desconhecida com cada
wme das linhsgens-referéncis da mabriz. Pars isso, todos os
teates com resposha positiva para & culturs desconhecids
sntraran para o cbmpute de similaridade, cos os préprios
valores das linhagens-referéncia 2 para os testes com
resposta negative para a culturs desconhecids, wbilizou-se
sempre O valor wm menos o valor sncontradec pars as
linhagens-referéncia. Uma vez obtide este valor de
sepelhanca em relaglo a ocads uma das bactérias da mstriz,
fri realizads a normslizac8o, dividindeo-se cads velor de
semelbanea obtide pels soma de todas as memslhangas obtidas
para, assim, se estabelecer o© valor de similaridade da
cultura desconhecida em relacSc a cads uma das bacbérias-
referéncia. _

s isclados bhacteriancs sz forme de bastonebes, Gram-
positiveos, formadores de esporos catalase positiva, foran
confronbados com  a pabriz n® 1 {apdndice 1), onde constam
B4 espécies de Bacillus (CLAUS & BERKELEY, 1986),

Os isclades bacteriancs em forms de bastonebes, Oram-
positivos, ndco esporulados e catalase negabtivae, forsm
confrontados com a2 mabriz n™ 2 {(Apéndice 2}, orde constam
44 espécies de Lactobacillus (KANDULER & WEIBE, 1886:.

O isclados bacterianos ez forme de cocos, Gram-
positivos, cabtalase positiva, foras confrontades com &
matriz n® 3 {(Apéndice 3), onde constar B8 espécies de
Hicrococecus (KOCUR, 1886} e 20 espécies de Staphylococcous
(KLOO8 &k BCHLEIFER, 1838),



0s  isclados bacteriancs em forma de cocos, Gram-
positivos, catalase negativa forar confrontades con a matriz
R 4 {Apdndice 4, onda  consbamn 20 espéries de
Streptococcus (HARDIE, 18863, 8 easpécies de Pediococcus
(GARVIE, 1986} e & sspécies de Leuconostoc (GARVIE, 1986},

Az bactériazs Oram-posibivas tdentificadas, foram
classificadas @ nivel de espécie & algumas a& nivel de
subsspdcies,

Uma andlise preliminar da clessificagSo dos isclados
bacteriancs, para melhor agrupamento £ construcBo das
metrizes de sinilaridede apropriadss, foi feita através de
chaves dicotBmicas construldas tanbém a partir de dados
encontrados no Manual de Bergey (1988), as gusis engloban
coces, Oram-positivoes {(Figuwa 7), bastonstes Gram-positivos
{(Figwa 8%, Bacillus - Grupo 1 (Figurs 9}, Bacillue - Grupo-
I1 (Figure 10}, Bacillus ~ &Grupo 111 {Figura 113,
Lactobacillius ~ Gropo ! (Figuwe 12}, Lactobacillue - Grupo
I1 (Figura 13}, Lactobacillus ~ Grupe 111 {(Figura 14},
gvaphylocococus {Figura 1%}, HMicrocooous {Fignera 18},
Strepbococous  (Figura 17}, Leusonostoo {Figura 1i8) =
Fedioooscus (Figuras 18 e 2017,

Para as bactérias Oram-negabivas, isoladags no presente
trabalbho, nSo foi consbtruida matriz de sinilaridaede, uma ves
gue o mmero dessas  bactérias foi muite baixe e, portanto,
pouco significsbive. Assis ubilizou-se para s classificagio
dos  bastonetes Bram-negativos, apenas chave dicobtdmics
congbrulda de acordo con os dados do Manual de Bergey (1834,
Val, I, 2 gual encontra—se representade na Figua 21,
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Figura 7. Chave puara classificagdo de Cocos Gram Positivos.
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4, REBULTADOE E DISCUSSAD

A Tabeila 1 mostrs &3 caracteristicas fisico-quinmicas
das amostras ooletadas.

4.1, Contagens

Uz resulbados  das contagens bacberianas das  amostras
sxaninadss encontran-se descritos na Tabels 2. Pelos valores
encontrados, nota-ss oL nao exlshen varisches
gignificanivas entre o5 nimerds conseguidos cow o 1810 de
cultura PLA & com o MEBA, ore us apresentando conbagss us
pouce mais elevada, ora outre exibinds contagem malor. Esse
fabo & perfsitamente compreensivel, ums vez que a grande
mzioria das bactérias iscladssz no gresente trabalhe, s=
consbibuiu de  basbonetes Grap-positivos, perbencentes  aos
gérieros Lactobacillus e Bacillus, gue cresceram em anbos 08
meios ubilizados.

s resultados da Tabels 2, mostram gus no refsrido
periodo de safra analisado, 2 usins trabalhou com valores
elevados de contaminanbes bacteriancs =n hodos o8 ponbos
apostrados, =, ndo eabando ubilizando rodutos
antimicrobiancs, =as infecebes bhacterianss devesn ber se
mandido elevadas, nos pericdos entre oolstas.

Nota~se nesta Tabkela, gus o nimeroe de bactérias aumenta
puibte em bodes as amostragens, do mosto para o vinho final,
o gue  justifica plenaments o tratapente &cido com acido
sul firico (He80.1, executado no prapare do pe-de-—cubs, que
nfic sd impediu & conbinuidade do aumento no numero  de
bactérias, como reduziu em aproxivadanente 45,00% &
populacBc bacterians. hatro fato izportanke & ser
eonsiderade em relacBo ac bratamento dcide & que, além da
reducio bacberianzs em si, hi qgue se considerar as inidrias
provocadss &s células becterianss pale chogue guimico, = gue
poden tornd-las incapazes de se multiplicares normalmente en
caldo de cans.

Ainds en relaclc s contagens, porém agora volbade pars
o sfeite do bratamsnbe Acido no preparo do pé-de-cuba, na
reducBo da microbieta bacterisna contaminante, vE~me pelos
dados da Tabela 3, que ss percentagens de raducles pela aglo
do acide sulflrico, apresentaram  wuma nédia  de 45,835% pars
contagem ex  MRBA & de 44,47% pars conbagens em FOA, valores
gque podern  ser considerados bons, uma ver que s eguivalen a
puites produtos antimicrobiancs utilizades no  combate Bs
infeccBes bacterianas na FermentacBo alecodlica, &, com custe
inferiocr & oom muito menos danos causades & levedura do
processo.



Para torrar mais saonificativos os dados em relacdo ac

efsito  do crataments  oop acide  sulfirico aobre oE
monbaginEnhes bacsheriancs, sm cacs diz dz cooleta de
amcstras, foram oolebadas  outras  duas  arostres  Junts B
RS oig phEo-de-oubs, pars avaliacBo sonsnhs das

o
percentagens de reducBo bscterians, cujos dadog Bohanae
colnoados ma  Tabela 4. Agul 8z percentagens  d redugbes
forar wmuito parecidas & da Tebels 3, apressntands uma mSdis
de 44,75%% pars contagsan  en MRSA ¢ de 43,30% pars conbagen

i
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Taebels §. Caracteristicas Fisico-Duimicas das Amcstras.
Antas HaB0, Bepois HeBOs
fmoabragens
pH T Brax pH el | Brix
1=- Ooleta: 15/07/86 1 3% Zi=L - i AL -
gms Cedeta: 13/08/88 ;1 3.2 2= - 2.8 2oe -
&=, Colebs: 10709788 3.3 23=0 - 2,6 am=n -
s=- Colesar 7411788 1 3,4 | 220 - 2,5 gRe -
=. Colets: 08712/88 3,3 B ~ 2,4 = -
Mosto Resfriade Virheo Finsl
ABOSLTBYSNS
iyl TG Brix pes T=C Brix
- Doletar 1B/707/86 5,7 20°0 Zi= 3,8 350 0=
om. Coletm: P3/08/8&6 1 8,5 peel 2T LA ageg 1,0°
e Oolebs: 1670988 | 5.7 1990 18= 1 4,1 AT e 1,5
Gm- Ooleta: 17/11/788 | 5.8 2070 9%t 4,0 Za=C 2,5
e. Colets: 0R/12488 ] 5,5 1 ZheC | 20° 1 3,9 320 1,5°




Tabaeln 2. Contagens Bacterilanas das Ancstraz Exsminadas,

Contagen Padrios em Flaces (UFC/Aml)

Pé-de—ouba Pé-de-cuba
Data Arives do HIBO,iDepois deo HEZBO. Moasto Vinho Final
15707 &, Bx107 3, 0x167 2.2x10% | 3,3x167 _
1308 4, Px10® G 3 B = B,5x10® 1,8x10%
10408 4. 5x10® 2,5x10" 1,3x10% § 3,0x10%
17/11 | 3,Bxiy® Z,1%10® 8,2x10® | 1,Bx10® )
0B/ 8, 0min” B awif”® Z,8x10® | 3.8xi07

Contagen Total em MESS (UFC/ml}

Pe-de—cuba Pé-de-cuba
Data srbes oo HEED, I Depols do HEZED, Mosho Vinho Final
15/47 1,8xin® 1,1ix10"® 3,6x10% | 3,8x107
13708 B, Bxl0® 1,Bx10® G,2x10% | 1,7710%
15/48 4, 8x10® 2, 3x10® 1.,2x10% 1 2,.8x10¢°
13711 &, (0% T Axl0® 7,5%10% | 1,2x10%
g2s12 7, 8x107 A,7Hi07 H,Exlq® &, twih”




Tabels 3, Contagens & Percentagens de BeduoBes Hacserianas

devido ao  Tratamento Acido no Preparo do Pé-de-

oubs
Comtagen em MESA {UFC/nlliContagen en POA {(UFC/pl)
Data Anbes doldpds o % Anves dolepois %
H280,, HER0,, Reducfo [H280, do HIBO, | RedugSo
15707 TLExI0™ P 1x10%) 42,10 4 Gxi07 15, 0x107 AE,E
13788 3, 310%™ 11, 8xi0%] 45,45 14, Tul0® (8 Gxi0® 51,08
10/08 4, 82107 |2 B10%) SZ,08  14,5x10% [E.5x10% | 44,44
1741 4, 018%™ [ Z,4x10%) 40,00 3,Bx10%™ 12,1x10% | 44,74
0S/12 17,2107 13, 71107 48,61 8,0x107 |13,4x107 | 43,33
Méctiz 45,85 L&y 477
Tabela 4. Conbagens & Percentagens de RedugBes Bacterianss
devido ac Tratamenbo Azide no Prepsro do Pé-de-
cubza {Dados Adicionals!,
Contagen em MESA (UFG/ml) {Contagem em PCA (UFG/ml)
Data tntes dolbepois % anbes do|Depois %
H280,, do H2B0. | Redusfc [HR80. do HZ80., | Beduclic
15/07 R, 810 2, 0wl0F 47 37 &, 01107 14&,8x107 38,75
8, 5x107 15, 0xi07 41,18 £,0x107 |3, 4107 43,35
13708 2,0x10® {1 4x10% 360,00 2 Bxi07 13, 0x187 46,43
8,8%107 {4,8x107 47,83 G, Bxl07 13,5x107 | 48,15
10/08 2, 0%10% 11 Sxif® 50,80 2,810 [1,410% 1 38,38
7,5x107 (4, fxil7 477 s 5. 5xi07 |4, 5xi07 &7, 08
17711 S5, 0x107 12,8107 44 00 £, 2x807 j4,0x107 35,48
1,410 18, 0107 .71 8,Bx10% {4, 72107 | 45,35
oG/18  17,4%107 13,B%x107 | 51,35 |3,5x107 |1,8x107 | 48,57
2,1x10% |1,0xi0%® 52,38 1,.3x10%® [7,06=107 48,15
Média 44, 73 43,38




&.%., Caracterizeclo da Microhiota

Dos 353 izclados bacterianos conssouades: no  presente
trabalhe, 18{5,38%) foran perdidos ao  longe da aplicaglo
dos  bestes para identificac8c das linhagens, restando
portanto, 334 culturas bacterisnas.

Az 10 cultuwras bacterianas perdldas nostrarap-sg N
caracherizacdc praliminar por occasifc do  isclapento 2
purificasdo das mesmas, Lratar-se de bactérizs  Oram-
positivag, nfo esporuladss, sen wmotilidade, sendo 1l dalasg
em forma de cosos e B em forma de bastoneies lompos @ finos.

AZ 234 bactérias foram exanpirgdas  quanbo  az 165
caracteristicas, apds o gue, fol possivel agrupé-les em 77
folhas de registre de dados diferentes. Us resultados
obtidos ocon  esses 77 grupos de bactérias gquanto as 185
caractaristicas observadas, snconbram-ss no Apdndice .

& classificacio desses 77 grupcs bacterianos, enconbra-
se no Apéndice 6, orde sparece para cads um deles, O maior
valor encontrade dentro da matriz de similaridade e gue é
utilizado para a identificacic dos nesmos. Hesse Apdndice,
aparecen  O% paramebros que foras utilizades para o
funcionamento das mabtrizes, gue SSSeguUram o aparetimento de
wodas as sspécies colocadas ns matriz por considerar cono a3
o rimero de respostas  desconhecidas pars  uma daterminada
sultura & unifornizan mais as  informagles utilizadas no
chmpute geral das similaridedes por axclulir testes gue ndo
tenhar resposta  conhecids pars duas ou mais  linhagens
bacterisnas colocadas na matriz. Com issc, para as guabtro
matrizes construidas, foram consideradas todas as BEpEL les
colocadas, um vezr gue nenhma culturs apresenta 58 respostas
desconhecidas para as 183 caracheristicas e o mwmero os
weates ubilizados para o oimputo das similaridades variou de

uma wabriz para  outrsa, rendoe sido, consideradas &2
caracterisbicas para patriz 1 {Bacillus?, 120
caracteristlcas pars 8 matriw 2 Almchobscillusl, a6
caracoeristicas para A makriz S t Bhaphy locooous &
Microoooous! e 87 caracteristicas para 2 Batriz &

(Pediococcus, Btreptococcus & Leuconostoc’.

A& escolha dessas & natrizes hbaseocu-se amn 35
classificacic prelirminar das bactérias isoladas através de
chaves dicotdmicas construidas com dados do Mamual de Bergey
tyal. T, 188D,

Os valores ubilizados para se cheger 2o riiveis de
similaridade finais encontram-se no Apéndice 7, & ©
mecanismo de utilizaglo desses valorss no funcionamnento das
matrizes com os coeficientes de similaridade encontram-se No
rrabalhc de LAPAGE et al. (19733,

G Apdéndice 8, apresenta 2 distribuiclBoc das bactériass
identificadas nas 77 folhas de registro de dados & ©
spdndice @, mostra as 334 culturas bacterisnas distribuidas
nos diferentes pontos amostrades das cinco  amostragens
realizadas.

i



£.2.1. Prigeira Ancstragen

A Tabelas 5, B, T e B, mostram oz resulhbados
conseguidos na primeira anosbrages, con predomindncia  das
bachérias Gram-positivas {(86,45%), de bastonetes Oran-
posibivos (88,862%) & de nio esporuladas (60,67%:).

Oz percentuais dos gineros & da familia
Erterobacteriscess para essa anppstragen, enconbran-—-se na
Figurs 2Z.

Has Figuras 23 e 24, podem ser vistas, respectivamentes,
R Qrincipals especies de Bacillus & Lactobacillius
identificadas ng primelrs ancstrages.

&5 mspscies B, cosgulans, L. helveticus, L. fermpenbtum =
B. stearothermophilus, foram as mais freguentes, o gue ven
ac snconbroe de muitos trabalhos encontrados nz llteraturs
schre o =assunbto, € gue mencionam bacilos  termdfilos e

lactuobacilcs GO signifigativos contaninantes Az
fearmentacic aslcodlics, pela fécil adsptacdo as condigles do
CrOUaessd .

segunde  TILBURY {1875, aigumas caracteristicas das

Lachérias l&ticas =8 tornam nais adaptadas  ao processc de
farmentacic ds  canavde-apicar e assinm elas superam oubras
bactérias & BiCrorgani snos am conpetigdn. Dessas
caracteristicas podemss destacar! metabolisme fermantativo,
o gue capacita um  bom crescimento em Beio rICOo Com gouoar
fermentescivel; bos tolerfinciz 3 pH & particulermente sus
habilidade de crescimento rédpide em splucles dcidas) nultas
sepbcies apresentam cipsula polissacaridica & secrstam gomas
extracelulares as quals probegem as células dos efeitos
letais do calor, de agentes guimicos e da  desidrabtagds;
slgumas espdcies 630 capazes de corescer en  Lesperaturss
relativamente altas,

KATIVAR & PRABHU {1288}, citan fque RIgrorganlsnos
termofilicos esporulados ten sido encontrados frequentemsnte
na manufatura de achcar & guE, O roblena maior nio &
refarente =& parda e aoucar devido  a agic don
microrganisnos, mas o 2 fabo de gue = presencs déles &
indessjsvel parae propdésitos de acondicionanento, levando a
problesas de alterascles nos  allmentos e&/ou deformagdes nos
recipienbes. .

&)
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Tabelzs 5, Carscrerizacd

woe ldentifica
Teoladas nos Diferentes

¢By dus Bacterizs
Pontos ds 1% Spostragsm.

Meio de Tulovwra MESA

Pe-de-cubz
{Antess da adiclo de HeBOL?

Pé-de-cuba §
{Depcis da adiclo de HeB0. )1

Gram {(+} 100, 00% Gram {(+7 166,00%%
Lastoneses Gram {(+3 72, 22% Bassonavey Uram {+] iﬁﬁ‘ﬁﬁ%é
Conos Gram (+y 27,78%
Ezporulados 35, 86% Esporulados 33, 35%
H3c Esporulados 51,.101% Mao Esporulados 85, 67%
B. stearotherpophilus L. balvebicus

ERLED% = 7,4x10%/ml 44 &8Y% = 4,8x107/m]
L. helvebicus B. coagulans

33,33% = 6, 3xi07% /7wl 3H,33% = 3, Tl0Timl
g. pneuponiae Lo fermentum

27,78% = 5,3x10%/ml 29 .22% = B 4107wl
Mosbo Yinhe Final
Gram (42 100,60%  Gram (4 7, 14%

- Gram (-3 7, B6%

Bastonebes Gram (+7 87,08%

Bastonstbes Gram {(+} EBS,72%

Cocos Gram (+) 2,84% Cocos Gram {4+ 31,42%

Bastonetes Gram - o BE%
Esporulados 55, 85% Esporuisdos 28k58%§
Hic Ezporulados G4, 12% N3oc Esporulados T, A%

B. coagulans
44 19% = 1 Ex10%/ml
L. fermpentum
35,24% = 1,4xi0%/al
. brevis
11,78% = &, 0x10%/ml
L. sake
2.84% = 1,0x10%/ml
B, oohnii subsp, 2
2,84% = 1,0x10%/m]

L. plantarum

F7,14% = 1, 4107 ) ;
8, suricularis :

31,43% = 1, 20107 m]
B. coagulans

14,20% = S 4wif®/ini
B. stearctharmophilus

11,43% = 4, 4x10%/n!
B. lentus

2,88% = L, ixi0%/ml
F. Enterobschberisceas

2,868% = 1, 1xl0%/m]




Tabela 6. Darascterizacio & Identificaclo das Bacteriss

isnladas nos [iferentes Fontos da 1% Ancstragesn,

Meic de Dultura PCA

Fé~da-cuba
{Antes da adicBo de HeBO.L!

Pé~de—guba
{Depors da adig8s de HgBOL !

Crawm [+ 100, 00%

Gram {4+ 160, 00%

Bastonetes Gram (+) 100,00%

Bastonetaes Gram {+3F 106,00%

Esporulados 27.81%
NExz Esporulados 72,09%

Esporulados 21 .43%
Nio Esporulados L BTR

L. fermentum

46,51% = 2,3x16%/ml
B. stearothermophilus

27,81% = 1,4x107/mi
L. viridescens

28 . 58% = 1,2%x10%/ml

L. helveticus

S0,00% = 1,3x10%/mi
L. fermentum

21,43% = B, 4010%/m}
B. =ztearcthermophilus

21,453% = B,4x10%/ml
L. virideacens

FL1EY% = F Eni0®/mi

Mosho Vinhs Final
Gram (+3 - 90,48% Gram {(+) 140, 66%
Gram (-} 2,52%

Rastorstbes Gram (+) 85,71%

Basbtonebes Gram {(+) BS, 24%

Conos Gram {(+) 4,77% Sonos Gram (¢} 11,76%
Bastonstes Gran (-3 B,58%

Esporulados 76, 19% Esmporulados 22,36%
NSo Esporulados 23,81% HE&o Esporulados 87 . 54%
B. coagulans L. agilis

76, 18% = 1,7xi0®/ml

L. delbrusckii subep. bulgaricus

S.52% = 2,1x10%/nl
F. Entercbscteriacsae

8,52% = Z,1xi0%/mi
P. scidilacticl

4,77% = 1,0x10%/ml

B5,00% = [, =167 md
B. coagulans

17,65% = 5.8x10%/ml
B. megaberium

14,71% = 4. 8x10%/ml
P, acidilachic:

11,76% = 3,8x10%/m!
L. reuteri

5,.808% = 1,89xiN®/gl]




de Daracter
18 oe 1™

Ll

i.-

by

acla =

Identificas

T AmoBLracen.

che

Meio de Culbuws MREBS Meio de Culbws PLA

Gram (40 08, Z0% Eram t+3 @7, 65%
Giram §= 0,.71% Gram {-} PGt
Bastonetes Grams {+} < PR Bastonetes Srap {4

Lomore Gran (40 15,53 # Bram o

Basvonetes brag (- 6,71% Baghonehss f

Ezporal ados 38, 18% Esporulados 38, 40%
NEo esporulados 6o, 85% NEo asporulados G, 505
B. coagulans 22.35% 1 B, cosgulana 23, 46%
L. bBelveticus 19, 45% e FeEraentum 18, 92%
L. fermentum 15, 18% L, helvetious 12,50%
®. stearcthermophilus 12,50% | L. agilis L. 00%
L. plantarun G, 20% B, stearcthermophilus 12,3
8. awicularis 7, 58% L. viridescens f,1
3. prsumoniae B, 84% P. acidilachigi 4,1
E. brevis 2. B4% B. megaterius e
L. sole O, 74% L. delbrueck:l

8. comii subsp. 2 0, 74% subsg. bulgaricous o, BEY
B, lentus 0,72% ¥. Entercbacteriaceas 2,38%
¥, Enterchacteriaceas 0,71% L. reuberl A

de cultura MESA + FPLA

Gram {+) G, 45%
Gram {~} 1,55%
Basponebes Gram (4 :
Cocos Gram (40 !
. H
Eastornstaes Gram (-7 :
i
Esporulados 38,338 )
MNEo esporulsdos By, BT 2




Tabealn &, Bzoudrias Idenu:finsdas

A 1P AnOsiragen.

Bacillue coagulans

Lactobacillius fermentum

Lactobaciliue helveticus

Bacillus stearothersophilus

Lactobacillus agilis £, 25%
Lactobacillus plantarum 4, B3%
Lactobacillius viridescens 4, 00%
Braphy lococous awricularis 3,95%
Brrepboococcus pretmonise GRS A
Fediosoccous acidiischic: A A A
Bacillus megaterium 1 04%
Familia Entercbacteriaceas 1,55%
Bacillus brevis 1,474
Lactobacillus delbrueckii subspe. bulgaricus 1.18%
Lactobacillus reuteri 0, 74%
Staphylococous cohni: subsp, Z 0, D%
Lactobacillus sake 0, 37%
Bacillus lenbus o, 58%




terobacteriaceae

Streptococois 847% Ny feeliius 39.31%
Padiococous 2.07% T

" Enterobacteriscess 1.55%

m/ Stanhyiococous 4, 30%

Lactobacilus 42, 31% T

FIGURA 22




B. coagulans

23.20
B.stearothermophlius ’__;‘2 ®

12.48% =

Outros Bacilius \

Quiras Baoctérias

80.67%

FIGURA 23




L. halvaticus

17.29% foinii s L. fermentum

AR == \ 18.08%

Quiras Bactédrlas
BO.B7%

FIGURA 24




Embora a espécie B, coagulans nBc  seis mencionada ns
OrANGE  RIIOrIR dos  brabalhos, COmL conbaninante cim
farsenteclo slesdlics, o valores de similaridade obt:idos na
sus identificagdc, Foranm sxeelentes, pols ds  acords com
LAPAGE et =), (1873}, niveis de 0,999 s3c oOtimos na
identificacio de ums culbtura, representandc ums taxa de erro
tedrica de 1 sm 1000, Alguns aubores menciondn gue valores
igaies on superiorss a 0,88 03 podem ser considerados bons
na identificacBo de sspécies wmicrobianas.

Des bastériass  identificadas na primeira asnostragsn, L,
agiiie, ocom velor de ginilaridade de 4,659820; |
wiridescens, com valor de similaridade de 0,813735 & Lo
helveticus, com valor de similaridade de (,78980658, estiveran
puito abaixs do valor minino pars uma boa identificacio, o
gue pode significar gue sejan linhagens intermsdiiriae &s
mencionadas no Maral de  Bergey (18988} s gue, con ssbhudos
suiniohaxondnicos posses  vir a ser melhor colassificadas e
corresemente enguadradas. Alédm disso, come os trabalhoes conm
matrizes de probabilidades enfatizam o fabo de ndc se
pbilizar testes para o  guals existan  linhagens gue ndo
spresenten respostas ns patriz e, no presante trabalho, se
ubilizou como un dos perdmestros s exclusBo de testes pars os
gunis duas ou mals linhagens nBo apresentassen resposta
conbecida {de acordo com o programa  original da YNOYCY),
asloumss dessas culturas com valores baixos de similaridads,
poden ter sido mal  identificadas por falta de dados na
Jitarsturas gue levassern & construgBo de mebrizes nais
completas e funcionais,

Cads cultura foi primsiramente confrontada con 8 wabriz
mals apropriads, cu seja, baskonetes Oram-positives e
catalase positviva, com 2 matriz ! (Bacillus), bastonetes,
Grap-positives, nBo esporulados e catalase negabiva, com a
mabtriz 2 {Lactobacillus): cocos, OLGram—positivos, cabalase
positiva, com & matriz 3 (Btaphvlococcus e Micrococous) e
cocos, Dram-positivos oatzlsse negabiva, com 2 mabriz &
{Brreptococcous, Pediccoccus e Leuwconostoc!, porém, guande
neasge confrontes o nivel de similaridade esteve abalwxo de
£,80, procadeu~se o confronto Com 8% outras  mshrizes,
mptando-ss pela escolha do maior valor encontrado.

Tanhém, quando aslguma das caracteristicas iniciais
mencionadss para a escolha de matriz estivesse en desacordo,
submeteu-sa a culburs examinada ao confronto com mals de ums
matriz, tambdm optando-se pelo naior valor de similaridade
encontrado, come o meis  ideal para a identificagio da
referids cultura.



Aasmsim, as bactérias 88, 0, 82 e 35, que s8c Lestonehes,
Sram-positivas, nde esporulados = catalaze pos=itiva, por
seren ndo  esporulados foran confrontedas com & patriz 2
{Lactobacilius!, spressntande o valor de similaridade de
,B15735 para L. wiridescens e, por apresentarem stividade
de catalase, foram confrontadas cow & matriz | (Bacillus),
spresentando ¢ valor de similaridade de  0,457638 para H.
lentus, sendo welhor B sua identificacBo como L. viridescons
enbora e nivel rfo zatisfatdric ds semelhancs.

Hesme con caracteristicas norfoldgicas d&ifsrentes,
guando o valor de simllsaridade encontrade para a  mabtriz
teoricanente mais  apropriada ndo fol sabisfatdric para @
identificacis, ou seja, supsrior a 1,98, procedeu-se o
sonfronto oo as demaizs nabtrizes, escolhendo-ss o maior
valor de similarideade como o pals apropriado aguels cultura,
Izso foi resalizado, basicaments para Lactobaciilues mal
identificados, sonfrontando-oz comr a8 mabriz 4, onde consbham
todes as espécies de Leuconoston, pols & literstwra oiba
miibos problemss na distincBo de certas espécies entre ssaes
dois géneroes. Hoe presente trabalhe ndo se conseguiran nivels
de similaridade melhores para nenhums das sspécies de
Lachobaciilus gue havien seido identificadas oor valores
haixos de similaridsede, so confronta-las com 2 matriz 4.

Borém, o confronte fol realizado uma vez gus segundo
SHARFE et =2l.{1872}, por um bom periodo de  tempo, muites
linhagens de bacbérias enviadas 2 varics Institotes de
Fesguisas ek laticinios come lsuconostocs, mostraram-se
bastonetes muaibo CUrhOS, ramn-positivos,
heterofermentativos, formadores de I[-scido l1akico,
oroduterss de  gaz da fermentagio da glucose e produtores de
andnea -3 partir de argining, serdo conslderadas
Loctobacilliue e 2o Leuconosboo. Ainds, Lactobacillue
coprophi lus, fol pesguisado e sssin denominado por KANDLER &
ABO-FLNAGA{ 1888) . Posteriormente HOLZAPFEL & KANDLER(IGES:,
conaideraran Leuconostoc mesenteroides ATCC 10,881, cowmo
serndc UnE subsapécie desse organiems e o denomlnaran
Lactobaciilus  ecoprophbilus subsp., confusus pazsando-o
postariorpente a  Lactobacillue confusus. Tanbém, segundo
GARVIE(IBBLY, =z distingdc entre certos leuconostoacs =
lactebacilos ¢ muito dificil & porisso, maitas vézes ocorre
uma sobreposicics destes dois  géneros, confundindo-se j& ns
morfologia onde cerbtos leuconosboos se bornan  alongados e
certos lactobacilos basbonates bam curtos. Lmsim,
Lactobacillus  wviridescens . nfae produz apdnes e
arginina, foras pollasacarides de sacsrose ¢ bioguimicanenbts
& muite parecidoe s heuconostoc dextranicum, dificuldade de
separacico banbéw mencionada por BHARPE et s1.(1872).

Este procediments na ubilizacio das mabtrizes ndo e
aplicou apenas pare a primeirs anosbrages, mas para todas as
bactérias do prezents brabalho.



algumss outras bactériaz desss  grineirs  anostragemn,
tambén ndo alcanparar valores superiores s 0,92 no clmputo
final das similaridades, mas estiveran bem wais prowimss a
esse valor, o que inspire mais confianga nas sspdciss
obbidas, pois  alogum teste qgue tivesse apresentado valor n3o
saperado para & linhagen e sxame, ou falha na execuclo ou
lesbwrs de wm beste, poderia  ter slterado para menos o
valor de similaridade obtido, embore algusas delas tanbén
possam &8r  bactérims aindas ndc ber carscberizadas & gue
PosSsan Vir & 52 conshituir em oubra espécie ou subespdcie en
futuros trabzlhos de sistemdbics bacterians.

Das 103 bactérias selecionadas para identificaclc ds
srimeire ancsbragern, 83,37% foras sdentificadas com sucesss)
22,F% eshivaran ml he provinas da classi Ficacls
satisfatdria e, apenas 13,88% apressntarar valores ben
abaixe de 0,838, o gus indica un bon desenpenho das mpatrizes
na rdentificacdc dos isolados bacterianos. As bactérias 18 e
31, bastonetes Oram-negativos, foram classificadas como

srtencentes & Familia Enterchacteriacese sen o uso de
matrizes & Sim pelas utilizag8o de chaves dicotfmicasiFigura
iy, Posteriornents, chegou-se R géneros
Klgbsialla/Enterobacter, como o% mals provaveis, para  as
duns bactérizs classificadas come pertencentes & Familia
Enterchacteriacese nessa anostragen, através de checages das
carachberigsticas obbidaes para ambas, oom os dados do Manus!
de Bergey!{BRENNEE, 12847,

Em relacls s aficisncla  do tratamento dcido reslizado
oon Acido sulfirico no preparc do pe-de-gubs, B Lermos
muantitabives, upae vezr gus borma~se  ouibo dificil ums
avaliac8o global em termos gqualitativos, principeslpents
pelex dimensfes o substrate a ser  apostrado & pelas
caractaristicas do  processo de enchimento das cubasz, gue
lgvam ac aparecimente, nas andlises, de certas espdcies de
tacbérias depois do tratamento Acido e a ndo deteccBo das
mesnas antes do bratamente  dcido, enconbrou-se  para E
pripeira apostrages, valor médic de redugdc  bacterians de
£(,40%, o gue pode ser considerado bom, 58 pENSIrRos gus 8
mEioria cgos  prodgubos comercializados  como antibacterianos,
rio atinger na préabtica essgs percentuais de reducic.

T



4.2.%. Depmda Awnostragen

Az Tabelas R,16G,1! & (2, mostram os resultados obbidos
na segunda  anostrages, com predomindncia de bacbérias Gram—
posibivas{B4, 14%), de baatonetes Gram-positivos{80,41%) & de
ndo  esporulades{??,42%), o gue estd de acordo oom os
trabalbos sobre contaminantes da fermentacBo zlcedlics, qgue
mENCIoNas  ser a3  bactérias latigas, ocom  énfase 205
Lactobaciliue e, oz Pecilius &z mais freguentes =
prejudiciais,

A Figura 25, mostra os pareentuais encontrados para Q8
géneros bacherianss £ pareg s Familiz Enterchacterisceas, na
BEUINGE AROSLIIgEN .

Alnda, as Figuras 26 ¢ 27, mostram, respectivanente, 33
principals espdo ias de Bacilius & Lactobacillus
identificadas nessa anostragen.

As mspécies, L. fermentum, L. plantarum, L. helveticus,
B. coagulans e B. ahearcthersophilus, foram as mals
frequentes £ representando  Juntas  71,84% das  bastdrias
conseguidas nag  ssgunda anostragem. Az razBes da facilidade
do  apsrecimente & multiplicsclo dessas bacbérias en
fermentaclc alcodlica, J& forem mencionadas en alguns
trabalhos relacionados na revisHo de literatura, ben como na
discussBo dos dados ds primeira sneostragen.

Das 23 bactérias isoladas na segunda sposbragen, apensas
as bactérias? BE. pasteurii {G,480317; L. animalis
(5, BESETE) & L. coryniformis subsp. torquens {(0,840728:,
aprasentarar valores de similaridade inferiores a 4,88, Trés
bactérias (123, 163 & 170}, em fores de bastonebes, Gram-
negativeos, forar classificadas come  pertencentas & Familis
Enterchacteriacese pelo  wuse de  chaves dicotdmicas.
Fosberiormenbe, chegou-se aony géneros Kisbsiella/
Enterchactsr, como o5 mais provaveis, para as  bactérias
classificadas como pertencentes & Familia Entercobacteriaceaes
nesss anostragen, pela checager das caracteristicas obbidas,
com os dados do Hamuml de Bergey (BEENNER, 18843,

ax gemais bicbdériss, obbtiveram valorss acima de §,8% &
messim, foream classificadas CoBn SUCESRG.

Fortanto, apenas %,55% das  bactérias dessa anostragen
nfn puderam ser identificadas satisfaborianenbs, o gqus
demonstre a altae eficifneiz das matrizes na classificsgdc
desgas bactériss,

Ex relaclo & reduclBo das bactérias devido ac btratamento
Grnido realizado no prepars do pé-de-cuba, nesss anostragen a
reducle média foi de 48,26%, valor consideradoe bhom na
reduciio de conbaninanteas bacterianos na fermentacio
aleodica,

Como j&8 discutido na primeirs amostragen, fica dificil
uma evaliaclo gualitativa da redusBo baghsriana, uma vez qus
a amostra n3o & & mespa e o volune do leite de levediras a
ser apostrado € muito grands, antes e depois do tratamento
acido.



Tabals 9,

Caracierizacio & ldentificaclo das Bagtérias

Iscladas nos Diferentes Pontos da 2% Ascsiragsn.

Hein de Culturs MESA

Pé-de—cubs
{Antes de adiclo de HaBOL:

Pé—de-cuba
{hepcis da adiclo de HeB0LI

Gram {4+

Grap {4+ P00, 00% T00,00%
Bastonatas Drag {(+7 100,00% Bastonetes Gram {4+ 1034,00%
Esporulados o5, 0% Easporulades 20, 44%
NEo Esporulados 75, 00% | Hic Esporulados 60, 56%
L. forpentium . L. helveticus
S7,14% = 1,Bxi0%/ml B52,17% = @410 /ml
B. cpagulans E. coagulans
25, 00% = &,%18%m] 81,74% = 33,5107 /nl
L. helvebicus L. Tersenbum
17.86% = 5 Bxl07/ml 17,38% = 3,1x10%/ml
B. pastewurii
BU70% = 1,6xi07 /el
Mosto Vinho Final
Gram (43 100, 00% Gram (+} a0, 0%
Gram (-1 10, 00%
Bastonetes Gram (+) 76.13% | Bastonebes Gram {(+) 96,00%
Coops Gram {(+7 29 07% Bastonebes Gram (-3 14,00%
Egporuladoes ., B0% Esporulados 15, 00%:
N¥o Esporulados 7. 40% | N3o Esporulades 83, 00%,

L. delbrueckii subsp. lacktis
£3 . 56% = 3,86x10%/ml
L. helveticus
0% 87% = 2,4%10%m]
P. inopinsbus
19,58% = 1,4xi0%fm]
M. rogeus
14 ,28% = 1,3xi0®/ml
B. coagulans
2.60% = 2, 4xi0%®/ml

L. animalis

6%, 00% = §,10x18%/pl
E. coagulane

15,00% = 2,5x10% /sl
L. helveticus

10, 00% = 1, Txie7/ml
F. Enterobacterizcess

16,00% = 1, 7x18%/ml




Tabsla 14, CaracterizscBo e Identificacis das Bacterias
Iscladas nos Ihferentes Pontos da 2% Ancstragem,

Meio de Cultura FOA

Pé-de-cuba

tAantes da adiglo de HeBl4:

Bé-de-cuba
{Depois da adicBo de He80.)

Gram {+} 160,00% Gramp {+) 160, 00%
Basbonebes Sram (+3 100,00% Bastonetes Gram {4 100,00%
Esporulades 0,80% Esporulados 11,54%
NEo Esporulados 106,80% NE&o Esporuladoes BB, 48%
L. fermentum L. plantarum

41,30% = 1,8x10%/ml 48,15% = 1,1x10%/nm]
L. coryniforpis subsp. borguens L. fermentum

SRLPE% = 1. 3x10%/ml 42,31% = 8.7x10%/ml
- plantarum B. coagulans

2E,09% = 1,8x10%/l 11,%4% = 2,107/l
L. sake

4,35% = 2,0x107/mi
Hosta Yimho Final
Gram {+} 81,82% Bram (+) B81,20%
Gram (=) 15, 18% Bram {~) 18,75%
Bastonetes Bram {(+} 81.82% | Bastonetes Gram {+)  81,85%
Bastonetes Gram (-} 18,18% Bastonetas Gram {7 18,75%
Esporulados 27, 8% Esperul ados B, 75%
NEo Eszpuorulados FE % N&o Esporulados 31,35%

L. planbarum
45 ,45% =
B. coagulans
SFLEM = 2.3x10%/nl
F. Enterobacteriaceae
1B,18% = 1,5x10%/ml
L. helvaticus
9,50% = 7,7xid%/nl

3,8wi0®/ml

E. stesrothermophilus
68,75% = 1,2x10%/ml
F. Enterchacteriaceas
IB,75% = 3,4x107/ml
L. plantarum
12 50% = 2,2x10%/nl




Tabela 11. Resuno de Caracterizacic e ldentificacBo das
Bactérias da I* AmCsiragen.
Meio de Dulbure HESA Meio o Culturs FPOA
-
Gram 143 S7.50% 1Gram (+) G4, TR
Gram 2.560% ikrap (-3 @, 20%
| Basoonstes Gram (4 B, 03% [ Baston
Cooos Dram {43 7. 47% [ Basbton
Bashonebes Gram (- 2. 50%
Egporulados 15,27 Esporulados S8, Lok
Na&o Bsporulados B1,75% |NEc Esporulades PE L%
L
L. helveticus 27,50% L. plantarum 3L, 0%%
L, fermentum 18,83% L. fermenbum o0, ElE
L. anisalis 1F,2%% |B. stearothermophilus 17,18%
B. coagulans 18,608% (B. coagulans G 70%)
L. deibrusckil
subsp. lackis 14,39% [F. Entercbacterisceae O, 03%
F, inopinabus 3,80% L. coryniformis
M. rossus 3.57% | subsp. bLoroguens
F. Enterobacteriaceas 2,30% L. helveticus
B, pasteurii 2,18% (L. sake
]‘ T
Meio de Cultura MESA + FOA |
Gram |+ Siv, Lok
Gram (-} 5, B6%
Basstonehes Grap (+0 G, 41%
Doncos Gram (3 Z, PR
Bastonebes Gram (- & :
E
Eaporulados Gn L ERE% i
N#o Esporulasdos TE L AU% %
]




Tabelas 1Z. Bactédrias Identificadas nz 2% Apcstragens.

Lactbobacillue farasentun

Lactobacillus plantaruz

i Lachobacillus helveticus

Hacillus coagulans 12,940%
Bacillus stearobhersophilus B OBOY%

Lactobacilius animalis

Familia Enterobacteriacess

Lactebacillus dellbrueckii subsp. lactis

Lactobacillve coryniforsis subsp. borguens

Pediocoocous inoginatus

Microcooows rossus 1,78
Bacillus pastewurii 1,06
Lacbobacillus sake 1,08%

ny e



- leacacaus 1.78%
_ Eﬁt@rebaaterlamae £.84%
Lactobaoclilus B8.00%
" Baclllus 22.45%
\“\M o

FPadiocooous 1.84%

FIGURA 256
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| Ei.steamtharmaﬂhllus
o 8.60%

B, coagulans
12.80%

..........................

Outros Racitius
1.0G%

Outras Bactérias
77.41%

FIGURA 26
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L. plantarum

S L. farmentum
L. helweticus /oiiise== 7 19.77%

14.00%  AurhiniiniiEmmTy

Qutros Lactobachlusg
17.98%
Qutras Bactdrias
31.80%

FIGURA 27
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&£.2.3, Terceira Amopbragon

As Tabelas 13, 14, 15 e 16, exiber o5 resulbados
obbidos para as backérias dda terceira amosbragen, ook a
totalidede de bactérias Sram-positivas (160,08%), com @
predonindncia de bastonetss fram-positivos (8]1,43%) e de ndo
ssporalades (87,27%), o gqua, rnovamente, esti de scordo cown
os principais trabalhos sobre contaminantes ds ferpentacio
aloodlica, qus chamamx a atenclo pars sz: bactdrias laticas e
para oz Bacillus.

A Figuras 2B, exibe o8 valores psroentuals sncontrados
para of @ géneros das  bactérias  iscladas n@  berceirs

aposbragen.
Ainds, as Figuras 28 & 30 mostran, respectivaments, as
principals  espécies de  Bacillus & Lacbtobacilius,

idenfificados nessa apostragen.

Acui, as espdeies L. helvebiouws, L. amimslis, L.
fermenbum, L. buchneri e B. megsteriwm, foram =23 m3is
freguentes, enguanto que  B. stearocthersophilug = B.
copgulans, e nas duns primeiras aposbragens 1
sonstituiran em  contaminanbtes bastants  imporiantes,  agors
remresenbaran 1,48% e 1,00%, respectlvamente, da microbiots
bacteriana.

Se considerarsos o nivel 0,30 de similaridade comc
valor minimo de boz identificacBc, apenas  4i,00% das
bactérias de  bercseirs ampostrager phderam ger classilicadas
com  bobsl sucessn, Porét, dos  BC,90% das bactérias
restantes, que obbiveran nifvels de similaridade abaixo de
0,89, muitas delas{38,82%), situarem—se muito préximas de
wme boa clpssificaclBo, com valores acima de 0,80, o qus deve
nelhorar bastante a eficifnecia das matrizes na identificaglo
das bactérias.

Do total daz culturas isoladas nesss terceira
snostragen, 23,08% apresentarar niveis bem abaixe de 0,80, o
gque conpromste  bastante suas  ldentificagles . tratando-se,
provavelzente, de  espécies ndc  ben caracterizadas, ou, mal
tdentificadas fase & falta de dadeos ne matriz.  Agus,
reslnents  aparscerss algumas espécies sestranhas & ndc
citadas na literatira schre o assunto, oSowd a  bactéria
anserdbia L. vitnlinuds, Btaphylococcous hyicus subsp. hyicus
& Braphylococous Caseclyticus.

Assim, para & herceira amostragem, pode-se dizer Que a
sficiéneis das matrizes na identificacBc das bactérias foi
razodvel, ficande bem svidente gue a dificuldade de obtenclc
de dados para s construglo de matrives mais completas, pode
conpromeber a eficidncia do fucionamento das nesnas, onde &
sxelusSc de  determinados testbes pode dificultar a precisdo
da classificacdc, principalmente entre bactérias dificeis de
serew bem distinguidas come € o casoc de Btaphylococtus e
Micrococous (Matriz 3).



As bactéries clmesificadas como L. vitulinue con baixo
valor de similaridade((,766840), provavelmente bratam-se do
linhagens intermedisrias as nmencionadas  no Manual de

Bergey{ 1986}, pois 2 mabtriz 2 de Lacbtobacillus, mesmo com oz
parématros  utilizados, exibe todss as caractesristicas
importantes na classificacic de Lacktobacillus, sspecialmente
Fermentacdo de carboidratos, onde 19 des 24 carboidratos
testados, aparecem computados e, portanto, o baixe indice de
similaridade ndo ¢ devido, provavelmente, & falts de dades
na matriz.

Em relscio 58 reducic das bactérias devido ao tratamenbo
Acido realizada no preparc do pé-de-cubs, nesss anostragesm a
reducdc média foi de 48,28%, o que represernta, sem divida,
wuma koa diminuigdo na conbaminacBo bacterianas.

7
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Tabeln 1%, Ceracterizacio g Identificacdo das Bacteérias
Incdadss nos Diferentes Pontos da 3% Amostragem,

Meio de Cultura MESA

Pé-da~cubsa _
{antss da adiclo de HeBOL:

Pé-de-cuba
{Depois da adicBo de HaBOL)Y

Gram i+ 106,00%

Gram (+7 100,00%

Rastonebtes Gram (4} 74,42%

Bastonetes Gram {(+ S6,00%

Cocos JSram (+) o5, 58% Coros Gram {(+} &4, 00%
Esporulados 11,63% Esporul ados &,00%
N¥c Esporulados 58, 3% Niic Esporulados G2, 00%

L. animalis

B2,79% = 3,0:¢10%/ml
8. cohnii subsp. 1

o ousy = 1, 2x10%/nl
B. stearcthermophilus

11.85% = 55,6010 /ml

L., helvaticus

48 .00% = 1, ix10®/zl
&. cobnii subsp. 1

G4, 00% = 1,0x10%/nl
E. comgulang

&,00% = 1,8x10%/ml

Mosto

Vimho Final

Gram {4} 100,00%

Gram {+3 100,00%

Bastonebes Sram {(+7 F782,72%

Bastonetes Granp (+) 84 28%

Cocos Bram () 27,28% Coces Gram {(+) 5,721%
Faperulados 36, 56% Esporulados 0,00%
N8c Esporulades £%,64% HEo Esporulados 160, 00%

L. fermentum

3B,58% = 4,4xi0%/ml
B. megaberium

36,38% = 4,.6%10%/ml
8. caseclybicus

2F,28% = 3,3xi0%/ml

L. helveticus

B, BO% = 2,8x10%/mi
§. cassclyticus

5,71% = 1,8xi07 /6l




Tebels 14, Laracterizacio e [dentificacis das Bactdriasz

Iscladas nos Biferentes Fontos ds 2™ Amostraoss.

Meic de Cultura PLA

Pé—de-suba
{Anbes da adiglo de HaBOL)

Pé~de-puba
{Depois da adicdo de HaBOL)

Gram {+} 100, 00%

Gram [+ 100,00%

Basbonebes Gram (4} 66,68%

Bastonebtes ram (4} 168,00%

Cocons Oram {4+ 33,34%
Esporulados 0,00% Esporulades 4% 853%
N8n Esporulados 100,00% Nic Esporulados D4, 7%

L. buchneri

L4 ,48% = 2,0x10®/ml
£, hyicus suhsp. hyicus

33,34% = 1, 5ni0®/ml
L. viridescens

22,22% = 1.,0x10%/ml

L. aninalis

54,17% = 1,4x10%/ml
B. megaterium

45,83% = 1,1xid®/ml

Mosto

Vinho Final

Gram {(+17 TG0, 00%

Gram {4+ 100, 60%

- Bastonetes Sram (+} 87,50%

Bastonetes Bram (+7 160,00%

I Cocos Gram (+) 12,50%
Esporulados 0, 00% Esporulados 0,00%
N&o Eeporulados 100, 00% NEo Esporulados 1606, 00%

L. fermentum
£5,75% = 8,6x10%/nd

L. delbrueckii subsp.bulgaricus

18,75% .= 2,.5x10%/al
8. caseolybicus
12.50% = 1,6x10%/nl

Lo vitulinus

&5, 15% = 1, 4xi0%/ i
L. buehneri

£2.,31% = 1,3x10%/m)
L. viridescens

11,34% = 3,5x107 /&l




Tabels 5. Fesumce da Carasherizaciso ¢ ldentificacio das
Bactérias da 3 Amosiragsn.
Mezio 4z Dultura MEBA Meio de Cultura PLA
Spmm (43 100,00% Gram {(+; 10L,00% |
i
Bastonetes Grap (4 Fh 3RS Basroretes Gram (+: 55,54%
focos Gram {4 g5, B4Y Cooos Hran fv: D1, 48N
Eesporulados 14,006% Esporulados 11,45% é
Nio Esporulsdos 8EB,00% Hio Esporulados 583, 54%
L. helveticus 35,57% B, buchner: B1,689%
5. cohnii subsp. § 17,40% L. fermentus PEOE%
L. animalis 15, 70% L. Bnimelis 13,54%
B. megaberlium B, UE% L. vitulinus 11
L. ferpentum 4, 0B% B. megaterium i1
5, cazsclybicous &, 25% L. viridescens B
B, stearcbherpophilus 2.,81% 8. hyicus
E. coagulans 2, 00% subap. yious B, 34%
L. delbrusckli i
: subsp. bulgaricus |
! L. caseclyticus §
; }
Hoics de Dultura MEBA + POA
Bram (43 106,80%
Bastonetes OGram {(+7 81,4%%
Cocos Grap (+3 18,050%
Esporialados 12,73%
NEo Esporulados B7,27%

¥




Tabels 1§, Bactériss Identificadas na 3% Anostragsm.

Lactobacillius helveticus 17, 78%

Lactobacillus animalis 1 B

Lactobacillus ferpenbun

Lacthobactliuvse buchnerl 16 i
Bacillus megaterium 15.27% |
Btaphylococous colmi: subsp, |1 5, 0%
Lactobacillus vikulinus 577

{  Btaphylocooous caseclybicus

Lactobacillius viridescens

| Braphvlococcus hyicus su hyicus  4,57%

Lactobacillius delbruecki: §
suling,. bulgaricus LA

Hacillus stearothermophilus i, ab%

;
i
! Bacillus coagulans 1,00%




Lactobaciilusg 88.72%

Baclllus 12.73%

Staphvylocaccus 18.656%

FIGURA 28
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Cutiras Bactérias
87.27%

Qutros Bagilius
2.48%

B.magatarium
10.27%

FIGURA 29
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QGutros Lactobaciilus
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Cutras Bactérias

81.28%

FIGURA 30




4.2.4. Quarts Anostragen

Az Tabelas 17,18,18 2 Z0, mostram o resultados obtidos
para & ouarta apostragss, ook & 0 tobalidade de  bactarias
Gram~posibivas (100,008 ¢ predonindncia de bastonstes
(00,75%) & de nfo esporuladas (70,21%), o que, novamnente,
ven ac  encontro fde muiteos trabalhos  oitados na revisio ds
literatura, mostrande & freguente detecglo de bactérias
idtices e  Bacillus, come ocontaminantes ds ferpentacio
sloeabdlion,

A Figurz 31, postra oz percentuals encontrados para o9
gtneros ges beobérias isoladas nz guerta ssostragen. Tsobén,
az Figngas 32 e 323 exniben,respectivamente, 8% proncipsis
espéries de Bacillum & Lactobacillus  identificadas nesse
anoshragemn.

As papéoiss B. poaguians, L. acidophilus, L.
amyiophilus, L. wvitulinus, L. helvebicus, L. bwhneri: e L.
plantarum, foranr as mais frequentes, regpresentands 80,76%
das bacbérias isolades nessa anostragen.

Se o indice minimo de similaridads 0,88 for rigidaments
consigerade, & eficidnoiz das matrizes na dentificacBe das
bastérias ndc foi bos, classificando ben apesnas 37,84% dos
ispisdos, porém € 2 necessario  considerar que E7,03%  das
hactérias desss smosbrages foran classificadas con nivels de
zimilaridade supsriores & 0,98, o gue so somados, resultan
em B4 . BT%  ds idensificasfc sabisfatdria, percentusl gue 2
gualifice comp bhos a eficidneis das matrizes. Bome-se ainds
o fabo e cpae PR, 38% daz becterias foresm identificadas com
valores de sinilaridade acims de 0,84,

Das bactérias wmal identificadss con valores abalwo de
0,44, aparecen L. vitulinus, com valor de similaridade de
6,7566849; L. amylophilus, com valer de similaridade de
0,852155% & L. viridescens, com wvalor 0,B82I8%, Meis wma vesz,
sdmibe-ge a8 hipdbese de seren especles inbermedisrias  as
aencionagdes ne  Manual de Bergey{ 1888, pois, se tretando de
Lacbobacillus onde das 168% caracteristicas colocadas na
matriz 2, 1%0 foram uwbtilizades ne identificac8o, mesmo gue
houvesse falhe na exscucdo ou leiturs de alguns oestes, o3
valores no soriam 580 balxos, come U,70084% ¢ 0,502185,
que svidencisn diferengas marcantes entre a cultws en exane
e a referids como mais parecida. Convém mais uvna ver lembrar
e quaﬁda ons velores obbidos foras menores gus 0,88,
procedeu~se o confronto cor a5 depals matrizes, opbando-se
pelo maior valor snconbrado.

En relacBc & eficifneia do tratamento acido realizado
rom doido sulfirico no preparo do pé-de-cuba, encontrou-se
uma  reduclc média de 42,37% ne ndmero de hacteérias,
percentuzl que pode ser considerado bom no controle de
conbaminantes bacteriancs da fermentacio aleodlica,

n
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Tabela 17, Caracterizacio e Identificacis das Hactérias

Iscladas nos Diferentes Pontos da 4% Amostragem.

Heio de Cultura MREZA

Bé-de~cubs
{Antes de adiclo de HoBOL)

Pé-de-vuba
{Depois da adic¥o de HeBOL!

Gram {(+} ion,00% Gram {(+3 100, 00%
Bastonetes Gram {(+) 100,00% Bastonetes Oram (+7 100,00%
Esporulados 36,306% Esporulados 27, 18%
H8o Esporulades B3,64% Mo Esporulados 72,22%

L. buchner:

63,64% = 2,86x10%/al
B. coagulans

IE,EA% = 1, 4x10%/u)

L. vitulinus
FRE2% = 1,7=i0% ]
B. stearothermophilus
RF,78% = 8,7x10% /m)

Mosbo Viphs Final

Grawg (¥ 100,00% Gram {(+} 104,00%
Hastonebes Gram {(+) 71, 43% Bastonebes Bram (+) 1006,.00%
Conos Bram {(+] 28.57%

Esporulados 28,57% Esporulados 20,00%
N Esporulados 71 43% N3 Esporulades &0, 060%

L. acidophilius

42 .68% = 3,8x10%/m!
B. coagulans

28,.857% = ZxIxii®/ml
8. commii subhep, 2

IE,57% = 2,2x10%/ml

L. acidophilus

B0,00% = 8,68x107%/mi
B. coagulans

TO,00% = 2 &xi0%/ml




Tabela 18, Caracterizacfo ¢ Identificaclo das Bactérias
Iscladas nos Diferentss Pontos da 4™ Apnoshragenm. t

Meio de Culitura PLA

Pé~de-cuba
{Antes da adicdo de HaB0L)

Pé-de—ocuba
(Depois da adiclo de HeBl,!

Gram {+;} 100,00%

Gram [+} 100.00%

Faztorekbes Gram (+} 1006,00%

Bastonates Gragm (+3 100,00%

40 ,00%
80, 00%

Esporulados
NZo Esporulados

33,33%
&6, 87%

Esporulados
N3c Esporulados

L. plantarus
B0,00% = 2,3x18%/ml
BE. coagulans

L. belvebicuy
BE,67% = 1,4x10%/nl
B. coaguians

A0, 00% = §,5x10%/ml A3,3%% = 7,0x107%/mi
Mosta Vinho Final
Gram {(+) 100,00% Gram (+} 100,00%
Baasbtonstez Gram (+) 100,00% Bastonetes Gram (+) 54,54%
Cocos Bram {+) 45,46%
Eaporulados 25,00% Ezporulados 27 2T7%
N%on Esporulados 75, 08% NEic Esporulados 78,73%

L. apyviophilus
75,00% = §,2x10%/nl
B. lentus

2%, 00% = 2,0x10%/ul

B. coaguiane

2R o= 4 4wiG7/nl
L. wviridezcensg

.27 = 4,4x187/ml
§. epidermidis

27,27% = 4,6%10%/ml
B, acidilackisi

18,190% = 2, 8xi07/ml




Tabels 1%, Fesumo de Caracterizacio & Ildentificacic das
Bactérias ds 4% Anostragen.

Meio de Culvuras MESS Beio de Dulturs PLA

Gram {+2 100G, 60% Grap (+1] g,
Basbtonstes Sram () QL DE% Basnonm

Cocos Oraw {4 F.14% Docne bram

Eoporuiados 25,18% Esporulados 31,40%
MEc Esporulados 71,52% Nao Hsporulados 67, 50%
L. acidophilus 30, 7E% B. coagulans L 25%,15%
B. coagulans 21,23“ L. amviophilus 18,75%
L. vitulinus 15, 08% L. helveticus 16,87%

i L. buchneri 1%,81% L. plantarom 5L 00%
8. cohnii suvbsp., Z 7, 14% L. wiridescens 6,80% |
B. stearcothermophilous £, 855% B, epideraidis &,52% |

B. lentus £,25%
P. acidilachic: &, 5%

Mesos de Dultuwrs MRSE + FLA

Gram (+9 100, 00%
Bastonetes Sram {+) 84,75%
Comos Gram {+1} 9,25%
Esporulados o4, 7%
HNic Esporulados T, EL%




Tabeln Z0.

Bantériss

identificsdas na 4%

¥ DTk ot ..

Bacillus coagulans

Lactobacillius

Lactobacillus

Lactobscillus

Lactobacililus

Lactobacililus

Lactobarillug

acidophllus
amyiophi lus
vitulinus
helveticus
buchneri

planbtarum

Staphylocooous oohnil subsp.

Bacillus stearothersophilus

Lactobacillus

yiridescens

Sraphylococcus spidermidis

Bacillius lenbus

Pediocooous acidilactic:

A

ok

i3

ik

b

ekl

£




Géneros

Lactobaciiius BO.GB%

‘...“\mm&\& Padiococcus 2.28%

Baclilug 28.78%

FIGURA 31
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Ciutros Bacliius
6.81%

AT A _ B, cogulans

AL 23.19%

COutras Bacidrias
70.20%
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38.24%

. L. amylaphiius
o T E e 9.36%

Al e | L. acldophiius

1B.38%

Qutras Baotdrias
392.02%
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4,2.%9, (uints Amcsbragen

As Tabelas 21, 22, 23 ¢ 24, mostran os resultados
enconbrados ng  guintas anoshtrager, oom o a bobalidsds de
bactérias Gram~positivas  (100,00%), com predominéncia de
bastonetes {(60,15%) e de ndo esporuladas 71 ,80%).

& Figws 34, mostra os percentuails encontrados para os
gineros das bactériasz lescladas ne quinta amostragen. Ainda,
as Figuras 3% ¢ 368 mostras, respectivamsnbe, as principals
espécies de Bacillus e Lactobacillus, identificadas nessa
SamosLragss.

Parz o moio de cultura MEBA, as trés bachbériss maxsg
freguentes foram L. fermentum, M. roseus e H., coagulans.
Para o meio de culbtura PCA, as trés bactdriss gue apareceras
com maior freqiéneis foram L. helveticus, H. coagulans e B.
atearothernophi lus.

No clmputs final para essa smostragem, L. fermentum, B.
coagulans ¢ L. helveticus, foram os mals significantes en
t8rmos nupéricos.

Mais umpa ver as bhactérias mals freguentes se repstiranm,
solorando-ss como  conbaninanbes realmsnte  importantes na
FermentacBo alopdlica, pols cosm poucas variagles, =slse se
manbiveras emn maperos elevados nas anostragens reslizadas ao
longes dos sels meses de safra.

A identificaclo das bactérias desss amostragen pode ser
conalderada  muito boa pois 58,33% dos  isclsdos  forasm
cilassificados cor niveis de similaridade acima de (6,88 =
o7 2E% dos  isolades foram classificados com niveis de
similaridade acimas de 0,80,

Assim, apenas 13,89% das bactérias forar idenbtificadas
com valores de similsridade abasixo de 0,80, o gue pode
significar uma identificaclBo errfnea. B88o elas: L. murinus
{0,664241) & 8. caseclyticus ((,761257;.

Em relacfo & eficiéneia do trabamente 4cido no preparo
do pé~de~cuba, © valor médio das percentagens de redugBes
para essa  ampostragesr fol de 45,87% gue, como naz oubras
aposhragens, pods  ser considerado satisfabtdrio, upa Ver gqus
se iguala, ou mpesmo supera, B eficiénela de muitos fasgote the et~
ambibacteriancs comercislizados com inbuito de contrele de
Lactérias conbaminantes da fermentaclo aleodlica.

Cone  aconteceu  tankén para as  oubras  aposbragens,
algumas  bacbeérias forar encontradas ns  enostra apbs  ©
rratamento acido e nSo foram detectadas na anostra antes do
trabamento acido, razlo pela qual, como J& fol comentado,
toraz-ze difici]l uma svaliaglo  preciss, em Lermos
qualitativos, de efeito do tratamento dcide sobre a8s
bactérias conbaminantes do processc.
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Tabela 21. Caracterizacio o IdentificacBo das Backerias
isclades nos Diferentes Pontos da 5=-

Amoabragen.

Meic de Dultura MEZSA

Pé—de—cuba Pe~de—cuba

{Antes da adiclo de Ha8041) {Depois da adicBo de HpBO.)
Sram {+} 100,00% Gram (+) 100, 00%
Bastonetes Gram (+) 75,00% | Bastonetes Gram (+) 180,00%
Conos Oram {+3 35,00%
Feporulados 25,00% Esmorulados 1G,71%
Nio Esporulados 7%,00% N@io Esporulados 59, 28%

L. fermesnium

S0,00% = 3,8xi0%/ml
B. cosgulans

25,.006% = 1,Bx107%/ml
g. cohnii subsp. &

L. fermentum

486, 43% = 1, Tx107/ml
L. reuteri

4% . 88% = 1,8x107/nl
B. cosgulans

25,00% = 1,Bxii%4ml 10,71% = 3,5%10%/m}
Mosta Vinho Final
Gram (+7 100,00% Gram {+} 100,00%
Dastonetes Oram (+) 51,85% | Bastonetes Bram (+) 100,00%
Cacos Gram (+) 48,15%
Egporulados 11,11% Esporulados 37,.50%
Ko Esporulados B%,80% | N3o Esporulados B, 0%
M. roseus L. fermentum

45, 15% = 1. 5x10%/mi S5,153% = 2,2%107/ml

L. murimas

40,74% = 1,3x10%/ml
B. coagulans

11,11% = 3,68x16%/ml

B. brevis

37,.50% = 1,5:107/ml
L. sake

G,37% = 3,8x10%/wrl




Tabela 22. Laracterizaclo s ldentificacle dasz Bactérias

Isoladas nos Diferentes Pontos da 5™ -dmostragsm.

i

Meio de Cultuwrs PCA

Pé-de-cubsa
(Anbes da adiglo de HeBl0.}

Fa-de~cubs
{PDepois da adicBo de HgEG,)

Gram (+ 1606,00% Gram {+: 100 ,.00%
Bastonetss Gram (+3 0 106,00% Bastonetes Dram (+3) 100,00%
Esporulados 71,43% Esporulados 40, 00%
H3%c Eszporulados 28,5 Nio Esporulados B0, G0%

B. coagulans :
47 BE% = 2. 8x107/n
B. stearothermophilus

.. fermentum
G0,00% = 2,0x18%/ml
B. susarothermophilus

G857 = 1, Peid7/mi £0,00% = 1,4x10%/ml
L. helvebicus

BEL,ST% = 1, 7xi07/m]
Mosho Vinho Final
Gram (+} 100 ,00% Gram {+} 100G, 00%
Basbonetes Granm (+) 4%, 83% Bashonetes Gram {(+) BB,57%
Cooos Bram {(+) B4, 17% Cocos DBram {(+) 31, 43%
Esporulados 8,00% Esporulados 31,43%
NEc Esporulados 106,00% Nao Esporulados B5,57%
£. cohnii subsp. | L. helvebicus

S4,17% = 1.4xi0®/mi a7,14% = 1,5xw10%/ml
L. helveticus B. coagulans

45, 83% = 1,2x10%/ml 31,43% = 1,2x107/ml

B. cassolyticus
31,43% = 1,2x10%/ml




Tabela 22, FHesumo da Carsocterizacgdo & Identif:cacio das
Bactérias da 5% Aposiragen,

Meio de Culturs MEDA Meio de Sulturs POA

Gram {4} 1640, 106% Gram (+3 g, 00%
Bastoretes Gram (43 S1,71% Bastonetes Dram (4 FE,BO%
Docos Bram (4] 18,28% | Cooos Oram {43 254, 40%
Ezporulados 21,.0B% Esporulados 35,71%
N¥o Ezporulados TE,21% Nig Esporulados B4, 20%
L. feramentum 3T, 3% L. helveticus £7,88%
¥. rossus 12, 04% B. coagulans 8,577
B. ceoagulans 11,71% | B. stearothermophilus 17, 14%
L. reubsri 10,72% L. Fermentum 15, 00%
L. murinus 10,18% 8., cohnii subsp. 1 13,54%
B, brevis S, 55% B. caseolybicus 7L B0
8. cohnix subsp. © g, 25%

L. sake £,348%

Moo de Culburs MEZA + Pos

H

Gram {(+) 100, a0k

Bastonebes Sram {41  BL,15%
Cocos Gram (43 18,85%

Esporulados 28, 40%
Nin Esporulados 71,80%




e

Tabels Z4. Baotédriss Identificadas na ¥ Amostragen.

Lactobacillug fermentum E,20%

Bacillus coasgulans 1%, 14%

Lartobaci lus helvebicus

Harillus stearothermophlius 5,27%
Staphylococcus colmii subsp. | &, 77T%
Microoooous rosgus B, G2%
Lactobacillus reubsri L g AeY
Lactobacillus murinus 5, i
Bacillus brevis 4, BU
Sraphviococous caseolybicus 3L E3%

Sraphylococcus cohnii subsp. &

Lactobacillios sake 1,17%




Laciohaciiius B81.76%

FIGURA 34
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L. helvatlcus
13.95% -

L farmentum
| 26.20%
Outros Lactobacilius /i v

eS% frrniniie

Cutraa Bactdrias
AR 22 %
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4. 2.8, AvaliscBo Finsl daz Amcstragens

Ae Tabelas 25, B8, 27 2 2B, mostran o5 dados gerals
conseguidos en  Lodas as  anostragens realizades no presente
trabalheo, apontande grande maioria  desz bacbérias  isoladss
coms Sram-positivas  (98,52%), en forms de bastonetes tasbén
Grap-positivos (58, 28%) e de bactériaz ndo ssporuladas
{73,85%;:,

& Figura 37, mostra os percentusis encontrados para os
gérercs bacterianos @ para a familia Entercbacteriacese, nas
cinoo apostragens realizadas.

fs  bactérias B, coagulans {(15,08%), L. ferpentun
{15,04%r & L. helveticus {14,08%), foram as mals freguentes
Lanto em meio de culbura MESA com em meio de cultura PUA.

Ermbora nfSio tenha havido uma diferengz marcante entrs os

weios  de cultura ubilizados, o relagis ] Qrupos
bacteriancs, parece puite importante z utilizac8o simulidnea
de  ambos, RS VED gus o8 lactobacileos em geral se

desenvolven ben em neio MESA, mesmo agueles considerados
Ffastidiosos, ou seja, dificeis de se desenvolveren (BONZALES
S FANTUZZI, 1681). Por oubtre lade, o meio de cultura FOA,
nSc sapecifico pars lachobaciles, €& wr meis geral para
cortagen total de bactérias, especialmente indicade guando
na microbiota haje um mmere significative de bactériass
iAdbicas (GONZALES e FANTUZZI, (8981}, zome £ o cmso dos
combaminantes backeriancs da fermentacdc aleodlica. Assim
alonms lactobacilos como k. acidophilus, L. delbruecki i
sushsp. lactis e L. wurinue, somente sa Jdesenvolveran no
msic de cultuwrs MPSA; tapbdm alguns cocos Grap-positivos
como M. roseus, 8. suricularis, P. inopinatus, somente foram
encontrados en MRBA. J& para ¢ meic de cultwra PCA, tanbén
alguns lackobacilos como L. viridescens, L. amylophilus, L.
agilis, L. coryniformis subsp. btorguens ¢ L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, somente foram né€le debectades, o que
mostra qus o msic  de oulburs CA ¢ na reslidade tambén
favordvel ac desenvolvisente de muibos lactobaciion. No meio
BoA, thanbés  foram encontrados  alguns oooos Gram~posibives,
gue n3o  aparscerar no  neic MRBA, como F. acidilackici, B.
hyicus subs. hyicus ¢ B. epidermidis.

Fpm relacdo & eficifncis do tratamento acide no preparo
do pé-de-cuba a média percentual enconbrada na reducfic  das
backérias fol de 45,08%, o gues sem gduvida, suxilia bastante
ne conbrole da infecclo bacberians ns fermentacio alcodlica.
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Tabels 2%, Percentagens dar Bactérias
Cinso BROSLragens,

Maio de Cultws MEDA Meio

ge ulturs

PL&

Gram {45 G, 364 Gram {4

Hram {1 1, B3 Giram (-7

Bastonehes Gram (47 54,548 Bastonebes Braz [+ 88

Cocos Gran {+3 14,80% Corps Grams {+3 &

Bmetonetes Gram (v 0,84% Bastonetes Gram -3 2

Esporulados 24, 00% Eeporulados 25, 10%

N3o Esporulados 76, 00% Nic Esporulados 71.80%]
i

Maios de Culturs ¥MEDA + PCA

Baastonshes DBrag (47
s

Cooos Grap {
Hestonstes Gram |

Ezporulados
HEo Esporulados

26, 05%
7%, 5%

e
LR



TARELA B0, RBacterias Identificadas

{Meio de culburas MEDRA.

nEE OIRcs Antsbtragens

Lactobacillus helveticus
Lactobaciiliue fermentum
Bacillus coagulans
Lactobacillus animalis
Lactobacillius acidophilus
Bacilluzs stearcthermophilus
Lactobacillus vitul inus
Sraphylococous cohnii subsp., 1
Lactobaciilus buchneri
Kiorooooous roseus
Graphyviocococus cohnii subsp, 2
Bacillues brevis

Lactobacillus reuteri
Lachokacillus delbrueckil subsp.
Lactobacillug meinus
Lactobacillus plantarus
Bacillius segaterium
Staphylococous caseclybicus
Sraphylocoocus awicularis
StrephocooiUus pReLmon i as
Pediocooous inopinatus
Fanilia Entercbacteriaceae
Lactobarillus sake

Bacillus pasbeurii

Bacillus lentos

iactis

16, 30%




Tabelas 27, Hepcocterias Ident: fiosdss nas Qincod AncsiLysdsns
({Mero de cultwrs FLal.

Bacilius coagulans’ 15, 38%
Lactobacilius ferm&ntum 14, 0E%
Lactobacillus helveticus 11,86%
Lachobacillus plantaros G,51% |
Bacillus stearcothermophilus @, 35
Lactobacillus viridescens &, BEY
Lacbobacilius buchneri G, 34%
Lactobacillus anyiophilus 3, 75%
Racillus oegaterium L 05%
_Lacbebatiiiua animalis Z.71% |
Staphyloonoocus cohniy subsp. 1 5L ?
Lashobactllus agilis I, BUE
Fariliz Entercbacteriacsae 2,32%
Lactobacillius wvitulinus 2,31%
Btaphylococcus cagseolybicus 2, E0%
Pediocoonus apidllachbici b, Tk g
Staphylococoue hyicus subsp. hyicus LLETY

Lactobasillus delbrueckii subsp. bulgaricus 1,41

Lactobascillus coryniforsis subsp. torguens 1,61%

Ztaphylococcus epidersidis i, a6%
Bacillus lenbus 1,85%
Lactobasiliue reuteri G, 28%

Lactobacillus sake 0,22%




Tabels 25, Bactédrias Ident:ficades nas oinco Ancstragans
{Me:os de sulturs MEBA + PCAL

Bacillus cosgulans 1%,00%
Lactobacillus fermentun 13, 0a%
Lactobacillus helvebicus 14, 05%
Baciilus stearcthersmophilus B, 21%
Lachobacillus plantarum 5, B0%
Lactobacillus amimalils (S5%
Lactobacillus buchners . TER

-
Fans
[y
Foy

Staphylococcus cobhnii subsp. |
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus vitulinus
Bacillus megaterium
Lactobacillus viridescens
Staphylococcus caseolyhicus
Lactobacillus anylophilus
Hicroocooous roseus

Familia Entercbacberiaceas
Staphy locooouas cohnii subsp. 2
Lactoabssillus agilis

Bacillus brevis

Lachobreoillus reuteri .
Lactobacillus delbrusckit: subsp. lactis i, 04a%

Sl o e R S L P v
ri
o
W

0%

e fa few pet eh

.

Lactobacillus murinus 1,4

Pedicooocus acidilactict 0874
Staphylococcus hylcus subsp. hylcus 0,84%
Braphylocococus awricularis 0, 73%

Lactobacillus delbrueckii subsp., bulgericus 0,71%
Lactobacillus coryniformis subsp. torguens 0,71%
Bacillus lentus (&, 70%
Strepbococous pneumonias
Sraphy lococous epidernidia
Lactobaciilue sake
Pediocogous Inopinsbus
Bacillus pastewrii

e
]



MOSTRAGENS

Genem

+ Fam Enterobactemaceae

Fntarohactariaceas 1.48% Micmcocaug 156%

Lactohacilius 52.7C%

3, Baclllug 28.56%
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Padiocococus 1.28%

| " Staphylocacous 875%
Streptococcus O.70%

FIGURA 37
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8%¢ muite pobres o2 dados encontrados na  literatura
sobre conbaminantes de fermentacBo alcodlica, com caldo de
cana, enconbrando-se muitos trabalhos com  fermentagdco de
heterraba e de gr8ce, onde as espécies encontradas podem ndo
ser as nespss,

Froblemas de adaptagfo sxibidos pelas bactérias face as
condicBes de processo, precisam ser melhor esbudados e
conhecidos, poig noba~se o auwmento na resisténcis &
semperaburas gais elevadas, 3 valores mais baixos de pH & 3
anbibidticos, especialmente a penigilina, nas bactérias
identificadas, em relaclo A¢ nmesmas espécies descriias na
literatura.

Fumbhore o3 resultados ndeo interferissss na identificacio
dns isolados bacterisnos, duss carscterisbticas gue nfo foram
pstudadas no presente trabalho, & gue nas matrizes acabariap
sendo excluidas devido a falsa de informagles na literatwras
para muitas das espécies, sdo:! floculagdo de levedurs e
produgdo de goma pelas bactérias, caracteristicas gue sdo
muite importantes na conducdo do processe, € gue porissc,
deverfo ser assunto de proximos trabalhos com-as bactérias
isoladas. .

& respeito do funcionamenta  das matrizes na
identificaclo das bactérias, uma série de fabtos devem ser
colocadns e gue explicam ou justificam <srtos niveiz da
similaridade erconbrados abaixo do valor ideal ou pelo menos
satisfatério de identificacdo.

Pode—-se comecar pela decisfo de se utilizar valores de
6,83 e 0,01 como Iimites superior & inferior de
probabiiidade {Apéndice 7!, assuminde uma haxs de errs de 1%
para quolguer resultado (HILLEOX et al., 1873}, devido a
erros de leitura, de escrita, da execuclo do teste, ds
culburas contaminantes & meios defeituwoscs. Valores benm
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maiores de 1% foram encontrados por WILLCOX et al. (1873) e

BNELL &  LAPABE (1873, pare Gestes realizados entre
laboratdrios diferentes & mesmo em um s laboratéric.

Quitro ponte importanbissinc, diz respeito ac fato de
gque, fica muite dificil compilar uma mabriz sabisfatdria
devido & falta de dados objetiveos, uma ver que oz btrabalhos
de bactericlogis nd3o s8c ususlmenbe escritos para  exXpor
dados debtslhados das linhagens. Assim, os difersnbes métodos
de colocacdo dms  resultados oferecen dificuldades ds
interpretacio como: varidvel, pouces, nuites, alguns, ebto..,
e que, no momento da construgdo e ubilizacHc das matrizes de
similaridade compromebem mnuito, Isto pode ser responsavel
pelo aparecimento de espécies bacterianas bem caracterizadas
e identificadas pelas matrizes, sem sersn menclionadas na
literatura come contaminantes &, aparecimento de linhagens
wal identificadas com baixes valeres de similaridade.



Ainds ¢ puito importante oue, emboraz  sm BRURILE BENOT
grau, os problemas encontrades pars & identificacie de
certos géneress e espdoies na texonomia cléssica gom O Wse de
chaves dicotdmicas, hLambém apareces na taxonomia numérics e
ni@s matrizes de probabilidade, As dificuldades & o3 erroes
sSo menores, pols devido & considerac8o de up nltwmero de
caracheristicas examinadas muito maior, certas lmperfeigdss
s8o corrigidas e alguns erros diluidos ao longe do computo
geral de similaridades analisadas. Apesar da falve de dados
para & construgBo de melhorez matrizes de probabilidade,
slas se constituem em uma grande ferramenta de trabalho para
a sistemdbica micrpbiana, e sem divide, permitiram no
presente  trabaiho, uma identificagdc muite wmelhor  dos
isslados bacteriancs, 4o que seria conseguida através da
ubilizagd3o de chaves dicotfmicas de classificag3o. Um
exenplo bipico desse fato, no presente trabalho, se refere
as linhasgens: B0, classificada como B. megaterium {0,398184)
e que se fésse classificada por chave dicotdmica seris
colocada como L. plantarum; 117 = 267, classificadas come Bl
coagulang (0,9920832) ¢ que por chave dicotémica serian
identifiradas come L. confusus; 88,254 e 255, classificadas
como B. megaberivm (0,0898674) e gque por chave dicobtdmica
serizn identificadas como L. amylophilusz.

ishe  acontecs, provavelmente, por existires muaibos
pontos ainda obscwros entre  Of géneros Lactobacillus e
Bacillus., Vérics auborss 1lustram seste  favo, come por
exemplo, PRIERT % BARBOUR (1285), gue colocan que o género
Lartobacillus é bastante heterogéneo ¢ pelos estudos  com
composicio de  hases do DNA, gue revalaran umad sargen grands
no contetdo de guanina + citosina (32-33%) para as saspécles
contidas no  género, nota-ge claramenbe & nacassidade de
revisio taxondmica, umda vez gque a classificacdo airga en uso
para Lactobacilluz & baseads no trakbalho pioneirs de GRLA-
JENGEN (1918},

Ainda, FRIEST et al. (19811, enfatizan que o género
Eacillus vembén ¢ bastante heteroginec, como indicado pala
grande margem existente entre as percentagens de G + D (34~
ER% ) entre as espécles pals representatives. fesim, desde
gue & variacio maxime no conteﬁdo de G + O, dentro de um
género se restringe a 10 - 12% & possivel e esperado gue as
ezpécies de Bacillus possam pertencer a mais de um génaro.
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Tomands por bass as  espscies de  Bacillus mais
fregquentes no  presente  trabalho, B. coagulans e BE.
stearothermophi lus, s  pesnpas spresentam uma variacio maito
arande no  contelwic de guanina e citosina, sende de 44.3% 3
50,3% e de 45,4% & 56,0% para as diferentes linhagens de B.
congulane e, de 43, 0% a B2,0% e de 4E6,0% s 5Z,0% para as
diferentes linhagens de B. stearothermophi lus. Isto
demonztra realmente & grande heterogeneidade de Bacillus a
nivel especifice, o que complica bastante = disting¥o das
gspboies,

An  bactérias da folha de reglstro nomero 13,
classificadas como B. stearcthermophilus, ne realidade nio
parecen correspondsr exabtanente & esea sspécle |, POls nos
limibes inferior e supericr de bemperaburas de crescimento,
elas n3s se comporbaras como ¢ esperado, pols orasceran a
30°0, guando nio deverian crescer, & nfo cresceram a 85°C,
quardo na realidade deveriam crescer. Se a clazsificacis
fésse efetusda somente pelas chaves dicotdricas, Y
aproximacdo maior seris com B. coagulans e nd3o com B.
stearotherpophilus, © gque parece nais longe da realidade
ainds, pois o rdmero de caracteristicas considsrado é baixo
e apenas ag discrepincias em relaglo 2 essas tepperaturas de
creascimento j&  levam A outrs espécie, o que pode significar
um errc maior, do gue na classificapfo pelas matrizes onde
£G caracterisbicas foram utilizadas na identificsc8o. Mesmo
asssim, fica evidente 3 urgente necessidade de astudos
guinictaxonfmicos & gendticos apurados para se chegar a ums
classificaclc ideal de Bacillus.

Az relaches entre Bacillus e Lactobscillus tem que ser
exvaminadas minucicsamente. Estd clare dos estudos cos rRNA
que esses géneros sle filogensticamente relascivnados ¢ suas
variaghes na composic¥o de bases do DNA  sZo bastante
compativeis (maicria dos "strains” de Bacillus: 32-00% G0 e
33-50% G+ pare Lactobacillus).

Porissc, uma caracteristica inicial pars direcionamento
s uma determinada matriz para confronbto £ identificagdo de
wma linhagen, nEa  deve ser cons iderada rigidamente
indispensavel, até e ssbtudos guinliobaxondmicos mails
apurados possas eliminar certas duvidas existentes até o
presente momento. HS5im, & fundamental o gonfronto de uma
determinada bactéria ep forms de bastonete, Bram-posibiva,
com uma mabriz de Bacillus, mesmo gue ssporos n3o henhan
sido nela detectados, pois a produclo de sesporos €  uma
caracberistica dependents de uma série de fatores e que pode
nio ser conseguida em um dade momento, & assim, a bactéria
pode ser melhor classificada come Bacillus utilizando-se unm
rimere slevadoe dJde outras caracteristicas, do gque como
Lactobacillus.
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Logo, o parimetros j§  mencienados para sscolha  ds
utilizacBo das mabrizes 1, 2, 3 e 4, sBo importantes guias e
sspera-se gQue as bachkérias gus  atendar acs reqQusibos
iniciais colocados para cada wma delas, sejan melhor
identificadas na mais aprepriadas  inicialmente. Porém, isso
r¥e deve ser inflexivel, & uma vezr obtido um baixo valor de
similaridade pere uma determinada bactéria, ela deve ser
submetida & oubres matrizes pars, conseguide um valor melhor
pare 1dentificacdo, serem checadas as caracteristicas
ubilizades &, se, satisfatdrias, ubiliza-lo come valor de
classificaclo pars aguels espétie.

A distingBo o fronteira entre Batillus e
Lactobacillus, bornou-se menos clare cor o  isclamente de
bastonetes, Gram-positivos, howofermentativos, esporulades e
catalase negativa, idenbificados come 8Sporolactobacillus
(GKERMAN ot al., 19803, Estudos de tawonomia mumérica sfo
necessirios entre representantes dos  btrés  péneros, para
esclarecer as relacles existentes entre eles.

Sporolactobacillus inulinus & uwna bactéria latica
esporulada, homofernentativa, cabalaze  negativa, COm
motilidade, produtora de dcido ldtice, descrita por KITAHARA
& BUSUET(LIO83:, e gue, como visho aprssenta caracteristicas
interpedidrias aentre azx dos sEneros  Bacillus e
Lactobacillius.

Pars aumentar ainds mais as ihcertezas enhre
repressntantes dessen btres géneros, YANABIDA et al.(1978),
notaram !inhagens de Sporolactobacilius gue exiben atividads
da catalase(8. racemicus M-31 ¢ B, lasvas MN~-117).

Fai realizads una checagen de algumas linhagens de
Bacilllus{ folhas de registro de dados 44 e 35 e de
Lacbobancillus? folhas de registro de dados
8,15,24,31,33,37,59,88,7% e 78, Conn valores de
identificacHo abaixo. . ds 0,890, com as caracteristicas de
Sporolactobacillus mencionadas no Manual de Bergey {(VUnl. 3,
1988}, pordm, s30 t¥o poucos o5 testes colocados DArd esse
whnero ave o momento, que borna-se muito difici]l avaliar
semslhancas srtre 16% caracteristicas oque foranm axaminadas
para as bactérias do presente trabaslhe com algumss poucas
caracteristicas mencionadas para Sporolactobascillus.

Mas, de oualguer forma, ndc resta duvidss de que aszim
que se conhecan pals caracteristicas de SBporclactobacilius,
especialuente de #. inulinus, uma vezr que se prata de uma
bactéris j& citads como presente em  usinas de agicar e
4leool, seja construida uma matriz de probabilidade psra
esse ghnero, pois, muite provavelmente, algupas bacterias
tidas como pertencentes aos génercs Bacilles e Lectobacillus
poderfo ser melhor idesntificadas come Sporolactobacillus.

1id



Contimiarde com  as  dificuldades, mesns 38 DETE
caracteristica inicial bisice s bermos de classificagHo,
comn & caso de morfologis celular, SARVIE {1860) e BHARPE et
al. (19723, citam a dificuldade de distingSo entre certos

leuconostors . & lactobacilos, onlocando as espéoies
Lactobacillus viridescens (bastonetes curbos! e Leuconostoc
dextranicus {cocobaciles), come facilmente scbrapostas &
confundidas.

Sinds, a dificuldade de separar Lactobacillus confusus
de Leuronostoc pesentercides tenp persistide ae  longo dos
ancs. De fabo, as diferencas entre as duass s8o mencores do
que sntre L. confusus e qualquer outra eapdcie de
lactobasilos heterofermentativos (SHAEPE et al., 1¥72).

Ynltando ac ponto do  dirscionamento uma determinads
matriz, oubtro exenplo ogue pode levar & Brras de
identificaclc, sz refere 308 COCOS Bram-positivos, onde a
matriz 3 {(Staphylococcus e Micrococcus) contempla o8 Cocos,
catalass positiva, porém, uma linhagens catalase positiva
pode ser  identificada com um baixo valor de sipllaridade se
for classificada pels matriz 3, mas pode ser claassificada
com um  valor bem melhor se for confrontads com a aabriz 4
(Pediccoccus, Streptosoccus e Leuconosboc! constitulds de
cocms  referidos  comp catalzse negativa. GARVIE (18509,
menciona  lLinhagens de Pediococous catalase fracamente
pesitiva &, assim, w8 bactéria mal identificada  como
Micrococeus ou  Shtaphyleconous, pods ser melhor identificads
cone Pediocooous.

Todos esses ponbos discutidos, mosbram & necessidades ds
estudos guimictaxondmicos apuradeos, trabalhos genétlices €
mesmo brabalhos com  baxonomia cléssica voltados para o
fornecimenbo de dados objetivos em relacdo as espécies
bacherianas, Que permitan a montagen de natrizes amplas,
completas, com dados concretos & gue  possan identificar
satisfatoriaments, ndo 8d bactériss  contaminantes =
fermentacBo aloodlica, REs BICrorganismos en geral.

Entretenso, & construclo des  mpatrizes de simiiaridade
ne presente trabalho, se congbitul ern um ponte de partida
importante no sentldo de agrupar puitas caracberisticas ,qgue
permiten wma wmelhor identificac3o das principais bactérias
conbaminantes da fermentacBo alcodlica, do que a conseguida
pelc vso das chaves dicotBmicas de clzssificagdo.
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Oubtro mepscto  importante, dizT  reepeito as grands ninerc de
caracteristisas objetivas, obtidas através do ewans de todas
sz linkbagens  isoladas para -3 163 caracterishicas
trabalhadas. Com issc, se obteve unm bom banco de dados sobre
as pspécies identificadas, o que pode  ser utilizade pars
trabalhos futurocs, onde, ss poderBo construir matrizes de
simllaridade mails completas e, consequentensnts, BRLE
Funrionsis. Af, também, e evivard o problems ors encontrade
por nds, que diz respeito a realizagio de muitos bestes, gus
nie entram no compuse Final das similaridades, por ndo bveren
resposta na literatura para muitas das BOPEC1es,



5, CONCLUSOER

0= resultados do presente trabalho, permitem as

sesguintes conclustes:

.

Z.

o JN

A flora bacterians predominante mostrou~se Graw-positiva
(88.52%), de bastonebes Dram-positivos {85,285 e de
bactarias ndo esporuladas (73,85%).

{s génervs bacberiancs mals freguentes nas anosbragens
forem Lactobacillus (58,75%) e Racillus (28,58%:.

Em relagBoc as espécies predominantes isoladas
destacam-se principalmente HB. coagulmns (15,00%), L.
fermentun £15,04%), L. helvebicus {14,68%), B.

stearcthermophilus (6.01%), L. plantarum (5,88%), L.
animalis (4,55%), e L. buchneri (3,78%).

Oz meios de izolamento PCA e MESA, ndo nostraram
variacdes mpuibe significativas gquante as  espdcies
consequidas, porém a ubilizacBo simult8nea de  anmbos
parece ser idesal, pols tanto alouns iactobacilos como
alguns cocos Drag-positivos, slbernaram-se,  ors sendo
detectados em PCA, ora em MESA., En termos gquantitabives,
2 detecclo de lactobacilos fol melhor sm MESA para ums
peama ancsbra., A distingSo, grovavelmente, ndc  tenha
sido mais marcante entre arbos, por ter sido encontrads
ums microbiota bashanbe varisds nas amostragens.

& bactériz L. mesentercides 8¢ mencionada na literaturs
sobre contapinantes da fermentacBo alcodlica, nlo  foi
encontrada em nenhupa das  amostragens  realizadas;
provave lmente devido ao trabanento térmico
{aproxivadamente 100°C), realizado no preparc do mosto.

& média final de 44 ,58% conseguids na redugdo  das
bactérias apoes o btrasamento dcido (HEBO4!, ne prepsro do
pé-de-cuba, pode ser considerada boa, uma vez gue s
iguala ou mesmO  Supera as percentagens  de reducbes
hacberianas obbtidas na pratica com produtes comercials,
utilizados neo conbrole da infecolic bacterians na
fermentucho aleodlica, embora a procura de biocidas mais
eficientes se faz necessaria,

0 nimerc de bactériss Sram-negativas isoladas, foi
haestanbe baixce (1,48%), mostrando uns ve: mais que, o=
contaninantes bacterianos nais 1mporbantes no processe
de fermentacBo alecodlica, sfo de fato as bactérias Grapm-
rositivas,



£,

Daz bactérias isolades e classificadas, 22,18% foram
identificadas  con perfeiclio, ou a8sia, valor  de
similaridade 1,0000048; 585,18% foram identificades c¢om
valores de simileridade acima de 0,99, o que tambénm &
satisfatdrio &, apenas 21,82% apresentaran valores de
similaridade abaixe de 0,80, mostrando © bom desempenho
das mabrizes construidas e utilizasdas no presente
trabalhe, apesar dag difleuldades j& mencionadas.
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Matriy Nawms:

13§ 192 133 134 195 136 197 138 139 140 140 147 1473 144 145 146 147 148 143 [5G 151 157 153 154 155 156

Gtrain Ness

L dsibrosciii-delbrueckii
L.delbrusckii-hulgaricus

L dedbrunckii-lactis

L.acidophilug

L.apyiophiles

L.anyloworus
L.animalis

L.orispstus

L. farcininis
L.gasser]

L helvebicus

=3

3

(Jensanii
L.ruginis

L

L.salivariye-salivarios

+

jes-zaliciniys

i .sharpeas
Lovituiinus

.sabivard

L

L.vssanashiensis

{.agilis

L.gligentarius

1.casei subsp casel

L.casel psaudopiantarus

L.paszi rhagnosus
|.nacei tuler

41

157

irus

Locoryniforn

L havar

+
+

ix rorvnifors

i

{.coryniforais forquens

L.ourvatus

! homehicehil

i.eaifarceicus
L .murinus

L.plantars
L. sake

L bifergentans

L brew

i3

I buchsari

t.oeilinpides

Lennfusus
L.divergens

{ fereentue

L

L. fructivorans
{ Frustosus

{ halctolerans
| K igardii
L. randeier

L. kefir

3
1
1

L.minar

L.reyuteri

L.sanfrancisco

b .waccinostercus
{.viridescens
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Probability Matrax B

Manriy Nams: Lactobscoillas
Strain Hame

{ delbrueckii-deibruenkii
L. delbrusckii-bulgarizus
Ladelbrueckii~lactis

{ .ecidophilus
1..amplophilus

[ aayinvorus

i .aniealis

L.trispatos

L. Farcininis

L. gasseri

L.helvetizus

i, jensenii

L.ruminis
L.salivariys-sal jvarivs
L.salivarius-saliciniug
¢ sharpeas

Lovitulinus
L.yasanashiensis
L.agilis

b.alisentarius i
l..casel subsp nesel B
L.cassl pseodoplanterus 4
L.oassl rhapnosds 4
{.easel tolerang it
i bavericus u
L.coryuiforeis corynifors u
L.zoryniforels torquens
Looyrvatus

L hosphiochii
L.waifaroeicus
L.aurinus

L.plevtarus

i, sake

L.bifereentans
L.brevis

i bushness

i .eollinoides
Leonfusus

t,divergens

i ferpentuy

L. Fructivorans

i fruvtosys

{ halotelerans

L. hilgardii

t.kandelert

L efir

Laainor

i rasterd

. senfranciscs
L.vaccinoshercus

1 wiridestens
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Matr 1w Name !
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Lactobso llas
Test Naps

Tipe prnti forpe
Tipo irregular
Guperficie rgyoss
Bords ssrrilhada
Elsvacao! plana
Figmenhacao

Crese superficial) ansl
Tigrbiden

Turbider granaiar
Deposiic

Ovats {cocohacilios?
Celulas 1scladas
Celulas en tetrades
Celulas em cachos

1.0 - 2.80em o x 0.5 - 1.0um
L0 o~ Blpm ow 0.8 - 1.lum
1.8 - 4. fum » 0.5 - 0.8um
2.6 - G.0oum x 0.5 - 1.0um
2.6 - 5.0am x 0.5 - 1, 08w
D00 - HBam ow U3 - 1 am
.8 ~I0 Gum o w 0.8 - 1.Bun
.00 B 0w x 0.5 - 1.0um
B0 - Sofgm o 8.5 -~ 10w
4.0 = S.fum o .5 - 1.0snm
G0 - Folawm o x 0.5 - 1.0am

Extresidades arredondadsas
Lades paralelios
Regularidads ) mon rfio
Matilidads

Eaporos

Esporo: oval

Eaporo: sub-terminal
Esporangico intumescido
Capsula

Gramalos petacronsticos
Crescipento a 40

Cresciments & 100
{rescimento a 350
Crescimento @ DOC
Creacimento 3 65“
Crescimento a pH 4.5
Cresgimento 3 pH 6.0
Crezcimento a pH &.0

Crescimentso en 2.6, de HNall
Crescimento en 4.0% de Nall
Crescimento em [0.0% de Nall
Lavine EME agar

Litmus Milk: reacac acida

16
&
240
50

24
26
28
it
2z
34
36
38
47
432
b
LA
45

jults
-85

54
56
56
50
62
B4
86
65
70
72
T4

L B2
Fags

B
&a
82
84
Lt
&8s
a0
82
B4
a8

145

Tazt. Name

Tige cirvcular
Bupaerficie lisa
Borda perfeita
Borda irregular
Elevacac: elevada
Crese superficisl;
Creso superficial:
Twrbidez uniforge
Turbider floculante
Esferas {coco=}
Bastonetes
Celulas aons pares

avzente
peliculsa

Celulas em cadeias

0.% ~ 1.%um = 0.% - 1.5%um
1.0 - 2.0um » 0.5 ~ 0.7um
1.0 - 5. 0um » 0.7 - 0.8um
1.5 - B, 0um x 0.6 - 0. 8um
2.0 - 4.0um = 0.5 - 1.0wun
g.06 ~ 6. 0um x 0.8 ~ §.8mm
2.0 - 9.0um x» 0.5 - U,8um
3.0 - & fymow 6.5 - 1. 0um
00 - BLbum o= 1.0 ~ I.Zam
2.0 18 0um x 0.8 - .8Bum
.8 - Bl o 0.5 - Pl 0um
5.0 = 8.0um o x 0.2 - 1.0um
Ewtremidades truncadas

Lados dilatados
Regularidade: pleomorfioo
Feagao de Gram

Espora: esferico

Beporo! terminal

Esporo: central

Esporangic nac intumescide
Giobulos de gordurs
Crescimento a 0

Crescipento & 10C
Crescimentce a 300
Crescimente a 450
Crescimento a BOO
Crescimente a pH 4.0
Crescimento a pH 9.0
Crescimento a pi 7.0
Creascinenta a pH 9.0

Crescimento em  3.0% de Kalll
Crescimento em  7.0% de Nall
Crescimento b anasrobicss
Btaphylonoccus . 110

Litmus Milk: reacac alcalina
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187
138
18]
163
165

Test Mame

Livmue Milk: reducac tornasol
Litmus Milk: inalterads
T81: F.acidofeuperf. acide

L TSI producacs de gas

Catalaas

Hugh-Lel feon: oxidativo
Hugh-Lel faon: inalierado

YVioges Proskauer
Utiiizacas de malonato

Acide de adonitol

ficido de celobiose
&oido de gliceral

fcido de lactoss

Aoido de manitol

Acidn de remnose

Acido de sorbitol

A ido de trealose

Heido de galactose

Acido e {rutose

Aoido de gluconato

Acide de selibiope

Gaz de lactose/37C

fae ode gluwonatbo

Producas de andoel

Producac ds LYE decarboxl lass
roducas ARG decarbowxtlaze

D MHidrolise de escullns

Digestas de gelatina

% Amones de ARG
. Degradacas de lecibins

Hidrolise de D&

Producas de Z-cetogluconabo
Hidrolise de hipurato de sodic
g.01% de clorafenticol
Talerancia a KON {75ppm}

H.

a8
166
1oz
104
146
108
116

112

114
1ig
118
120

22
184
128
128
136
132
134
136
138
140
142
144
148
14&
1540
152
Iha
156
158
186
i62
164

146
Test Nane
Litmus Hilk: protecliss
Bi: F.acidodsuperf. aloalina
TEI: F.alealino/8, alcalinas
TSI producac de HIES
Oxidase

Hugh~Leifzon: feruentative
Yarmelho de smetils
iipilizncae de citratol{Dimnon’
Acide ode glucoss

Aoide de arabinese

Arcide de duloitol

Acide ode Inositol

Acido de paltoss

Acido de ralinoss

foido de salicina

Acido de sacaross

Aoido de wilose

Acide de ribose

Acido de etanol

Acido de manose

Gas de glucosse

Baz de lactose/45.5C
Amonea-Fonbs unice de N
Producas de ureass

Producace DEN decarboxiiase
Producas PHE desninzss
Eeducse de nitrsto
Digestao de cazeins
Degradacas de twsen 80
Hidrolise de amido
Degradacac de celulose
Producae de F-cebolactose
1000 unidades de penicilina
G.01% de betracleling

nierito
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Tropioal

Data Ho

wrab: Lity Haprew Bysten, v.i. 0
Frowap: ity Hay vE L, :

Matriw Mame: Micrososcus/Ssaphylococous

Strain Nage

Wizracopcus lubaus
Hioropooous lylae
Hicroncous varians
Bicrocoocus roseus
Hioraooogus agilis
Bigroponcos keistinag
. nishinosiyeensis
Micrasoosus sedentarius
Hicrooouous halsbius
Giaphyincarcus lsnbus
Gtaphylacocous gatlinarus
Bisphyincnetus saprag
Stashyloooneys aureus
Staphyl. epidersidis
taptyloenoovs capitis
Staphylosooous warnerd
Btaphyl. haemslybicus
Staphylocotous hoainls
serrharsiviious
puricuiariz
sapropinticus
Staphyi, cohnil subsp §
Shantwl. cohnii subsp J
Staphylocoonus xeinsus
Shaphwlococcus sisulans
StaphyloConius CATHOSYS
Staphyl. intereedius
Staphyl. hyizus- hylous
Staph. hylcus-chrompgenes
Staghyl. casenlyticus
Staphylosocous seiurd

Saphyl,
Shaphyi,
Sispiwi.

L . . T S S T

B S S S S R “

-

[ S

P . R T - - e

B R T

-

e

o

(2]

-~ = |

ora

B e T S T T SHEE S T TR S

EU

R .

b

.
R T e S R R T TR ==

5

.

E O S

2

i3

BT

1

£

[ P

i S T - -~ -

Lol o T =S < = S s vl

i t

[
=k

[=JN = A sl B A i

E t

o 2 R D T omoE o&os O o

. T

s

.

e e o A A e ke

|~ = ]

FTE S <R G <A

R o

PV VU B T

A

e

P

- A A

—
—F

[ = S ol W A A<

i 1

¥

Bt
fral

=S A e =i =R R i

1o

3

ra—
[ i el o (3=

LI SR o +d

T S I S

g

¥4

e S i R T

.

O o . SR T

.

B S N

23

R

o

.

e S

-

b -

PR

PR

P

b

M

P
£

-

e o

3

148



Tropieal [ats B

Frobata Lisy HMatrix Sesben,

Matrix Hame: Hicroococous/Staphylccocous

Strain Hame

Birronooous lubsus
Bicrosooous lyplae
Kicracponus varians
Bisrocoonus roseus
Bicrocooces agilis
iproopoous kristinae
. nishimomiveenzis
Microwonous sedenfarius
Hieroooceus halobiue
Staghylocecous fentus
Staphyiocooous gallinarus
Staphviocooous oaprae
Stephylioptccus aurews
Staphiyl. epideraidis
Staphwlococous capitis
Bhaphivloveccus warnerd
Staphyl. haewolyticus
Staphylocoreus howinis
Biashyl, saccherolybipus
Siaphyl, suricelaris
shashyl. sapraphwdicus
Staphyl. sobadl subsp |
Siaphyl. cohnii subsp §
Btaphylocooous wyinsus
Stephwlococous simulans
Staphlococcus carnosus
Staphyl. infersedivs
Btaphwl. hyieus- hyious
Staph. hyicus-chrogogenss
Staphel. cassolyiitus
Siaphyiococous sciuel
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Tropioal Dobs

Probabi sty Hatrix

Marrix Heme: Hicreoocous//Boaphylocooous

Strain Hase

Bizrococous lulses
igrococous iylas
Hicrooocous varlans
Miprgsoeous roseus
Bicrooncous egilis
izroeoccus kristinas
#, sishinnpiveensis
Higracorous sedentarius
Hicrozocous halebing
Stachylocoocus lentus
Stashwiocmsous gallinarus
Staphyigoooous capras
Staphylocoucus Bureus
taphyl, epideraidis
Staphyiococcus zapitis
Staphyiococous warnerd
Saphyl. heemolybices
Btaghylocncous hosinds
Btaptwl, ssccharsiviicus
Staphyl. auricularis
Staphyl, saprophyiivus
Rtaphwi. cobnil subsp 3
Staphel, nohmil subsp 7
Btaphvlocsoous kylosus
Staphylocozeus sisulans
taphyloencous Sarnosus
Biaphyl, intermedius
Staphyl. hylcus- hylews
Staph. hyicus-chroaooenes
Staphyl, cassolyticus
Etaphylocoscus sciurd
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Trop1as
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"
F T

Brokalin lity Matrix Systesn, v.1.0

151

Marrix Mame: Mrocrooooous/Biaphyloccoous

Birain Naes 78 RGO B B7 By M BS BR B7 BG BY 80 50 57 83 % 95 %6 47 9E 53 100 181 JU7 MO3 0%
Rizrossnous lutaus R T R T T T 2 T T R T ST S
Hierocooeus lylee B I S S T T TR TR S B S I
Hizroooapus varians B T L S T T S S
Biorosooous rosgus I T T R T TR S
Birroconous agilis S T T T R AR U RN
Biprocoooes keishinas O L T T T T 2 S TR A N T S S B
E. nishinoaiysensis T T T T T T T T T/ ST S ST SR
Kisrpcnoous sadenbarius N I A T T T T S E e S S S
Birrpeacous halobiug T O TV S T TR S TN T T S S R B y
Stanhwioopoous lentus R T 2k S T VRN T TN S N N VR, S S T S S VI
Staphyincucous gallinarum e T S T S S T T N N T
Staphyionocous caprae B O T TR S T ST T S TR S S N S . S B
Staphyinoorous aureus T T T T S S S S T R T T S L TR
Staphwl. gpidernidis S O D R TR RN SN ST S SN T T S TS
Stsphylovocous papitis “ po@ F ¥ F @ oy + & + £ F & oy P o~ -~ - - 4 4+ - - oy oy
Btaphylocecous warnari g F + & 4 oy ou 0+ F 0+ 3 0+ g o F o= o~ - -k v ¥ - uou
Haphel. besmolyiicus N T T T AT T T SN TR S S TR S SR N ST TR
Staphyiscorous hoalnis B L N I T S T 2N S S ST S T S S G TR -
Gtaphwl. sascharelybivus T S S G S S TR TR SO S U SR '
Gtaphyi. awricularis T L L T ¢
Staphyl. saprophviicus “ g ou ¢ 4. % y u L T T
Btarivel, colindd subsp 1 T T T B TR e T
Staphyi. cobnil subsp 2 T S N 2 T S S S S T
Rtashuiococous wylosus “ oy b+ F F g ow ¥ 0+ 1 + ¥ oy oy 4+ - - = = ¥ y ¥ = u u
Staphyivgosous siaulans B VR TR S T S S S FINE TR R R N S R T
Stashylooacous sarnosus T L T 2 N S T S . A T T T S TR P
Stapkyl. Interandius T T T S TR TR SR S SR T T S N N S RN SRR Rt
Staphel. hvicus- bylous B L S "N T T S T N S S S S R SR O
Staph. hvious-chronogenes -y oy + o+ + ouw oy 4+ + 4 o+ F oy ¥ ¥ - - e = - 4 - 4oy
Staphyl. caeseolyiious ~ u ¢ 4 + @ oy ¥ F ¥ ouw oy v g t F - - - = - & - g oy
Stapheincncous soiurd -y + 0+ 4 oy ouw F oF O+ F F 4+ o b = = - - % g oy - g oy



Matrix Hume)
Strain Name

Bizrogaeous lubeus
Bicroonoous lypisg
Bicrocoocus varians
Bicrosuutus rossus
Kigrusorus agilis
Hizronesbus kristinas
B, wisidnonivaensis
$leroooprus sedevtariug
Bicrooooous halobios
Laphylonocoys lentus
taphyiocoocus gatlinarus
Gtepieloconous napras
vaphylocoinus aureus
Btaphyl, epidersidis
Stantwiococous papitis
Staphylococous wsrnerd
Staphyi. haseolyiicus
Staphwlocacous hosinis
Braphyl, seocharoiviicus
Seaphel, auritulsris
Staphul, saprephvbicus
Btaphyl, cobmii subsp
Btaphyl. cohail subsp
Siaphyioooous welosus
Staphylecoeraus sinulans
Staphyloopoous Larnpsus
Staphyl. intersedius
Staphwl. hylcus~ hyious
Soaph. hyitus-shronogenss
Staphyl. casenlyticus
Saphylococous solurl
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Tropaoal lets Dooe
Prababilivy HMatras By

shem, .14

WMatrix Mame: Micrococous/Braphylocootus 153
Btrain Base 195 197 137 176 195 196 197 198 139 160 161 142 147 14¢ 180 146 147 148 148 B0 1G] 157 153 154 1BL iSb
Bicroonbous dubeus ~ o om U B %o 4o~ 4ot o~ ¥ - ¥ ¥ ow ou g =~ = +r u - - -
Hisvomucous iyiss T VA T S N TR VA S | S SR -
Kicromoncus varians T T T TE N R R T R ST ST S Nt A AL S SN S
BIeroopaius rossis TR R TS PO TR TUNE N S N SN S TR T S S
Bicrococous agilis -4 w4 % - oy o~ W g - = - - ¢ y s ow ¥ ~ & = w - -
Migrorancus krisbines B T T T T R YT T S S T S S e
. sishizosiyaensis A T T R B T T TR L R S
Hitracooous sadeniarius L R T T R TR S T A B S S S
Bipromooous halebins E T T H T T T T 1 S T T (NS L S T
Staphviscoocus lentus v # ¢ U @ ¥ v ow oy 4 o4 o+ o~ - W oW ouw oy ¥ v ow - oH oW &
Shaphyiocoonus pellinarus 4+ oy oy 4+ 0+ oy ouw o ow o w o ¢ o~ t o ow oy ow ow + F o oy - @ oy u
Staptwloconous capras D T T e TH T TR VRN T AN N S TR R | S S SR I
faphylonorous Bureus S0+ ¥ oy ow + - oy oy gow - - F = = g g =~ + + + + oy -
Staphel. epideraidis T T . T . T s S S N S S S S S S S
Staphylococous caplitis N O T T T S N T U | S TS S R R I
Staphyliooonous warnerd v v ¢ uw o ouw - - B u w o4 - -~ 4+ - - @y oy v - - ¢ ¥ Yy u
Staphyl. hassolybicus ¥ v ou 4§ o~ - ¥ @ o8 ou - = T T = % p o ¥ - - 4+ oy u U
Staphyloeocous borinds y - % @ ouw o~ -~ ¥ B ouwu @ -~ - F - - owogogo¥ o~ o-ouoHou
Btaphyi. sspcheralviicus 4 o4+ & ow ot ouw o ou o u o6 oy -y g w ¥ oW o o4 U ot oy 4o ou
Bhaphel, auripulsris SO S TR R A I T ST TN TRRT SR S TR - B A A
Staphel. saprophvbicus B T TR T A VI S R T R S LS VR N SR N
Ghaphwl, cobnii subsp | R T T O ST R T S+ S S R S A B
Staphyl. cehail subsp £ w o= o+ o oy 4+ - youw o owuo% - F ouow oo owo ¥ - v oW w4 4
Stamhwioconous wyioses ¢ v 4+ oy ouw Foo- g o4 ¥ ow F o~ F oy owo oW o U ¥ W o7 o~ @ o
Staphyincenous siacians voe + o o4y ¥ - oUw 4 os o wo o~ ot ¥ oy ¢ odowow Fo--Fog oy
Shaptwlotptcus cAPNOEUS N T T T A N TE S TS T ST L VA CI A - B A B
Staphul, inbersedics ¢ 0+ F g oy 4 o4 ou oW owow - o~ oW e ouowomo¥ S T T T,
Staphyl. hvicys- hyicus s 3 b ow o ow + - oy ow Uy ouw ow o~ v oy ow ow ou - T ow oy f o+ oun oy
faph, hyicos-chrorogenes + ¥ ¢+ oy oy o~ W ow B wo¥w - TR IR TR VI S N A S R ¢
Staphyi. casesiviicus LI B 8 0~ B 4 W ¥ 4 ou - oy ¥ o# o4 o ouw o+ or o ow oy
Staphylogoreus scieri o4+ g owoy o~ 4 G o uow + = - 4 ow oy ou t ¥+ F - -y oy



Mabriw Names: Nizrooooous/Btaphylococous

Strain Nawe

Hicrooscous lubeus
¥icrooooous lules
Ricrocooos varians
Hicrococcus FDSRUS
Bigrocecoos sgllis
Bigronorous kristines
B, nishinomiveensis
Hisroconous sedenbarius
Hicroencous halobius
tanhyiseoscus lentus
Staphyiocnocus gallinarus
Staphylonorous caprae
taphylocooous auTeus
Staphyl. epideraidis
Staphylocooous capifls
S¢pphylocortus watneri
Siaphyi. hasmolylicus
Btanhwiscocous hominds
Gtaphyl. saccharpiviious
Staphel, aurisuleris
Stapiwi. saprophyticus
Staphwl. cubnil suhsp
Staphyl. cobnii subsp
Stanhelooooous wylosus
Staphylonuccus sieuians
Siapbyioconros ROFROSUS
Yhaphy), interssdivs
Staphyl. hplous- hylous
Gtagh. hyicus-chroaogenes
Staphyl. ceseslylicus
Staphylococcus sciurd
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Troproal Dotes Hooe

prab&hl}aay Matriw § Wood .
Matrix Name: Micrecocous/Staphylocoscus 155
N, Test Hame N, Test Name

1 Tipe puntiforese Tipe circular

I Tips irregular ¢ Buperficie lisa

Borda serrilhads Bords irregulsr

z
&
g Superficie rugosa & Borda perfeita
7 ot
g RElevacas: plans 10 Elevacas: eisvads
\
3

11 Figmentacas 12 Cresc superficial!l aussnte
13 Oresc superficial; anel 14 Lresc superficial: peliculs
1% Turbrdez 16 Turbidez wniforms

17 Turbider gramlar 186 Twbidsz floculants

19 Qeposibo 20 FEsferas (cogons)

21 rmis {(oocokacilos) 22 Bastonetss

2% Celulas iscladas 24 Celulas aocs pares

26 Celules =m cadelas

‘l“}_.
i
i

2% Celulaz enm tetrs

2% CDelulas em Larhoa 28 0.5 - 1.5%um x 0.5 - 1.5um
29 1.8 — 2.0zm x 0.5 -~ 1.0um 3 1.0 - 3.0em x 0.5 - 07w
31,0 - 3.0um o » 0.5 - L.ilum 32 4.6 - S.0um x D7~ 0.8un
235 1.5 - 4.0um x 0.2 - 0.8am 34 1.5 ~ Bolam x 0.8 ~ 0,8um
35 2.8 - 3.0um ox 0,5 ~ 1. 0um 36 2.0 - 40w ox 0.5% - 1. 0um
37 5.0 - S.am x 8.5 - .1, Cum 38 2.0 - B.0um x 0.6 -~ 0,848 .
A0 9.0 - T.0um ox G.5 - 1.0um 45 2,0 - B.0mm x 0.5 ~ 0.8um
1 2.0 10 0gm w 0.3 - 1.8um 42 B0 - 4. 0sm x 0.5 - I.0um
&% 3.0 -~ Bufipm ow 0% - Lobum L4 3.0 - Bufiam ow 1.0 - L. .Zem
A5 R0 - Bolem w B.D - 1. 0am LF Z.6 103, 0em ow 0.6 - UL Sum
A7 &40 - S.bum ox 0.5 - 1l.lam LT & .0 — BLOwm x 8.5 - 1.hum
58 4.0 —~ T e x 0.5 - 1,0 005,06 ~ 8, 0am o x 0.5 - 1.0unm
%1 Ewtremidades arrsdondadas 52 Exbremidades bruncadas

%2 Ladeos parsislos %4 Lados dilatades

5% Regularidade: moncmorficeo 56 Regularidade: pleonorfico
57 Metilidade %8 Rescso de Gram

58 Esporos 60 Esporo: esferico

£1 Esporo: oval 62 Esporo! berminal

£3 Easporo: sub-terminal G4 Esporo! central

B% Esporangio inbumescido 66 Esporangic nao inbumescido
87 LDapsuls B Globulos de gordura

EG Granulos m&taar@mat;caw 70 Crescimente s 00

71 Orescimento & 40 7% Cresciments & LOG

%8 Crescimentc a 150 T Crescimente s 300

78 Crescimenbo & 350 6 Crescimento a 420

77 Crescimento a S00 78 Urescimento & BOC

7 Crescimento a 650 B0 Crescimente 3 pH 4.0

21 Crescimento 8 ph 4.5 8% Cresciments a8 pH 5.0

83 Orescimento a pH 6.0 84 Crescimento a pH 7.0

&% Crescimente a pH 8.0 56 Crescimento a pH 2.0

A% Drescipentbe en  2.0% de NaCl 88 Crescimento ex  3.0% de KNall
BG Crescimento em  4,0% de NaCl a0 Crescipento ss  7.0% de HNall
81 Crescimento em 15.0% de NaCl 82 Crescimento en anasrchiloss
$3 Levine EME sgar 84 Suaphylococous n. 115 '
a% Litmus Milk! reacac scida Gf Litmus Milk: reascac alcalina
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Timatoz 1

v Matr i

Hvmhen, v, 1.0

Test. NHame

Livmus Milik: reducac tornasol
Litmus Milk: inalserado
T8I: F.acido/superf. scide
T8l: producac de gas
Catslase

Hugh-Leifaon: oxidabivo
Hugh-Leifeon: inaltbterado

Veages Froshaver

teilizaceo de malonato
aide de adonitol

Aciao de caslobioss

Aoide de gliceroel

fcida de lachose

soide de manitol

Acido de ramnoses

doido de sorbitol

feido de trealese

Acido de galactose

Acido de Trutoss

gcide de gluconato

Acido de meliblose

Sas de lactose/370

Gas de gluconato

Froducsq de indoel

Eroducac de LYE decarboxilass

Produsss AR decarboxilsse

Hidrolise de esculina

Digestao de gelshing

sfmores de ARG

Degradacac de lacitbina

Hidrolise de DHA

Froducasn de Z-oetogluconato
Hidrolisze de hipurato de sodio
0.61% de clorafenical
Toleranciz o KON { 7ippm?

Miorooocous/Boaphy iogootus

33
100
162
104
105
148
116
112
114
116
118
128
122
124
126
12
130
132
134
138
138
140
142
Yadk
146

Pt Bt i
I

N e

B3 D Op

154
156
158
166
16Z2
164

Test Hamns

Livmus HMilk: protecliss

T81: F.acido/superf. alcalina
TEI: F.alcalinod/8. alcaling
T8I: producac de HIB

txidass

Hugh-Lei fson: ferpentabivo
Vermelho de metils

Ueilizacao de citrato{Simunen!
Acido de glucose

Acido de arsbinose
fAoido de duloitol
Acido de 1nositol

Acido de malbose
Anido de rafinnse
Aeido de salicina
&cido de sacarose
Aeido de xilose
acido de ribose
fcido de ebancl
Acado de manose

Gas de gluooss

Gas ds lactose 45,00
Amones—Fonte unlos de K

Producac
Producac
Froducas
Feducas

Digmstao

de wreans

ORN decarboxi lsse
PHE desminzse
de nlitrato 2
de cassins

nitrino

Degradacac de bveen GO0
Hidrolise de amide
Degradacac de celulose
Producan de J-geholactose
1080 wnidades de penlciline

0.01% de

tetraciclins
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rrbati lioy Matrix Svetem, v.ol R4
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E~E A A
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Btreptpcoccus inise B T
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Shrepiouoocus salivarius T T U '
Shreptooactus sangis L T S A
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Streptovoonus wulang T T 2 I R
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Streptococeus ferus T T R B
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Birepincoocus bovis B T T
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{eucpneat. sesent, wessnt R T T
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Troproal Dt b

Frobalk

[

sty Matriw Bvetnen, v.l.ob

Matrix Name! Bireptoconcus/Pediocootus/Lewionostas

Strain Haws Ak TG A T S O PO P 1R
Streplococcus FODENES e d e e e e e e e e e e -
Btreptucogous agalactise . h e e e e e e e e
Strepiococtus eyul - B e e e e e e e e e
Strephotncous inise “ d e e e e e e e e -
Bireptorancus preusurias T e e e e e e e e e e
Birepiononnus saiivariug ©d e e e e e e e e e e
Bireptocnocus 3ampil e e e e e e e e e e
Streptacopous witior T e
Strephococoes silierd T
Btreptosogons sulsng e e e e e e e e e e e
Sirepiunnucus ratius T
Skreptonoccus oricetys .
Stresiococous sobrivus e d e e e e e e = e e
Straptorsocus Ferus -
Strepocoscus fascalis b e e e e e e e e e -
Strepdocoscus Tasciue e e e e e e e e e e .
Strepiococous svine “ d e = e m e w e e m
Strenincoccus gellinarue I .
Rtraptosnoous lactis T
Sivepton, raffinpiactis e
Strepbon. morhilicrus et e e e == e e e
Btrspioc, hansenil S
Strepton. pleonarphus S T -
Streptor., pareulus S R T T R
Strepine. acidosinisus I
Htreptacotous ueris e d e e e e e e e e e e
Streptscocous bovis e F e e e e e e m e ==
Straptocotous equinus R
Strepton, thersuphilus T
Pedioeoccus dasnosus f e e e e e e = e -
Fedionooous parvilua W e e e e e e e e e = -
Fedineancus inopinatus I L
Paiceatzus derbrinicus e
Pediococous pentossceus T T
Festoogccus acidilachict B s T
Fedlocanous haiophilus . h e e e e e e e e e e
Faginpooous uringgenqul S
Ledonrost, sesend. sesent T
Leucn . mesent. desiranioue e h e e e e e e e e
Leacp emsent, cremoris o T T T
Leusn parasssgnteroldes T T T
teurpnostoc lachis T T
Lguonpshor oenEs e f = e e e e mm = ==
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Matrix Nams: Streptocoscusd/Pediococous/Lauconasto 160
Strain Nemz €9 G4 S5 SR LY 58 59 B% B 67 B3 B4 BS BB BV 8B RO V¢ VI OWL OV TR OIS TR TV OB
Bfrsptoostoud pyonenss T T T T
Streptoooccus sgelantise T T . T T T T
Streptococous aul L T T T T T
Ghrepbozprons inise S T L S B T R
Skreplococcus preunsnise T R TR BN T -
Strepipractas salivariug T T T e T T T S
Btreptecocous sangu e T A T T T
Straptosnoous sitior A VR R R S S SR
Btrepiococeus millerd B T T N SRR TR B b b ow oy -
Streptocanous putans T T TR S S T SN
Streptomnceys ratius U TS I e L T T
Streptocorcus ericefus T T VAR TR R S S SRR P
treptonncous sohrinus S T T TS SN TR SN S ¢ g -
Sbraptocoecus ferus O S T VIR TR TR T T S SR S
Zieeptongoous fascalis S T T T T ST BN TR SR S S S
Sirgptoronnus fescive o T ST TR SN S B B
Biveptacoerus svius N R T R ST S T S
Streptoconcus gallinarus e T T S TRN THNNS TR N S SN S S N AR
Strephococous lactis R L. TR TRt R T SR S R
Strephoc. raffinclactis T T TR TR TR T K S B S
Streptoc. aovbiilerus O T T (S S VO AR AU S S
Gerspion, hansenil Y« S T H T R SR S S S
Btreptot. pleoirpius S T R T T T T
Trophon. sarailus e T T T S S TR TS i o+ 4oy -
Gireptos. avidozinipug D L T S S LI L P s e - -
Straptoraocys uberis e T T T T S N S
Streptococeus boviz B T 2 T S B B y -
Strapincatius equinus N T T T TR TR T A S A S N R
Btrppine. thersophilus T T T T S RS S LA N AU S R L
Fediocotous dagnnsus e T T T * N - N N A
Pedineooous parviiug B O e T S T T TS T A S AN A
Padiocecnus inoplinabus T T (A | S S A
Pedippocous dextrinicus N T T VR | S S SR S N S
Pediocooons pesbosaceus e S T R R SR A S A
Padionoocus asidilackizd T T T SRS R A Y ow
Pedioupeous halsphilus L T T TS TR T T S A A S A
Pedipcotoys wrinssequi e T T TR T S S S S S A
Leucorost, smseat. mesent T T S TR TR N S S A S
Launo gesent. dexbranicue T L T A S R S A A S A
Lepen sesand. cremoris O e =T TR VR T R A S A
Leucn parapesentgroides S T TS S R SN S A S A
beusonpstop lackls e S T R S S - S SN SR S A
Leusonoston penos S e S S R TR [ R N A A S
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Mabriv Mams: Btrephoccoous/Fediccooous/fLeusonoshon

Birpin Hase

Strapiaconous pyogeans
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Birain Name 3017 103 190 1% I 197 LOD 139 140 18D 197 14D (84 145 148 147 BAE 143 150 151 IR (8% 184 B 050
Stemocanous DYGHEDES T T T T T TR T HY T S VU VI T S-S+ N VR | R S VN T
Strentornoous ageloctiase T TR S T U R (T A TRt RN R NS S - S S
Straptornoous eoul ’ o= u B ¥ G W o~ v e = 4 = oy oy uy H uw ¥ u v v ¥ ouw oy ou
Streplococcus iniae $ou + ow oy oy @ - - v v g oy wou 4oy ¥t ow - owo ¥y U oy t
Strepincontus pheusanisge P~ 4 ooy By T o~ v ot oywo, oy 4oy ouwouw ¥ od ouwou oy oy ’
Streptucoecus sajivarius 4 4 B ¢ oY ¥ v - - - - ¥ -~ ¥ 5 onm g @ *t u TR R
Gtreplocootus S5RQURZ T T B U L T S T VAN PHN - N TS VI (NS VI A | S SN N S
Birepiovoroes sikior & W o4 4 o uwo g 4 T ¢ <= = g - =~ oy oH ou G - ¥ H H v ow u ¥
Shreptooacous sillerd T T T S e T TS TN I TR (L AN S-S L N B CR
Streplococsus mubans B oy ¥ 4 oy * o4 - - - =~ w = - oy @ g ¥ t g - @ Uouow
Strepincocous vabbus 4 uyu B ¥ Y § f =~ ~ - =~ w - - @ ow oy w t w oy g t ¥ uw -
Sbreptonorous erivstus T TR RN THN TRNE S A S S A S TR "N < S O /A R S
Streptococtus sobrinus I I I I A T 2 R S SN - SNt N S O - S - R A - I
Strepinnoccus ferus ¥ ou U oY 4 ow o w - - - o= u - o o¢ ¢ o8 4 ¥ ouw o os oW T B ¥ U
Streptocorcus Fascelis g o4 4 % u g o~ = = = = g -y o g @ v +t u ¥ v f u © u
Streptospezus Taaciue § o4 ¥ ¥ o o8 F - = = - g o 4o g ouwow o ouw - - 4+ oy o ow
Btreptococrus aviug oy ¢ % W ¥ ow o~ - = - g -~ ¢ @y g ow oug t o~ uwo¥ - L& oHy
Straptococous galiiseres Bouw o8 B B ow ot - o~ - - g o~ o B o8 g #H t 4 - U ¥ u u ¥
Btreptonotous lactis 0+ 4y ouw w4y oHw o~ - =~ =~ y - % & # y u v p ouw P ow U ¥y y
Straptos. raffinclachis £ = + g B o+ p o~ = - -~y o~ U w ¢ ¥ 4 ¥ & - g < uw oy -
Sbraptor, norbiliorus e T T T T S TN TR TSN TR S+ S | S St N S
Strepion. hamsenii O TE TR TR T T S /A A VS EL S R S
Strepioc. plesearphus T Y T E T T T S - SE TSE TSN B VTN A S A I
Strestan. parvulus o0~ ¢+ @ o4 F - - - - - @ - - @ & U u S T
treptor. acidominizus ¢ 04 © &8 Bboowo§ - o= = = § o= @oHo©wo o0 owo ot oy oL ¥ - o@wouou
Btrephecocsus uberis L T S TR N TS SN CONE NS S A - B VSN U S B L
Streptooctus bovis i g ¢+ @ & + ow o~ ~ -~ = g -~ ¢ v ow ¥ v r w & v - ou u ¢
Strepbocoteus equinug S L R T T T T I TSN S VI S * S N NS S B
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H. Test Hamue M., Test Name

I Tipo pursti forss 2 Tipe ircular

3 Tipo rregular 4 Buperficie lissa

£ Superficle rugoss £ Bords perfeits

? Bords serrilbads & Borda irregular

G Elevanas: plans 1% Elevacas: slevada
11 Paigmentacso 2 Uresc superficial: ausents
13 Dresc superficial! anel 14 Cresc superficisl: psliculs
1% Twrhices 18 Twrbidez wr forpe
17 Turblder granular 18 Turkidez floculants
19 Deposiio 2% Esferas (oooos)
D Ovails fccoohbsoiiost 25 Bmstonsies
2% Celulas isoladas Z4 Uelules scs parse
25 Delulas sm tebrades 28 Celulas em cadeias
27 Celulas er cachos 28 0.5 — L.0um o x 8.5 - 1. 5um
2% 1.0 - 2. Gem o x .5 - 1 Gam 30 1.8 -~ 3.0um ow 0.5 - 0.7
31 1.0 - E.0um o w 0.8 - 1.lem 22 1.0 - S.lam o x 9.7 - O_8um
33 1.5 - 4. 0um x 0.5 - 9.,8um 34 1.5 ~ 8.0wum x 4.8 - {,8um
35 2.8 - 3.8en o x 0.5 - 1.Gum 35 2.0 - 4. 0um ow 0.5 - 1.0um
P20 O~ S 0em o w 0.5 - 1.0um AR 2.0 - B Oum x 0.8 - 0.8um
B .6 o~ Fllam ow 0.8 - Folum &0 B 0 - 3. lum w 0.5 - Ol3um
41 2. G o w 0.8 - 1.0aw L7005 0 - 4, 0mm o x BB - L. Gum
iR05, Gam 2 0.5 -~ 1.0 e G0 - G0 w 1.0 -

L AL o Gam v - 1.Uem A8 B0 -i1D fam ow 0.6 -
&7 4 Gaum ~ . e 48 L .0 — Bohum w B.T -
G &, 0 Gawm w 0.5 = 1. 0w 5S¢ 5.0 ~ B.0am x B.5 -~
g1 Eworewnidadss arredondadas 52 Exbrendades truncadss
o3 Lados paraieici %4 Ladoe dilatados
m Bagularidade: monomorfioo 56 Beogularidads!] pleomorfico
57 Hotilidade S2 Besacso de Gram

o
o

Espore: esfarico
Ezporo: terminal

5% Esporos
&1 Esporo: oval

™
2

€3 Feporo: sub-berminal 64 Esporo: cenbral

£5% Esporangio intusescido 68 Esporangic nao intumescido
B7 Capsula BS Blobulos de gordura

65 Hranulos petascromailiooes 70 Crescimento g GG

71 Creacimenta a &l 7% Crescipasnts s 100

73 Dresoimento s 150 74 CDrescimento a 300

7% Orescimenbe & 350 76 Crescipento s 430

77 Crescimento 3 00 78 Crescipasnto a Bol

% Drescimento a S50 a0 Crezcimento 3 pH 4.0

g1 Orescimento a8 pH 4.5 2 Crescinento a pH 5.6

BY Crescipento s pH G0 B4 Crescimento a pH 7.0

5% ODreascimentc a pH G.0 S Crescinenbto a pH 8.0

87 Cresciments sn  2.0% de Nall BH Crezoimente sp  3.0% de Nall
50 Crescimente em 4.4% de NaCl 8¢ Cresgisento en  7.0% de NaCl
3: Crescimenbo em 10.0% de NaCl 9% Cresciments sh angsrobiose
83 Levine EME agar 54 Braphylogoccus n. 110

9% Litmus Milk: reacac acids G65 Litmus Hilk: reacac zlcalinz



Marnrix Mol 16
K. Tesztu Hagps M. Tesgt MName

87 Livmus Mili! reducac bornasol B8 Lromus Milk: protenlise

G0 Licmus M1l inalterado 166 TBI: Flacido/superf. alcalina
i TEI F,acido/suparfk moids 0% T8l: F.alealino/8. alcalins
102 TEL: producas de gas 104 TEL: producac de HZE

10% Catslinse 15 Oxaidase

107 Hugh~-Le:fason! oxidabivo 108 Hugh-~Lelfson: fermentscivo
109 Hugh-Leifson! inalterade PHE: Vermelho de metils

111 Voges Progkaver Bzl canratod Snmon
113 Unilizecas de nal “nabo Ao rde &

115 Anide A L Acido de arasbincss

117 Acido [FYa)! Acido de duloitol

Soido de inogihol
Acide de maltose

Acido de rafinoss
Acido de salicina
Acido de saCBRrose

Aoz yio
ﬁcidc
?{}t&“ 4

Aczds de ramnose
Acido de sorbibol

A i S R LT ]
L el L L3 B3 BT B B RO ke S de s ps
; [Co TR IS WA I L4

i Azido de treazlose acido de xilose
131 Acido de galactoss o Acide de ribose
132 Acido ﬁ,;ﬁﬁ de etarusl
i b -
1
i Bag
i

de urease

Froducao de indol i

145 Progiucac de LYE decarboxilass 148 ORN decarboxl lasse
147 Produsac ARG decarboxi lage 145 PHE deswingss

1&5 Hidrelliss de ssculins 158 Reducss de nibtratt & matrito
1% Digeshac de gelating 5% Digsstas de cassins

15% Amones de ARD 154 Degradacan de bwesn G0

158% Degradacao de lecitina 138 Hidrolise de apido

157 Hidrolize de DA 158 Degradacac de celuloss

158 Produsas de Z-csbogluconato 1680 Producan de 3-cebtclachose

151 Hidrolise de hipurato de sodio 182 1004 wnidades de penicilins
1% 0.01% de clorafenicol 164 06.01% de tetraciclins

185 Tolerancia a KON 1 75ppmt
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Iznlated descrinbion

falha
fniha
falhs
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Tzalated deseription S A - T T O O LT O 7 A L £ B R S R £
tpiba 52 B L e L e T -
Fglha 5O E B | - e . . ! ZE - - 4 PR - R .
foihe B4 R . T T S ST SR SR SRS SR S A S B
falha 55 T e T T S S . T SR
folha 55 T T SR ST S S ST SR TR B S
fulhs 57 T T S e P S T S
fplhe 58 T T T S Y T T
Fnlne B S T T I S S - e
foiha Bl L T T T T T S R T T T TS SR SN S
Folka 81 SR S S S T S R ST ST S S SR
falha b2 S . L TR TS S SRS SR S TR S S
folha Ba -t - 4 S S T S A S c . e -
fgtha B4 R R S B S SR SRR ST S SR
fulha B T T T S S S S T
felha 85 L L T T S T T I SR S S SR
fgihe §7 B T S S S S S BT
folhs B8 B R T S S T T T R SR
Fatha B3 I T R S S R L S S SN SR S
Folha 70 I S S S T S S T S
foiha T S ST TS I S S S AR T T S S S N SN

e T T S B T T N R SRR S S

- % D T S T S T S T T S S

O T ST T T S S S T S ot

- + - ks e 4 - - - + - + - - & - & - 4 - - A % EA - -

T T ST S SR TR S T T S
folhe 77 B T T S S S ST SR S - -



Issiated desoription

falha 1
foika
falhs
$ulha
falba
folba
HA 1
fotha B
foiha O
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#plha 41
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fulha &
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Isoisted descrigtion

folhs &7
folha 53
folha B
£aiha 55
Foihe Sh
Falha &Y
folhs 5
folha 55
Fyths B
falha &1
falka §7
fulhs £3
fotha §%
folhs 65
fniha b
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falha B
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folha 10
falhs §1
Talhg T2
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falks TR
fotha 79
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futha 1 4 = & - = e e e e e
foiha & P ey e e e e e e
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fnlba & 4 - d e e d e e e e e e .
folta T P-4 ey e = — e e e
Foiha 8 L -
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falna 11 3. d e b e e e = - -
falng 17 Lt
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foike 34 e St |
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folha 1Y b o = 3 e 4 e o= e e
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falha 21 I
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Fotha 3l T L S
foihe O L L
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Cile : Laracterizticas das bacterims isoladas

User F
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Teot Name
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Figmentacao
Cresc superficial: anel
Turhidez
Turkider gramular
Deposito
Ovais (pocohacilos:}

: i da
Celulas sn tebrades
Celulas en cachos

1.6 - 2. 0wm »x 0.5 - 1.0un
oA = 3.0um w 0.8 - 1.lum
1.5 ~ &,.0um x 0.5 - (.0um
2.0 - B bGam ow 0.5 - L.bem
2.4~ 5. 0em x 8.5 - 1.0xm
2.0 - Fobum w 8.5 - L, Dum
DL -0, Gem ¥ 0.8 - 1. Bam
LU Sofem ow 0.0 - 1. 0w
L0 o~ Bobum x 0.5 - 1. 0um
G0 = S.0um ow .5 - 1. Gum
G.0 - To0om ox 0.5 = 1.0wm
Extremnidades arredondsdas
Lagdos paralelos
Regularidade: monomorfiico
Mot i lidade
Eaporos
Esporo: oval
Espore: sub-terminal

Faporangic intumescido

Capsula
Granulos e
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Cresoimento
Crescimenbd
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Tipe ciroular
Huperficie liss
Bordas perfeits
Hords irregular
Elevacas: slevads

Cresce superficial:
Cresc superficial:

Turbidez uni foras

ausenhe
peliculs

Turbidez flooculante
Ezxferas {cocos!
Hastonetes

Lelulas acs pares

Celulss en cadeiss

9.5 ~ [.Sum ® 2.5 - 1.5m
PL0 - 3.0 o 0.5 — 007w
1.0 = 5. 0um x 0.7 — 0.Bum
1. - 8, 0um x 0.6 - 0.Bunm
F.0 - 4. 0am o w 0.0 - 1.0um
2.¢ - B.6um x 0.6 - 0.8
2.0 - @.0um » (0.2 - U.8Bum
3.0 - 4.0 x 0.5 - L. Gam
I.0 - Bobam ow 1.0 - I.%¢m
00 18,0 ow U8 - O.0am
4.0 - Blham x 6.5 - 1.0wum
200 - Bulam o 4.5 - Lolum

Extremidades truncadas

Lados dilasados
Regularidade:
Reacas de Oras
Ezporo: esferico
Esporo. herminal
Esporo: central

plecmorfics

Esporangic nan intumescido

Globulos de gordura
Crescimento a (0
Crascimente a 180
Crescimento z 300
Crescimentce a 45
Crescimento a GUC
Crescimento a pH 4.0
Oresciments a pH 5.0
Oresciments a i 7.0
Crescimente a pH 8.0
Crescimente em 3.0% de Nall
Crescimento en  7.0% de Hall
Crescinento em anaerchiocse
Btaphylococcus n. 118

Litmus Millk:

reacan alcaling
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Tesoh Name

Litmus Mill: reduces bornsscl
Litmus MHilk: inalteradc

T&I: F.acildo/supsrf. acids
TAI: producac de gas
Catalass

Hugh-Lei feon! oxidative
Hugh-Leifason: 1inalterade
Yoges Proskausr

% Usilizacas de malonato
5 oAcido de adonitol

Acidn de celobiosas
toido de glicero]
Acido de lactose
Acido de manitol
A ido de ramnoss
Acido de sorbitol
Acido de treslose
Acido de galactoss
Acide de frutoss
Acido de gluconato
Acide de melibiose
mu e lacbose/ 370
as e gluconsto
Frodusas de indeol
Producae de LYS decarboxilsse
Producan ARE decarboxilase
Hidrolise de esculina
Digestas de gelating
Amomes de ARG
Degradacac de lecitina
Hidrolise de DRA
Proaducan de Z-cetogluconato

Hidrolise de hipurato de sodio

6.01% de clorafenionl
Tolerancia s KON (7S5ppm)

Carscteristicas das baoterias

100
gz
104
148
188
110
112
tid
116
118
120
122
184
126
128
130
132
134
136
138
14}
142
T4d
148
1458
150
158
154
156
158
180
162
164

Test Nams

Libtwus Milk: proteclise
TE8I: F.ecidossuperf. alcalins
T8I: Fualecalinn/B, slcalins
T81: producac de HZS
Ouidase

Hugh~Leifson! fermeaniabtivo
Vermalhs de metila
Utilizacasn de citratoi Simmon!
Acide de giuccss

Aoido de arabinoss

Acido de dulcitol

Soido de inosibol

Aoide de maltoss

Acidoe de rafinoss

Aoide de salicins

Acido de sacarcse

Aoide de wiloss

feide d2 ribose

Acido de stancl

&oido de manoss

Gms de glucoss

Gas de lactogse/ 4% 50
Amorsa~Fonte unlos de N
Produsas de wrease
Froducaso OFN decarbox:lase
Froducao FHE desminase
Reducan de nitrato @ nitrite
Digestao de caselns
Degradacan de tween BO
Hidrolise de amido
Degradacas de celulose
Producas de 3-cetolactose
1088 unidades de penicilina
0.01% de hetraciclina
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Emoor clia | Maw "u' per ref-stramn:
Mestrix Nams! Baciilus Max 'n' per besh : z
Besulit D Blibrevis
it Boors DOGLBRTEIE
M. Test Hape Iaglated Matrix Btabtus
20 Esferas {cooos) - -
21 Dwais (cocobmoilos:) - -~
22 Baastonstes + +
23 igoladas + - L e e
i) BOE DRes - -
25 i hebrades - -
i cadeias - + wnexmec ted
5 et - ~
- 1L Sem ow 0.3 - 1. San - -
25 3.0 - Z.0wm ow DLE - 1. 0um -
A L.0 o~ 3. 0am ox 0.5 -~ 0. Tam -
31 1.0~ 30w ow 0.8 -~ {.lsm - -
52 1.0 - Bodem ox 0.7 - 0.8 - -
3% 1.9 - 4. 0um x 0.5 ~ 0.8um - + unexpsshed
B4 1.8 ~ B.0um x 0.8 ~ O, 8um - -
35 2.0 -~ B.fam o w 0.3 - 1. 0wum + - unexpaotaed
5 i G, 0 w 0.5 - 1l lum - -
SLGam o B.S - 1. Gwm - -
Bl G, o~ 3, S - -
; TFoitwm w OG.5 - 1. dum - -
GO BRLD - B Gem w 8.5 - 0L Duw - =
G5 0.0 =10, 0um w 0.8 ~ 1. 8un - -
£ Z.8 —~ A 0um oxw 0.5 - 1.0um - e
43 3.0 - S.0um x 0.5 - 1.0am - -
4 3.0 - B 0am ox 1.0~ L Zum - -
£ Z.0 - B.lem x 9.5 - 1,0um - -
A6 .0 =15, 0um x 0.6 - U.8em - -
7 4.0 = S.0um x 0.% - . 0um - -
48 &£.0 - BE.Qum x 0.5 - 1.0wm - -
% 4.0 - 7 0um w 0.5 - 1.0um - -
5.0 - S.0um ox B.D -~ 1.0 - -
51 Extrexidades arredondadas + +
55 Ewtremidades btruncadas - -
5% Lados paralelos + +
54 Lados dilatados - -
57 Motilidade + +
5R Beacas de Oram + +
59 Esporos + +
60 Ezporo:! esferico - -
i Esporo: owval + +
g2 Esporo: terminal + +
B3 Esporo: sub-terminal - -
&4 Esporo: central - + wnexpecbad
55 Bsporangleo inbumssoido + +
68 Esporangic nad intumescido - -
74 Crescipento a8 300 + +
TE Orescisento a 350 + +
76 Crescinento a 450 + +
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i 11 mAaThg A + W W e b
Uresciments a - Y WENDesned
Dressisents & - -

{rescimento 3 + +
Urescimsnto & + +
{rescimento a + +
Drescimento ern 7.0% de Nzl - -
Creacimanto em angerobicss - -
Datalase + + .
Hugh~Laifson: oxidativo + +
Hugh~Lei faon: inalierado - -
Vogss Proskegsr - -
Ut ligeoan de cliracolBimmon) - ¥
Acido da + v
Ao de W w
S e - -
I Gaz de gluc - -
1590 Eeducao de mtrato 8 nitrioo + W e g ted
181 Digestacs de gelabing +
152 Digestao de caseing + %
186 Hidrolise de anido ) + +
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Fazult
Id Sooes
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i Tipo puntiforpe
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40 2.0 - 8.0um x §.3 -
41 2,0 ~ih.fue x 0.8 -
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oE 0.5 -~ 1.Dem w 0.5 -~ 1.5 - -~
22 1.0 ~ 2.0am x 0.5 - I.0um - -
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o4 6o~ TF D w ﬁ,ﬁ = 1 Gum - -
B O5.0 - Slfem o w 0.5 -~ 1lbam - -
51 Ewtremidades arr&dﬁnéﬁdaﬂ + +
5% Ewtremidades truncadas - -
52 Ladeos paralelos + +
54 Lados dilatados ~ -
57 Hotilidade ' - -
58 Rearso de Oranm v + unexpeched
52 Esporos - -
8 Esporo: ssfarios - -
Gl Espors: oval - -
82 Hoporo! termsinsd - -
5% Hepora! sub-berminsl - -
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Esporanglc snbim - -
SLOTENYIC NS0 1ntimescide - -
rescipento a 00 - -
“1m“wta & A - -
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BZ Dreacimentc 3 + -+
A3 Crescimento 3 pH 8.0 + +
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g8 Litmus Milk: reacac alcalina - -
67 Litmus Milk! reducas sornasol - -
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8% Litmus Milk: inalterado ' - -
1494 181 F.gcido/superf. alcalina - -
101 TEY: F.acido/superd. acids + +
102 T8I+ F.mlcaling/B. alealines - -
104 T8I producac de HIB ' - -
g% CUstalass = -
106 g -
167 Hughe-bel fson: oxidabive W - LT
188 Hugh-Leifson! fermentative B + unaxpectad
149 Hugh-Leifson: inalberads - -
114 Acide de glusose + +
116 Acido de arabinose - =
117 Acide de celobiose - -
121 Agido de lactose w + unexpechad
PEE Acido de maltose - v unexpeched
123 Acido de manitol - -
124 fAcido de raflinoss W ~ wexpecned

125 Acide de ramnose
188 Acido de salicina - -
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Borda perfeita

Borda serrilhads
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Elevacao: plana
Elevacac! elevada
Pigmentacan

Cresc superficial! ausente
Cresc superficial: ansl
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Turbider gramlar
Turbidez Floculante
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f Celulas =sn cadeias
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28 0.8 - 1.%um x 0.5 - 1.5em
25 1.0 - 2.0um x 8.5 — 1.0um
30 2.6 - S.Gem ox 0.5 - 0.7um
%101,0 - S.0am x 0.8 - L. lum
a1 - B, 0um w 0.7 - 4.8Bum
3% 1.5 - 4.0 x 0.5 - U.Bum
34 1.5 ~ Bobem ox 0.8 ~ 0.%Bum
3% 2.6 - A.0um x 0.5 - 1.0um
36 5.0 - &,.0om x 0.5 - 1.0um
270000~ 5.0 w 0.5 - 1. 0uam
2.0 - B.0um ow 4.8 - 0.8um
DG .0 o~ Tubam x 0.5 - 1. 0um
45 2.0 - 8,0 w 0.5 - 00w
41 2.0 10, 0um x 0.8 ~ 1,8um
50 RLB - A Tem o x 0.5 - 1. 0um
4% %,60 - S 0um ow 0.5 — 1.0
&4 3.0 - B.Owm w 1.0 ~ 1.Zum
(D kL0 - Bl fem x 6.5 - 1. 0um
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Tipo punt:formes
Tips oircuiar
Tipe irregular

L Buperficie lisa

Buperficis rugoss
Bords perfeins
Borda zeryiihads

ausante
sugerficial: arsl
supsrficial: psiicula
Turbides

Turbidez uniforns

Tur-bider granular

isoladas

felulas acs pares

% Celulas sn tatradss

Celulas en cadsias

Celulas sn cachos

0,8 - 1.%um x 0.5 - 1.5um
1.0 -~ 2.0um »w 0.5 - 1. 0um
1.6 - 3. 0um » 0.8 ~ 0.7um
1.0 - B0 ox 0,8 - 1. luw
1.8 - Bllem x 0.7 - 0. 8um
1.8 - & fem ow 0.5 - G, 8o
1.5 - B.0uw x 0.6 - B.Sum
2.0 - Blilew x U.5 - 1 bum
2.0 ~ L. 0um o x 0.2 - 1,0um
.0 -~ Bdpm o x 0.5 - 1.{um
2.0~ Bl w U.E - 05w
S.0 =~ F.0wum o w 0.8 - Ll0um
2.0 - G.0um » 0.5 - 0. 8un
2.0 -10, 0w x 0.8 — 1. 0um
3.0 - £.0sm x 0.5 - 1.0um
%00 - S.0em ox 0.5 -~ 1. 0unm
3,0 ~ B.0um xw 1.0 - 1.%um
3.0 - Bofam o x 0.5 - 1, 0um
E.0 ~15.0pm w 0.8 - U.Bum
4.0 - S 0um x 0.5 -~ 1.l
L0~ B Oum x 0.5 - 1, 0um
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Esporal berminasl - -
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£ 1 Yy - -
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a7 Litmus Milk!: reducac tornascl - -
o8 Litmus Milk: proteclise - -
80 Litmus Milk: inslteradeo - -
a0 TRY: F.acido/supsri., alcalins - -
91 T8I ¥F.acidolsuperi. scids * +
N TZIs Fomleslinoe/B. aloslins - -
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08 Dmivdase - -
47 Hugh~-Leifson: oxidabivo - -
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16 Acido de srabinoss + v unexpetthed
17 Acido de celobioss W v unex e hed
21 Acide de lactoss + +
22 Acids ds mzlicss + +
23 Acido de manitol W - wrEx paeched
24 Acido de rafinose + +
% Acido de rapnose - -
85 Acido de salicins - -
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Bupesrficie rugnss
Horda perfelits
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Bords
Flevacac: plans
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Pigmentaoac
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superficial
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Celulaz en Letrades
Celulas en cadelas

Celulas em cachos

4.5 - [.%m x 0.5 - 1.0
1.0 - 2.0um x 0.5 — 1, 0um
0o~ F0wm ow 0.5 - DL T7um
3.0 - B3.0sm x 0.8 — 1.1lam
1.0 - S, 0ur = 0.7 - 0.Bun
ILE - 4 fam o x 3,5 -~ 0.5um
.5 -~ 5 0um w §.8 - 0. Bum
.8 ~ 3 fam x 6.5 - 1.0em
.0 - 4, 0um x B.5 - 1. 0um
D0 - 5,.0um x 0.5 ~ 1.0um
2.0 - B.0gm » 0.8 - 0.8um
2.0 = .0 x 0.8 ~ 1.{um
0o o~ 9.0 x 0.5 - 0.8um
.0 ~310.0um =% 0.8 - 1.68um
3.0~ 4. Guam x 8.5 - 1. 0um
3.6 S.0em w 0.5 - 1.0um
A.0 - B.0em x 1.0 -~ 1.%um
.0 — 8,0um x 0.5 ~ 1.0mm
5.0 <15, 0um x .6 ~ 0,8
4.0 S, 0um x 0.5 - 1.0
L. ~ FB.Oum x B£.5 ~ 1.0

2

Good 14 oy 4
Max ‘o' per ref-sitrain
Max “u' per oest Z

Isolated Mabrix Status

S

[ A

+

4+

1

wexpected
wexpectad
wnExpeEcted

unen peohed

e pecbhed

ungxpecbed

ey s ted
unExpectad



L& L0 =~ TFobgm s i -~ 1. (o - -
SR 0 o~ Bobum ow 05 ~ } L 0um - -
51 Fenrenidades arredondadas + +
57 Fxtrenidade: truncedss ~ -
2% Lados paralelos + +
54 Lados dilatados ' - -
57 Motilidaeds + - e s e
S8 Heacao de= Oran v + unexpected
54 Esporos - -
B8 Esporo! esferico ~ -
Gl Esporo: oval ~ -
£2 Espopro: verminal - -
% Hepors: sub-termingl - -
&4 Ec; rol csnted =~ -
EE ; - -
BE - -
?QLm@wmﬂWua - -
71 Orescimsnto 3 i - -
7L Drescimento 2 100 - -
TE Crescimento a 150 - -
T4 Crescimento a 300 * +
7% Drescipento o 300 + +
T =i ER + +
7 ¢ + +
i - +
5@ Crescinsnto 8 = + +
£7 Drescimenio s o 4 + +
&8 Cresoinento a LB + +
S8 Drescimento ek anasrobiose + +
a5 Litmus Milk: resacso acidsa + o+
a6 Litpus Milk: reacso slcalinas - -
87 Litmus Milk: reducas tornasel - -
Ga Litmus Milk: probeclise - -
90 Litmus FHilk: inalterado - -
109 TEI: F.acidolsupsrf. slecalinz - -
191 T8I F.acido/super?, acidza + +
102 TEIr Floalcalinog/B., aloceliva -~ -
T84 TEI:D producas de HR2E - -
105 Cabtalase - -
106 Oxidaze - -~
107 Hugh-leifgon: oxidative - -
108 Hugh-Lel faon ferpentativo + +
108 Hugh-Leifson! inalterade - -
114 dcide de glucoss + +
118 Acido de arabinoss ’ W - mnexpactaed
117 Acido de celobliose - -
121 Acido de lacbose + +
122 pAcido de maltoss -~ v wnexpested
122 Acide de manibol - -
124 Acido de rafinose - -
125 &oido de reamnocss - -
196 acido de salicina - -

g
Gd



W
v

i

At e brlie L0
fo il s

Acido de

L

[N
s

e

2

130 doade de
131 Acids de
132 scido de
133 Acide de
135 Acido d=
138 foad de
137 Acideo de
143 Producan
10 Meducso
151 Bigestac
152 Digestas
15
18D 100D unt
IB3 4.01% de
164 0.01% g=

mor i el
SEOEOEE
Lrealose
wilozse
palesotose
i b
frutose
glusonato
BRI S
melibicss

ohe ipclol

de nitrato 8 flhribo
de gelatin:

e caselnd

ciorafenicol
pebraciclina

unexpected
une e bad
unsxpaabead

wexpected
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Berorad Hum

Becors Names: folbs &
Manrix Names: Lactobasiilus
Bezult ;L. Fermentiu

G,785754

PR

id Soore

B, Test MNamns

I Tipe puntiforse
2 Tipo carsular

E Tipo irregulasr
ﬁupﬁrfi:ze liss

S B aperr;91# FUIS A

[}

vy fvp o

al: auzente
1: ans=l

T N P TR

IR RN B - W S L

30 B

21 0 ook

2% Basbonebes

2% Celulas isonladss

24 Lelulas scs pares N

Celulas em tetrades
Celulas em cadelas
Celulas eam cachos
F.5%um % 0.3 - 1.5am
2L 0um - 1. Bum
Lo 3 0um - 0. Tum
&,
&

E
oo

u
]
%

s (T asm - 1, lum

x
®
v

i 5

i 5

i =
: 1.0 0= S lum ow G.7 - 6.Bum
AE LR - 4.0 ox 0.5 - Q.ogﬁ
34 01,5 - 8.0um x 0.5 - 4.9
A% 2,0 ~ 3.0um o x 0.3 - 1.0usn
26 7.0 - 4. 0em x 0.5 - 1. 0wm
27 08,6 ~ S 0wum ox 8.5 ~ 1.0um
m .0 - B0 o x 0.8 - 00w
38 2.0 - F.0um w (.8 - 1.0um
40 2.0 - 89, 0um x 0.5 - 0.8uam
41 2.0 ~10,04m » 0.8 - 1.8Bam
4% 3.0 ~ 4. 0um x 0.5 - 1. 0um
% 3.0 - B.bam v 0.5 -~ 1,0
G4 3.0 — B, 0um x 1.0 - 1.2
45 3.0 - 8.0wm x 0.5 - Ilfum
LE R D -15 . Dem x 0.8 - 0.8um
47 &.0 = S 0pm ox 8.5 ~ 10w
&8 4.0 - B fem x 0.5 -~ 3, 0um

a1l peliculs

1

i

+ o+

molated Mabrix

Goed 10 Boore .
e ‘u' per ref-siraon:
Maw 'u' per hesi :

Shatus

uriexpenhed

unexpsched



0. Teent Hapes

dn b, D= TFlliem ow BUE - b D
o

i
Ll = Bl o» 0.5~ 1, D

51 Ewtremidades arrsdondadas
50 Ewsrepidade: bruncadacs
5% Lados paralalos

%4 Lados dilatados
57 Motilidads
5% Peacas de Srow

e far oo
e ]
terminal

th

LT RS S L

£of £ ngio nas intumescido
TG Crescimsnto & G0
7] Drescimenbo & 40
72 Crescimento a 100
7E Orescimente a 150
74 Cresoimente a 300
£ Orescimsnts & D00
= L5

4

Py ¥ irra d

£ Crescimsnio 2 i 4.1
£3 Orescimento 3 4.5
a7 Crescimento 3 S0
53 Oresciments & .0

2 Crescimente er arasrobiose
G5 Lismus Milk: reacsc acids

gt Litmus Milk: reacao alcalina
G7 Litmus Milk: reducac tornasol
O8 Litmus Milk: proteclise

a0 Litmus Milk: inzlterado

160 TSI F.acidolsuperf. aicaling
10} TE1: F.ecidofsupsrf. asoids
= Fozigalino/Z, aicalins

it T8I: progucac de HIE
105 Catalass
108 (idase
107 Hugh~Leifzon: oxidative
105 Hugh-Lelfson: ferpentatbtive
168 Hugh-Leifson: nslterads
114 &cide de glucose
116 pcide de arabinose
117 Acide d2 celobiose
12! Acido de lactose
22 Acado de maltose
I3 Acido de manltol
I24 Acide de rafinoss
128 Acido de ramnose
136 Acido de saligina

H

R s

E o T T

o+ o4+

4+ 4

e

ER A R

t

unaxoeshed

unexpeched
unexpecbed
unexpected
unexpectad



6, w5 2017

Isolated Matriz Brabus
127 Acido de morbhitod . - -
1253 Acido de sacarose - + unexnpectsd
128 Acido de trealose + ¥ unexpeoted
130 Acsdo de wilows -~ Vo unespenhied
131 Acidse de gazlsctoss + +
132 Acido de riboss - + AL T
135 Acido de frutose + +
13% acido de glunonato W + U@ W e e
138 Acido de panose - + WX e
137 soido de melibinse + +
147 Produsas de indol - -
PEG Hedusso  de nitraho 3 onitrahs A -
1% Digestac de gelstins - -
152 Digestao de caseins - -
153 Amonsa e ARG - -
182 1065 unidades de penicilins + +
B3 60.641% de clorafenionl + +
T84 0.01% de betraciclins + +



vax Swsten, v.oi.U nig

e Grood 14
folha 9 Haw “u'
Lactobacillus Max 'u
L. fermentom
0.989872
H. Test Nane Iacisted Matrix Boatus
1 Tipo puntlforms + - uprenpeshad
A + +
% - -
44 + +
5 i - -
= " -
£ Bords irregular - -
4 Elewvacac! plansa - -
it Elevacao: slsvada + +
11 Pigmentacan - -
1% Cresc supsrficizl! ausenbe + +
1% Oresc superficial: ansl - -
li Cresc superficial: peliculs - -
1% Turbides + +
i by il Forme + +
i granmatar - -
o Flooulanbs - -
iE G + +
29 ras {ooocos) - -
21 %cmaob@cilozﬁ - -
23 wehas + 4
23 as i=mcladas + +
2hk Az ans parss - + e pested
25 Celulas emn betrades ~ -
a8 O g em cadeias - -
7 Lelulss em cachos - -
78 8 1.5%um » 0.5 ~ 1.Dum - -
28 1. T.0wum x 0.5 ~ 1.0 + - wnenpeched
301,00 - 3.0um x 0.3 -~ 0.7um - ~
=11, 0 — Fofem w DLS - 1l lus - -
P - B lam xw 0.7 - O.0uam - -
w5 1.8 ~ &.0am x 6.5 - ¢ 8 - -
44 1.5 ~ B, 0um x 0.6 - 0.9um - -
35 8.0 - . banw x 0.5 - 1.0um ~ -
AR 2.0 - 4.0um o x 0,5 - 1.0um - + wnexpms hed
57 3. - 5, 0um % 0.5 - 1.0um - -
A G0 - Bl.0um w 0.6 - 0.5um - -
a5 2.0 - Fubum = 0.8 - 1.0um ~ -
40 9.0 - 9.0um x 0.5 - 0.0um -~ -
LY 2.0 ~10.0um x 0.5 - 1.6um - -
A7 3.0 o~ 4. fum x 0.5 - 1w - -
47 B0 - S.0gm ox 0.5 - 1.0 - -
G 3.0 ~ 8. 0um x 1.0 - 1.2um - -
4% 3.0 - B0 x 0.5 — 1.0um - -
45 3.0 ~15.0um x 0.6 -~ 0.8cnm - -
47 4.0 - S.0am x 0.5 - 1.0zm - -
58 4.0 -~ Bofem x 0.5 - 1.0um - -
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45
50
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A
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&
55
Sek

&4
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T

Tad 30 b
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11
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3

a7

a8

e
104¢
101
e
1H4
145
10%
167
108
145
114
IE
117
121
122
123
124
125
128

e
&G = TFoiigan w 0.5 -~ 1 Dan
S0 o~ SlGuam ox 0.5 ~ 1. 0am

Extremidades arredorddadas
Extramidades truncadas
Lados paralelos
Lados dilatados
Mobilidads

Eeacao de Gram,
Eanoros

Esporo: esferico
SPHorel oval

Spora) bermingl
spore, asub-berminal
sporo. central
porangio pnbumessl
Esporanzlo nas intases
Crescimente (o
Crescimento &40
Dreacimenbo 10¢
Crescimento 15C
Crescimento 300
Crescimento 350
Cresscimento 450
Lresclmnento SO
mHt

i b2y [ opey e}

ik

AR VUV I T I TR

al

i

[

[t}

Fow)

Crascimsnto g o
Crescimente a pH
Crescinsribo 8 pH
Crescimento 2 oH §,
Cresciments em anaerobioss
Litmus Milk: rescac acids

b3 B 1 S e
i

]

Litmus Milk: reacsc alcalina
Litmus Milk: reducac bornasnl

Litmus Milk: proteclise
Litmus Mill: inalterado

TEI: FLacido/superf. alcalins

TSI Fuacido/superf. acida

e

ve s

producas de HES
Catalass

Oxidase

Hugh-Lei fson: oxidative
Hugh-Lel fson: fermentabive
Hugh—Leifson: inzlberado
Soide de glucoss

Acide de arabinose

&oido de cslobioss
Acide de lactoss

poido de naltose

&oide de maniscol

&oido de rafinoss

Aoido de ramnose

Anide de salicina

Foalcalino/B. alcalina

R S
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1

B oA R
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Stmtie

el

]

uexpscted

[Bigtodercluvisiv}

unexpechad

unexpacted
unexpec e
vnexpechead
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Husten, v, .0 210

Bapes Tzolabed Matrix Bratus

127 Aoadn de sorbitol - -

128 Acido de sacarose + +

129 Acido de trealoss + W unexpeched
130 Acign de wilose - W LS o e
131 Acido de galactose + +

132 Acido de ribose + +

I35 Acido de frutoss + +

135 Acido de glucongho W + unexpeshed
136 Acido Jde mEnose - + U e s e
157 soide de melibicse + +

163 Produsso de indol -

150 Hed de nitrabo a nitriiho + -

153 che L Ing ~ -

Rl de= o i - -

153 amones ds AR ¥ - e pes bad
182 1000 unidades de penlciling + +

183 £.01% de olorafeniocol + +

164 6.91% de tebracioling - + unexpectad



Tropical Inta Base

Probability Matriy Bvsbhen, v, 1

Feoord Num o 1B

Heoord Nams:
Matriwx Name,

folhs 10
Lactobacillus

Besult ¢ L ferpesbum
1d Boore N RS L 1% Dt

N, Test Home

P Tipo puntiforae

Z Tipo ciroular

3 Tipo irregular

4 Buperficie liga

5 Buperficie rugnzsa

£ Bords perfeitbas

T Bords serrilheds

B Bords irregular

4 Risvacao! plans

i Elevacac: slevads

1] Pigmentacao

18 Creso supsrficizl! auzente

L S Y e
WU ] I LR B L B3 e

i

B Esd faF e TaF T faF (a3 RO
[ 20 5 I LI L T OO T SR i (/

Rl o IR
3ot 303§

b

E

&5
48
47
45

armel

A
i

Cresc supsrficisl:
igl; peliculs

Cresc superf{ic]

wurrh Fornes

3 m
Deposi
Ezfaras {cooos)
Ovaiz |

cocobaciioy )
Bastonebss
Celulas isoladasz

- Celulas aos pares

Delulas am hoebrades
Celulasz en cadeias
Celulas em cachos

6.9 ~ 1.5y x 0.5 - 1.5um
1.0 -~ 2,0um x 0.2 - 1.0um
1.0 - 3. 0um o w 0.5 ~ 0.7um
1.0 - B.0am » 0.8 - 1.lum
1.6 — B.0um = 5.7 - 0.3y
1.5 — 4, 0um x 0.5 - 0.Bum
1.5 - B, 0um x 0.6 ~ 0.%um
.0~ 0w ow D5 -~ 1.0um
.0 o~ 4, 0uam oxw B9 -~ 1.0um
2.0 = 5.0 x 0.5 - 1,0un
E.0 - G.bam w 0.8 - 0.5um
2.0 - 7.0um x 3.8 - 1.0um
2.0 - 8. 0um » 0.5 - 0,36m
2.0 ~10.048n x &.8 - §.8un
2.0 - 4.0 w 0.5 ~ 1.0um
3.0 ~ S5.0am x 0.3 - 1, Gum
3.0 - B.0um x 1.0 - 1.Z2um
2.0 - B.0am x 0.5 ~ 1.0um
3.0 ~15.0sm x 0.8 - 0.8sm
.0 - S fam x 0.5 - 1, Oum
L O~ B0y x 0.5 - 1.0um

.

e

Goopd Id Boore
Max 'u!
Max 'u' per test

lzolated Matrix Shabus

Lo+ 4+

1

deodow 1

+ + o+ i

wnexpested

NS X hed

2y yefestrain:

=

21

@ @
150

1

[}



8., Tesn Nams Isolated Matriy Status
4% 4.0 - TPo0um w 0.5 - 1.lum - -
S 5.0 - B.0um o w 0.5 - 1. 0unm - -
=1 Ewtresmidades arredondadas + +
%4 Extremidades truncadas - -
Lados parslelos + +
Ladgos di1latados - -
Mot lidade - -
Reacae de Sram + +

saferico - -
ova - -

terrm il -

ol subr-termingl - -
fii Eoporo: centrsl - -
55 Eeporangio intumescida - -
fF Esporangic nac intumesoldo - -

H Drescimenho &
71 Drescimento a
a

7 Cresoimento - -
73 Cresclnentoe s + - unepeshed
rasclnants a 4 +
+ -
pmeErnhi - + LTS
v imerrhs @ - -
sac Lpenho & - -
Cresciments & - -
Cressinsnto a + ¥
& Crezcimentc & + +
B0 Dresciments & + +
8% Crescimento a pH 6.0 + +
3% Orescimenbo en anasproblose + +
95 Litmus Milk: reacac acida + +
Of Litmas Milk: reacszo slecalina - -
a7 Litmus Milk: reducac tornasol - -
oR Litmus Milk: proteclise - -
o3 Litmus Milk: inalterado - -
106 TET: F.acidolsuper?. alecalins - -
101 TEIr Foscidodsupsrf. acida + +
10T TAT: F.alealino/8. alealin:a - -
i04 TEI: producaon de HZD ~ -
10% Caktalass - -
106 OGuidase - -
167 Bugh-Leifason: oxidativoe - -
168 Hugh-Leifson: fermentablvoe + +
168 Hugh-Leifson: inalterade - -
114 Acide de glucose + +
116 Acido de arabinoss - W e s hed
117 Acido de celobicose - v uriexpeched
121 scide de lacbose + +
122 Acido de malbose + +*
135 Arido de manitol - -
124 acido de rafinoss -~ + ursrpacted

195 Agido de ramnose - -
126 Anido de salicina - -
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1253
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Sridn de sorbitol
Ao ido de sacaroses
Ezsdn de frealose
Acido de wiloss
Acide de galantose
Acido de ribose
doido de frutoss
Acido de glusonato
Acide de nanose
Acido de nelibioss
Froducan de indol
Resucac  de

