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RESUNO

Amostras de caldo de c¢ana clarificado, pasteurizado e
pré-resfrtiado foram coletadas na entrada e safda de uma torre de
resfriamento (Modelo PV/INS 155 - Alpina 5/A Ind.e Comércio) da
Usina MODELQO de Piracicaba - SP, no final da gafrs de cana de
1985,

Contagens de aerdbios em placas evidenciaram uma signifi-
cativa variac¥o no nimero de contaminantes do caldo durante a
passagem pela torre, com elevacles médias de 33 vezes nas conta-
gens em PCA e 1B vezes nas contagens em MRS, acompanhadas de um
decrdgcimo nos valores de pH dasz amostras (média de. 0,35). Da
popul ag¥o de contaminantes foram selecionadas 217 colbnias, ca-
racterizadas utilizando-se o método de replicagdo em placas e
tubos.

A microbiota do caldo mostrou-se predominantemente bacte-
riana (88%) e Gram positiva (87%), sendo Lactobacillius ¢ conta-
minante mais frequente (38%), seguido de cepas pertencentes 3
famflia Micrococcaceae (23%), aos géneros Leuconostoc 12%) e Ba-
cilius (3%} e 2 familia Enterobacteriaceae {(1%}.

As cepas de Lactobacillus foram classificadas como L.
férmentum {33%), L.confusus (18%), L.viridescens (11%) e L.plan-
tarum (2%). As demais ficaram com a3 identidade proviavel entre
L.fermentum/L.reuteri (15%), L.brevis/L.buchneri (4%}, L.fermen-
tum/L.reuteri/L.brevis/L.buchneri (7%} e 10¥ n%o foram identifi-

cadas.



Ae cepas de Leuconostoc foram classificadas como L., me-
senteroides subsp.mesenteroides (50X), L.paramesenteroides (27%)

e L.mesenteroides subsp.dextranicum (23%).
Foi observado que a passagem do caldo pela torre de res-

friamento provocou uma elevagZo significativa no nuimero de ce-

pas de Leuconostoc nas amostras (46%).



SUMMARY

Samples of clarified, pasteurized and pre-cocoied sugar
cane Jjuice were colliected at the entry and outlet of a cooling
t.ower {(Model PV/INS 155 - Alpina S5/3A Ind.e Comércio) at the HO-
DELO Sug#r Mill, Piracicaba - 5P, during the end of'sugar season
of 13985,

Aerobic plate counts showed a significant wvariation in
the number of contaminants in the cane juice after {ts passage
through the cooling tower, with an average increase of 33 time=s
in PCA and 18 times in KRS counts. The pH of samples decreased
0,35 with ﬁhe in&rease of contaminants. Co}onies (217) of the
contaminating population were selected and characterized using
the replica-plating method.

I£ wag found that the microbial population was predomi*
nantely bacterial (8B%) and Gram positive (87%). Lactobacillug
spp were the major contaminant (38%) followed by strains of the
¥icrococcaceae family (23%), Leuconostoc spp (12%), Bacillus spp
(3% and straing of the Entercbacteriaceae fam}ly (1%,

The Lactobacillus strains were classified as L.fermentum
(33%), L.confusus (18B%), L.viridescens (11¥%) and L.plantarum
(2%). The remaining strains were tentatively clasgpified asm L.
fermentum/L.reuteri (15%), L.brevis/L.buchner! (4%}, L.fermen-
tum/L.reuteri/L.brevis/L.buchnert (7%} and 10% could not be

identified.



The Lesuconostoc stiraing were identified as L .mesenteroi-
des subsp.mesenteroides (50%), L.paramesentercides (27%) and L.
mesentervides subsp.dextranicum (23%).

.It was found that +the passage of the cane juice through

the cooling tower caused an increase in the number of Leuconos-

toc straing (46%),
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INTRODUCXO

A produc¢Bo de dlcocl no Brasil experimentou, nogs dltimos
dez anos, um excepclonal egtimulo, devido 2 sua utilizag@o como
combustryel alternative. Conforme se verifica em publicagBes da
CDPERSUGAR, gomente nas Usinas Cooperadas o volume de produglo
crezsceu de 0,37 bilhbes de litros, na safra de 76777, para 2,53
bilhSes de litros, na safra de B2/83, representande um incremen-—
to percentual de &350%.

Segundo FiNGUERUT et al.{1983}, esse extraordinirio cres-
cimento deveu-pge principalmente aocs investimentom em ampliag¢Bo
no porte das usinag Instaladas, sem alteracBes siénificativas na
tecnologia utilizada para a produgio,.

0 processo de fermenta¢io alcodlica usado nz maioria gas
doegtilarias brasileiras é o método de Melle - Boinot, bageado na
alimentaclo semi-continua de uma serie de reatores cllindricos
aos quais se acrescents um indculo de leveduras proveniente de
um ciclo anterior. Durante e apds a allmentacglo, os aglicares do
mogpto 830 convertideos em diccool, didxide de carbono = outros
subprodutos, até que a fermentacdo seja completada. 0O mosto fer-
mentado passa a5 separadoras centri{fugas, a fase leve (vinhol,
rica em #dlcool, seguindo para a destilag3o e a fase pesada,
(leitel, rica em leveduras, sendo tratada e retornande ap ciclo
anterior.

No preparo do mosto entram caldos com diferentes pontos

de pré-tratamento, misturados a melago e dgua. 0 caldo & normal-



mente clarificado, pasteurizado e, em seguida, resfriado.

Um esquema simplificado do processo de produclo de slcool
pode ser visto na FIGURA 1.

Hag Usinas Cooperadas da COPERSUCAR observou-se, até
1879, uma expressiva elevag3o no teor alcodlico dos vinhqs, de-
monstrando que houve um aperfeigoamento tecnoldgico na qualidade
& contrala da fermentac¢3o (FINGUERUT et.al.,l983). A partir dar,
entretanto, embora o volume de dlcool produzideo tenha crescido
continuamente, o rendimento da fermentaco propriamente dita
passou a apresentar uma nftida tendéncia para a estabilizag¢¥o,
fato que, segundo oz megmos autores, poderia significar a exis-
téncia de uma barreira tecnolégica a ser superada.

Com base em tais dados; ¢ vdlido supor que, mem continuar
aumentande indefinidamente a capacidade volumétrica (nsztalada,
qualquer futuro ganho em produtividade 8d serd possfvel a partir
de amplos investimentos no desenvolvimento da tecnologia.

Para tanto, far-se-4 necessdria a participag¥o da comuni-
dade éientffica, em diferentesg campos de pesquisa e conhecimen-
to, para reavaliar e aperfeigoar oz diversog pontoz chave do
processamento, dentre or quais podem ser destacados: a qualidade
e estabilidade da matéria prima; a selec¥o de cepas mais produ-
tivas e resistentes as alteracBes ambientais: o melhor balancea-
mento nutricional do mosto para atender as exigéncias de nitro-
génio, fdésforo, macro e micronutrientes das leveduras; o contro-
le.cinético da fermentagfo (vazBo, concentraglo do mosto, con-—
centrac¢do do vinho em fermentaglo) e o rigorosoe controle micro-

bioldgico do processamento, com a sistemdtica elimina¢3o de con-
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taminantes bacterianos, o gque representard a necessidade de me-
thor pré-tratamento do caldo e de projeteos para melhorar a qua-
lidade sanitiria de equipamentos e tubulacgles.

Deve-se ressaltar que muitos desses pontos jéd est3o sendo
objeto da cuidadosa atencie das usinas e centros de pesquiga e
que muitas destilarias aproveitaram-se das mals recentes amplia-
cBes da‘capaeidade ingtalada para introduzir, conjuntamente, al-
guns mecanismog de aperfeicoamento e controle tecnoldgico.

Ha #drea de controle microbicldgico do proceszamento, di-
vergos estudos vém sendo degenveolvidos pelo Departamento de Mi-
crobiologia da Faculdade de Engenharia de Allmentos da UNICANP,
pelo Departamento de'Hicrobiolcgia da Fundag3o Tropical de Pes-
quisa e Tecnologia André Tosellco & pelo Centro de Tecnologia CO~
PERSUCAR, objetivando a criac3o de uma metodologia =mistematiza-
da, prdtica e eficlente, para o rigoroso controle microbioldgtco
do processo de produgdo de aguicar o dlcool nas usinas brasilei-
rag.

A preocupa¢do com a contaminag¢¥o bacteriana nos processos
de fermentac8o alcodlica ndo é recente, como demonstram og  ing-
" mereog relatos sobre o asspunto que acumulam-éa na literatura. O=
problemas com os contaminantes bacterianos ndo &6 sd0 antigos
como também persistentes - t8m acompanhado sistematicamente o
processo de produg3o de dlcool, obrigando aandestilarias a con-

o

tinua adoglo de medidas preventivas gus o  senpre necessarias
mas nem gempre eficientes. As bactéris- » rticipam ativamente da
deterioracg®e da cana colhida, reduzindo o tempo de estocagemyi-

introduzem no processo produtos de metabolismo indesejiveis que



tanto dificultam as etapas anteriores 3 fermenta¢fo como também
causam alteracles ambientails desfavordveis as leveduras durante
a fermentac¥o; provocam a floculag3o e perda do fermento; conso-
mem a sacarose inicialmente presente na cana, bem como. og nu-
trientes do mosto destinados 3s leveduras, além de cutras indme-
ros problemas que, em todos os casos, revertem em perdas no ren-
dimento‘aléoéiico da fermentagfo.

Az virias etapas que complem o processo de produgio de
dlcool tém sido, em malor ou menor extensdo, objeto de egtudos
microbioldgicos constantes, destacando~se a deterioragfo da ma-
téria prima, o desenvolvimento de Qoma. a qualidade do caldo em
diferentes pontos de pré-tratamento e o tratamento do fermento.
Diversas etapas certamente ainda exigem estudos mais rigorosos e
detalhados, n¥o tendo recekido, até o momento, a aten¢¥o que sua
import8ncia para o precesso cobrigatdriamente requer. Dentre elas
podemos ressaltar o resfriamento do caldo, que compfe a dltima
etapa do processamento que antecede & fermenta¢3o prdépriamente
dita. Qualquer variacg®o quantitativa ou gualitativa da microbio-
ta nesse estdgio inevitavelmente refletir-se~-d4 na fermentagio
imediatamente posterior,

0 resfriamento.do caldo pode ser feito em torres de res-
friamento ou em trocadores de calor. No passado, a maioria das
uginas utllizavam—ze unicameﬁte daz torres para o resfriamento
do caldo pasteurizado. Com a elevagBo da produg3o, os problemas
de eficiéncia e de infecgles aumentaram paralelamente, levando 2
Ffua gradativa substitui¢¥o por trocadores de calor. Atualmente,

com a produgfo crescendo continuamente, também os trocadores de



calor comegam 2 apresentar préblemas de eficiénecia na troca de
calor e dificulidades na limpeza e desinfecg¥o, exigindo amplia-
¢Oes na capacidade instalada, para atender a demanda.

Do ponto de vista de intalagBes industrialis, um retorno a
utilizacHo das torres, em conjunto com oz trocadores de calor Jé
instaladosf em lugar da instalaclo de novos‘tpocadares de calor,
poderia‘representar uma gignificativa economia de recurscs para
ag destilarias; as tofres apresentam baixo consumc de energisa;
nﬁo.requerem instalacBes suplementares, como circufto de dgua de
resfriamento, bombas secundirias & outros implementors necesgi-
rios & instalacdo de trocadores de calor; limitam a manutencgdo e
facilitam as lavagens espacadas; s¥o altamente durdveis e resis-
tentes & corrosioc.

A possibilidade de utilizaglo das torres, entretanto, es-
t4 subordinada a solug¢¥o de um sério problema - o problema da
recontaminac#o do caldo durante o resfriamento. Ho resfriamento
em torres, © caldo estd muito mais susceptivel & recontaminacBes
pois trata-se de um processo n3o agsdplico.

Assim sendo, & imprescindivel o desenveolvimento . .de proje-
tos eficiehtes de ganificac¢lo para solucionar o8 problemzs de
infecgles, o que exige um maior acumule de dados sobre os conta-
minanters do ca2ldo durante z etapa de resfriamento em torres, in-
formactes qﬁe 540 raramente encontradas na literatura.

0 objetivo do presente trébalho & efetuar um levantamento
da variagio guantitativa & gualitativa da microbiota do caldo de

cana durante o regfriamento em torres de resfriamento,



0 trabalho estd engajado em um conjunto de estudos desen-
volvidos pelo Departamento de Microbiclogia da Faculdade de En-
genharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas, ob-
Jetivando o atendimento as necessidades da inddstria de Acidcar e
Kicool do Erésil, estando também engajado num projeto mgior, <
de servir 4 comunidade, principio que sempre norteou a existén-

cla & a peaquisa na UNICAMP.



REVISXO DA LITERATURA

A fermentag¥o alcodlica, desde os primdrdios de sua uti-
lizag¥o para a produc¥o de dlcool, tem sido acompanhada ge con-
taminanpas indesejévels o deletérios, responsdvelis por problemas
que peréistem ate os nossos dias.

Uz relatos sobre contamina¢Bes nos processgos de fermenta-
¢¥3o alcodlica remontam ao final do século passado e infcio desse
seculo, com o trabalhos de PASTEUR (1873) sobre a participac®o
das bactérias nas chamadas "doengas do vinho” e de GICHARD

(1896) e MORVOISON (1910}, sobre as contaminacBes acidentais du-
rante a fermentacHo alc&dlica.

A producdo de dlcool a partir de cana de agdcar & suscep-
tivel de frequentes e persistentes problemas com contaminantes
peis a matéria prima carrega, para dentro da indidstria de acucar
e dlcool, uma grande guantidade de microrganismos que tanto po-
dem fazer parte de sua flora epifitica como estar presente na
terra aderida aos colmos, rafzes e folhas. Canas sauddveis podem
conter 30‘ a 108 bactériés/g e 101 a 103 fungos/g (MAYEUX, 1360;
DUNCAN and COLMER, 1964).

{}z microrganismos maiszs comumente encontrados no caule da
cana s¥o bactérias dos genéros Flavobacterium, Xanthomonas,
Pgeudomonas, Enterobacter, Erwinia, Lactobacillus, Leuconostoc,
Bacillus ¢ Corynebacterium (SHEHATA,1960; TILBURY,1870), além de

leveduras como Torulopsis e Candida (TILBURY,1967), Saccharomy=

ceg, Torula e Pichia (BEVAN and BOND,1371}.



£ interessante notar que o processo de queimar a cana,
uma pratica bastante comum que eleva a temperatura do caule a
39 - B52C, parece n3o destruir muitas bactérias asporogéneas
termossensivels, presentes minutos apds a gqueimada. £ o caso de
Leuconostoc, encontrado com igual fregudncia antes ou dgpois da
queimadg (BEVAN and BOND,1971).

A bicdeterioracdoc da cana colhida pode elevar significa~
tivamente a populacHo microbiana presente. TILBURY(1968) verifi-
cou que lactobacilos, leveduras e bactérias acidéfilas apresen-
tam uma relag¥o direta entre a contagem e o tempo de estocagen
da cana. As bactérias maig ativas na deterioragHo, segundo o©
mesmc autor, s3Ho lactob;cilos, predominantemente L.plantarum e
L~¢as§i, como também Leuconostoc mesenteroides. BRUIJN(I966D)
verificou que og principais produtos desenvolvidos por microrga-
nismos que tornam a cana menos apropriada para o processamento
sdc adcidoz e polissacarideos do tipo dextrano.

No caldo extrafdo da cana os microrganismos presentes po-
dem ser originados n¥%o 86 da cana como também de focos de conta-
minag¥o nas moendas, esteiras e outros equipamentos. O numero e
tipos dependem de como o processo é conduzido, bem como ﬂas con-
di¢Bes peculiares de cada etapa, que podem selecionar o desen-
volvimento de certos grupos em particular.

Hoe caldo misto (mistura de caldos de diversas moen&as} a
contagem de bactérias & da ordem de 10° a id?/ml, quando 2 cana
€ sadia. Canas doentes ou armazenadas por longos perfodos de
tempo originam c¢aldos gue podem apresentar contagens maiores;

por volta de 10° bactérias/ml (SILLIKER et al.,1980).



As bactérias mais comumente encontradas no caldo misto
sdo Actinomyces, Bacilluz, Enterobacter, Escherichia, Erwinia,
Flavobacterium, Leuconostoc, Lactobacillus, Micrococcus, Serra-
tia e Streptomyces (PEDERSON,1938; PEDERSON and HUCKER, 1946;
MacMASTER and RAVNO,1975). | |

Apesar de mer um meio propfcio para ¢ crescimento micro-
biano, ﬁem todos os microrganismos competem bem para crescer no
caldo de cana. O caldo misto, que tem Brix variando de 10 a 18,
temperatura entre 25 e 302C e pH entre 5,0 & 5,6, parece favore-
cer bactérias aclddfilaz come Lactobacillus e Laﬁconostoc (BEVAK
and BOND,1971; SHARPE et al.,1972; TILBURY,1975). Az bactérias
ldaticas e particularmente Leuconostoc mesentercides s¥c as mais
bem adaptadas (PEDERSON and HUCKER,1946; MacCLESKEY et al.,
19471,

A clarificag®o e 0 tratamento térmico do caldo auxiliam
na eliminac¥o de células vegetativas, embora formas termodiricas
selecionadas e adaptadas ao ambliente severo das destilarias pos-
sam sobreviver, como & o caso de Lactobacillus (BRYAN-JONES,
19753 . Esporulados dos géneros Bacillius (BEVAK and BOND,197!) e
Clostridium (CLAREKE et al., 139807, igualﬁente podem sobreviver aom
processos térmicos utilizados.

A preocupac¥c com oz contaminanies nos processos fermen-
tativeos estd ligada a diversos transtorﬁos gue tais microrganis-
mog podem provocar,

Um dos problemas mais frequentes no processo de producdo
de dlcool de cana é a formac¥o de goma. A presenca de goma eleva

a viscosidade do caldo, provocando entupimentos nas tubulacBes,

10



centrifugas e peneiras, além de dificultar diversas outras eta-
pas do processamento (EGAN,1965; FOSTER, 1969; TILBURY,1975). Di-
versog mlcrorganismos.produtores de goma tém sido isolados do
caldo de cana - Entercobacter aerogenes e Enterobacter cloacae
(DUNCAN and COLMER,1964), Bacillus produtores de levano e parti-
cuiarmeate Leuconostoc mesenteroides (FAVILLE,1947; EGAN and
REHBIH,iBB?; EGAH,IBSQ/BB} que produz dextrano (BRUIJH, 1966b).

Outro problema frequente na fermenta¢¥o alcodlica & a
floculag¥o do fermento - formag3o de flocos compostos de cslulas
de leveduras e bactérias. SERRA et al.(1979) detectaram wviarias
egpécies de Bacillus agpociadas & floculag¥o, bem como uma cepa
resistente ao tratamento dcido utilizado no preparo do pé de cu-
ba, identificada como Sporolactobacillus.

Az fermentacles acidantais, paralelas 8 feormentaclc aji-~
co¢lica, também podem provocar transtornos no processamento.
AMORIM et al.(1981) relatam perdas substanciais no rendimento
alcedlico como conmequéncia desse tipo de problema. As bactérias
comumeﬁte associadas com fermenta¢Bes acidentais s¥o Acetobacter
- fermentag¢¥o acética (GALLI,1961), Lactobacillius e Leuconostoc
- fermentagdo latica, Clostridium -~ fermentag¥eo butirica, Bacil-
Ius ¢ Entercbacter (AMORIM e OLIVEIRA, 1882).

Na tentativa de controle de infeccles naifermentacﬁo al-
codlica, diversas prét{cas envolvendo o uso de agentes antimi-
crobianos v8m sendo adotadas. A éplicacﬁo de 4cido sulfyrico &
uma prdatica comum. A penicilina V dcida é comumente empregada no
controle de cocos e micrococos (AMORIM e DLIVEIRA,1982). Dutros

compostos testados e comumente recomendados s¥%o o pentaclorofe-

il



nol (GA1,1945; BARRETO, 1349; ALMEIDA e LIMA,18953), associagles
de penicilina e cloranfenicol (AQUARONE et al.,13968) e penicili-

na G potdssicashexaclorofeno/cloranfenicol asgociados (SATO et

al.,1980).

Os contaminantes freguentemente encontrados em associa-

¢H0 com a preoduclo de dlcool podem ser reunidos em 4 grupos:

1. Cocos Gram Positivos.
2, Bastonetes Gram Positivos nHo esporulados.
3. Bastonetes Oram Positives esporulados,

4., Bastonetez Gram Negativos.

1. Cocon Gram Positivos

De acordo com SCHLEIFER(198&6), os cocos Gram pogitivos
incluem 15 géneros filogendtica e fenotipicamente Dbagstante di-
versos, Com apenas umas poucas caracterfsticas morfoldgicas (co-
cos Gram positivos) e fisioldgicas (quimiorganotrdéficos, mesdfi-
ios, n¥3o esporulados) em comum,

& presenca ou ausbncia de catalase e citocromos separa os
cocos Gram positivos em dols grupos: De um lade as famflias Mi-~
croco&caceae (Staphylococcus, Stomatococcus, Nicrococcus ¢ Pla-
nococcus) e Deinococcaceae (Deinococcus) gque possuem catalase
e/ou cliocromos. Por outro lado os demais, gque carecem desses

componentes ou @xibem apenas uma fraca atividade de catalase,

sem apresentar citocromos.
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0Os cocos catalase negativos podem ser subdivididos en
dois grupos: |

Um grupo que consiste dos organismos anaerdbios faculta-
tivos ou microasrdfilos dos géneros Streptococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Aerococcus e Gemella.

Um grupo que consiste dos organismos estritamente anaerd-
bios doé géneros Peptococcus, Peptostreptococcus, Ruminococ-
cugs, Coprococcus & Sarcina.

Os cocos Gram positivos frequentemente associados ac pro-
blema de contaminac¢les no processo de produc3o de dlcool s3o as
bactérias pertencentes & faml{lia Micrococcaceae ou aoc género
Leuconostoc.

A famflia Micrococcaceae, de méneira geral, n¥%o forma um
grupo filogendticamente relacionado., Com base nos caracteres fe-
notipicos, entretanto, os géneros apresentam uma série de simi-
laridades Jdteis na identificagio;

As células caracterf{sticamente dividem~sze em mais de unm
plano, resultando na formag3o de cachoes irregulares tipices dos
membros da famfllia.

A produgdo de pigmentos € comum, usualmente carctendides
com diversas coloracgBes: Planococcus pode desenvolver colénias
amarelas ou laranja; Micrococcus produz carctendides, com cores
variando de amarelo a laranja ou vermelho; Staphylococus pode
desenvolver colbnias branco~amaré1adas, amarelas e laranjas.

Os membros da famflia Micrococcaceae s%c quimiorganotré-
ficos, com metabolismo respiratdrioc e/ou fermentative. Dois gé-

nerog, Planococcus & Nicrococcus (exceto WNicrococcus kristinae?
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sdo estritamente aerdbios. Stomatococcus e Staphylococcus (ex-
ceto Staphylococcus saccharolyticus? s83o anaerdbios facultati-
VOE.

Micrococcus oxida compostos de carbono a didxido de car-
bono e dgua - glucose & metabolizada pela via da excse monofos-
fato e ciclo do &cido tricarboxf{lico. 0O ciclo glicolftico g8
funcioné sob condicBes aerdbias.

Seus requerimentos nuiricionaie s¥0 varidvelis, cresce om
5% de NaCll e a temperatura dtima para crescimento estd entre 25
e 372C, Diversa= linhagens podem apresentar amilases e gelatina-
ses, mas n¥o produz lecitinases e hemolisinas.

Tém sido primariamente isolados da pele de mami{feros, in-
cluindo o homem, dé onde podeﬁ atingir diferentes produtos. Seu
habitat secundirio sfo carne e produtos cédrneos, produtes lac-
teos, solo e agua.

Staphylococcus exibe metabolisme respiratdrio e fermenta-
tive mas o crescimento 6 mais ripideo sob aefobiase. Diversos
carboidratos podem ser utilizados com producBo de scido €, pars
muitas linhagens, o principal produto de fermentac®o da glucose
& &cido latico, através da via Embden-Meyerhof, Na presengz de
oxigénio os produtos finais s3c dcido acdtico e didxido de car-
bono. Os requerimentos nutricionais s¥o varidveis e uracil e/ou

um carboidrato fermentescivel podem ser requeridos para crescer

anaerdbiamente. Muitas linhagens crescem na presen¢a de 10% de
HaCl e entre 18 e 402, Diversas produzem proteases, lipases,
deoxirribonucleases (DNages) e lecitinases. Algumas apresentam

coagul ases e hemolisinas.
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Tém sido isoladog de uma variedade de produtos animais
(carne, leite e gqueli jo=s, por exemplo) e de fontes ambientais co-
mo ar, &gua, solo, areia e poeira. Diversas linhagens s%o patd-
genog oportunistas do homem e/0u animais.

Oz cocos catalase negativos anaerdbios faculta@ivus ou
microae;dfilos incluem quatro importantes géneros de bactérias
Iéticas’que podem ser distinguidos com base nos produtos finais
de fermentagio: Streptococcus apresenta fermentagfo homoldtica,
Pediococcus fermenta glucose a dcido ldtico provavelmente pela
via Embden-Meyerhof e Aerococcus (bem como Gemella) produzem
dcido a partir de carboidratos. Caracterfsticamente, nenhum pro-
duz didxido de carbonc a partir de glucoge, o gue os diferencia
de Leuconostoc que fermenta glucosé com produ¢lic de gds carboni-
co,

Segundo GARVIE(1986), os cocos do género Leuconostoc sio
iméveis, n3oc esporulados e ocorrem usualmente aos pares ou ca-
deias. A morfologia da célula pode ser afetada pelas condigBes
de crescimento, tendendo a formas alongadas, bastonetiformes,
guando cresce em meios lfquidos. U c¢rescimento em meic 1lfguido
geralmente apresenta turbldez uniforme com sedimento lisoc no
fundo dos tubos.

0 crescimento de Leuconostoc nunca &€ rapido. Leuconostoc
mesentercides subsp. mesentercides, que tem o menor tempo de ge-
racio, pode crescer em 24 horas.a 3020 mas subspécies como Leu-
conogtoc mesenteroides subsp.cremoris, por exemplo, podem reque-
rer 48 horaz de incubac¥o e preferem 22=2C a 302C, Leuconogtoc

oenog cresce melhor em pH 4,2-4,8 com adi¢Bo de suco de tomate,
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requerendo 5 a 7 dias de incubag3o a 222C. Dessa forma, as cold-
nias de Leuconostoc em meios sdlidos s3Ho pequenas, geralmente
menores que 1 mm em didmetro. 0 crescimento & favorecide por
condicles microaerdfilas, com temperatura détima variande entre
20 e 30=2C,

Q crescimento de Leuconostoc ¢ sempre dependente de um
carboidfata fermentenscivel - todos fermentam glucose &, com ex-
cec¢lo de Leuconostoc mesentercoides subsp.cremoris, todos prefe-
rem frutose. A glucose & fermentada por uma combina¢80o das viar
hexose monofosfato e fosfocetolase, resultande em stanol, 4&cido
ldtico e didxido de carbono (Heterofermentagiol.

Leuconostoc exige meios ricos para crescimento, regueren-
do complexos fatéres de crescimenteo, aminodcidos e vitaminas.
Leite é um meic pobre para Leuconostoc &, embora L.mesenteroides
subsp.mesenteroides normalmente actdifique e coagule o leite, as
cutras linhagens s%0 menos ativas ou inativas em leite. Casefna
n3o & digerida e ainda, ségundo GARVIE(1960), litmus n3o é redu-
zido em litmus milk,

A classificaglo de Leuconostoc & nivel de espécies ba-
seia-se particularmente na capacidade de produzir dextrano a
partir de sacarose e na fermentac8c de carboidratos diversos.

Leuconostoc mesentercides inclue +trés subspdcies, duasm
dextrano formadoras - subsp.mesenteroides e subsp.dextranicum e
a te;aaira, subsp, cremoris, n%orproduz dextrano.

Ar duas linhagens dextranco formadoras s3o estreitamente

relacionadas o diffcels de serem diferenciadas com  bazge en

caracteres fenotipicos. De maneira geral, a subsp.mesenteroides
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¢ mais ativa na producfo de dextrano e o crescimento a 20-25=2(C
pode favorecer a formag3o da goma.

A formac¥o de goma parece oferecer uma certa proteg¢3o as
linhagens produtoras de dextranc pois a subsp.mesenteroides, que
ndo sobrevive a tratamento térmico brande como 30 minutqs a 55=2C
em caldo glucose, pode suportar 8048520 em solugBes de aguicares
viscogas, que contenham goma (GARVIE,1986).

Leuconostoc paramezmentercides, embora n3o produza dex-
irano, & tambeém fenotipicamente muito semelhante 3s linhagens
formadoras de dextrano. De maneira geral, L.paramesenterocides &
mais tolerante a altos teores de NaCl do que as outras linhagens

de Leuconostoc.

2. Bastonetes Gram Positivos n3o Esporulados

De acordo com KANDLER and WEISS(1986), o grupo dos basto-
netes Gram positivos n¥o esporulados inclue sete géneros muito
diferenciados gue L&m apenas umas poucas caracterfgticas morfo-
ldgicas (bastonetes Gram positivos n¥o esporulados) e fisioldgi-
cas (mesofilos, quimiorganoirdficos, s crescem em meios comple-
Xos) em comum.

Metabolicamente, os sete géneros podem ser divididos en
trés grupos:

Um grupo gue consiste de dois géneros - Lactobacillus e
Erysipelothrix - fermentativos, gacarolfticos, microzerdéfilos,
ndo possuen heme-catalase, citocromos ou menaquinonas. Utilizam

oxigénio apenas via oxidases flavinicas ou peroxidases.
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Um grupo que consiste de doils génerps -~ Brochothrix e
Listeria - aerdblos cu anaerdbios facultativos, possuem cofato-
res e enzimas para a respiracic e também s¥o capazes de fermen-
tar agicares sob limitac¥o ou auséncia de oxigenio. Catalase po-
sitivos,

Um grupo que consiste de tré&s géneros - Kurtia, Caryopha-~
non e Reéenibacterium - estritamente aerdbios, n¥o utilizam gluco-
se como fonte de carbono ou energia nem fermentam agudcares a
dcidos orgénicos. Catalase positivos.

s bastonetes Gram positivos n3o esporulados frequente-
mente associados aco processo de fermentacdo alcodlica sHO as
bactérias pertencentes ao grande género Lactobacillus, gque com-
preende cerca de 50 espéclies.

Microaerdfilo, o ¢regcimento de Lactobacillus em super-
ficie de meios sdlidos é pobre, produzindo c¢olbnias pequenas,
com 2 8 5 mm em di@metro. 3%o colbnias circulares, com margens
perfeitas, convexas e raramente pigmentadas (amareladas qguando
ocorre pigmentac¥o). U crescimentc em meio lfquido produz turSi“
dez uniforme e gedimento liso (raramente granular ou mnucdide)d.
Hunca forma pelicula.

Seu metabolismo fermentativo & senpre dependente de um
carboidrato fermentescfvel. Duas vias metabdlicas podem ser uti-
lizadas para fermentagfo de hexoses - as !inhagens homofermenta-
tivas utilizam a via Embden-Meyerhof e as linhagens heterofer-
mentativas utilizam a via do &-fogfogluconato. Um grupo de lac-
tobacilos homofermentativos, tradicionalmente chamado ”Streptq—

bactéria” (ORLA-JEHNSEN,1919), possuem uma fosfocetolase indutf-
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vel cujos indutores s%o pentoses. Esse grupo & capaz de fermen-
tar pentoses por essa via, enquanto as hexoses s%0 metabolizadas
pela via Embden-Neyerhof .

Os lactobacilos s%o muito exigentes nutricionalmente e os
requerimentos para aminodcidos, peptideos, derivados de dcidos
nucleicos, vitaminas, etc. s¥o complexos e caracterfsticos de
cada espécie.

A classificaclo de Lactobacillus a nivel de espécies ba-
seia~ge particularmente no tipo metabdlico (Homo ou Heterofer-—
mentativol), nas temperaturas mdxima e minima de crescimento (45
e 152C) e na fermentagdo de diversos carboidratos.

Com base no tipo metabdlico, lactobacilos podem ser agru-
pados em trés grandes grupos:

Grupo 1. Obrigatoriamente homofermentativos, hexoses s3Ho
fermentadas exclusivamente pela via Embden-Meyerhof, resultando
em scido l&tico. Pentoses e gluconato n3o s3o fermentados.

Grupo 11. Heterofermentativos facultativos, hexoses fer-
mentadas pela via Embden-Meverhof, resultando em #dcido latico.
Sob limitagdo de glucose, para muitas linhagens, pode resultar
em dcido latico, dcido acético, etanol e dcido formico. Peﬁtoses
s¥o fermentadas a acido ldtico e acético via fosfocetolase indu-
tivel.

Grupo 1II. Obrigatoriamente heterofermentativos, hexoses
880 fermentadas a dcido ldtico, dcido acético {(ou etancl) e did-
xido de carbono peia via do &-fosfogluconato. Pentoses fermen-

tadas a acido ldtico e acético.
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A morfologia das células de Lactobacillius ¢ muito varia-
da, desde longos bastonetes retos ou encurvados até cocobacilos
que podem ser t¥o pequenos que chegam a ser confundidos com es-
treptococos ou Leuconostoc (como por exemplo Lactobacillus con-
fususg, originalmente considerado como Leuconostoc). S¥o raramen-—
te méveis. Gr8nulos internos s¥o comuns, formando corpos bipola-
res que provavelmente contém pofifosfatos, observados na colora-
cH¥%0 de Gram ou com azul de metiiéno,

Goma extracelular & produzida eﬁ grande quantidade, a
partir de sacarose, por Lactobacillus confusus e por algumas 1li-
nhagens particulares de espécies heterofermentativas (SHARPE et
al.,1972). Colbnias tipicamente mucdides, entretanto, sHo desen-
volvidas apenas por Lactobacillus confusus (XANDLER and WEISS,
19862 .

Lactobacillus cresce bem em meiog levemente 4dcidos, com
pH inicial entre 4,5 @ 6,5. S53o acidiricos ou aciddfilos e o pH
minimo para inibir o crescimento varia com as espécies e linha—
gens. Geralmente o crescimento € inibido a valores de pH abaixo
de 3,6-4,0.

A maioria dos lactobacilos cresce.melhor a temperaturas
meséfilas, com mé@ximo proximo a 402C. Diversas linhagens, entre-—
tanto, s%o termodiricas e podem apresentar miximo perto dé 552C.
Terméfilos estritos, que cresg¢am apenas acima de 55=2C n%co sd3o
conhecidos.

Crescendo sob anaerobiose ou reducfo de oxigénio, acidu-
ricos éu aciddfilos capazes de reduzir ¢ pH a aproxlmadamentg

4,0, © que inibe o crescimento de praticamente todos os competi-
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dores exceto outras bactériasz laticas e leveduras, o= iactabaei—
los podem habitar diversos ambientes providos dos fatores de
crescimento necessdrios. Tém sido isolados do trato iIntestinal
do homem e animais e de diversos alimentos de origem vegetal e
animal. Na superficie de plantas ocorrem em baixos numeros mas
crescem luxuriosamente em matérta vegetal decomposta, principal-
mente frutas. Lactobacillus fructivorans e Lactobacillus hilgar-
dii (FORNACHON et al.,1949) gHBo tipicos de bebidas alcodlicas
dcidas. Lactobacillus collinoides (CARR aﬁd DAVIES, 1970 & en-
contrados em cidra e outros sucos de frutas.

Leite n3o ﬁontém normaimente lactobacileos, mas pode vir
a per contaminado pela poeira e utensflios. Entretanto, como es—
treptococos crescem rapidameﬁte em leite, o numero de lactobaci-
los permanece geralmente baixo em leite fermentado espontanea-
mente. Somente apds longos periodos de Incubac¢do lactobaclilos
poden #redominar, devido 2 sua alta toler8ncia 2 acldez. A espé-
cie tipicamente encontrada em leite ¢ Lactobacillus helveticus,
uma das espécies mates dcido tolerantes. E utilizado como coalho
na produgico de queijos tipo Sufsso, Grana, Gorgonzola e Parmes3o
(BOTTAZZ] et al.,1373). Atualmente Lactobacillius delbtueckii
subsp.bulgaricus e subsp.lactisg estdo sendo também utilizados
(BIEDE et al.,1976; AUCLAIR and ACCOLAS,1883). Hos queijos com
maiores perfodos de maturag¥o, acima de 14 dias, outras linha-
gens de lactobactilos, como Lactobacillus plantarum e Lactobacil-
lus casei, originarios do leite ou do ambiente, podem atingir
nfveis mals altos (SHARPE,1962; ABO ELNAGA and KANDLER, 13965;

vanKERKEN and KANDLER, 1866). Na fabricag¢¥o de iogurte a linhagem
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utilizads ¢ Lactobacillue delbrueckii subsp.bulgaricus, desen-
volvida para a produgio de leite fermentado (DAVIS,1975).

Em carnes e produtos cérneos, lactobaclilos desempenham um
importante papel na produg3o de embutidos fermentadozs contendo
sacarose. As espécies comumente encontradas s3¥o Lactobacilius
farciminis, Lactobacillus aliwmentarius, Lactobacilius brevis,
Lactobacillus plantarum e Lactobaclillus viridescens, o ltimo
conhecido por provocar esverdeamento em produtos cirneos sob re-
frigerag®%o (NIVEN and EVARS,1857). |

0 trato intestinal abriga muitas espécies de Lactobacil-
lus, sendo Lacteobacillus acidophilus e Lactobacillus fermentum
as mais proeminentes. Lactobaclllus reuyteri € comum nas fezes de

ratos.
3. Bastonetes Oram Poszitivoe Esporulados

De acordo com SNEATH(1986), 25 Dbactérias formadoras de
esporos s%o0, em sua matoria, bastonetes Gram positivos dos géne-
ros Bacillus, Sporolactobacillus, Clostridiue e Desulfotomacu-
lum. Algumas.formas filamentosas ramificadas, morfologicamente
gimilares aos estreptomicetos s%o capazes de produzlr esporos,

como as bactérias pertencentes acs géneros Thermoactinomyces o

Pasteuria.

Dutros microrganismos té&m demonstrado, em estudos nmorfo-
légicos, possuir esporos. Os mais conhecidos s%o Osccillespira,
Sporopirillum (DELAPORTE, 19642) e Fusosporus (DELAPORTE,1S64Db,

1969).
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As relacles taxonBmicaz entre ae bactérias esporul adas
830 ainda Incertas. Evidéncias demonstram que Baclllus e Clos-
tridium pertencem a um ramo maior de procariotos que também po-
de conter géneros como Staphylococcus, Streptococcus, Lactoba-
cillus, Acetobacterium, Sarcina e, provavelmente, os micoplasmas
(STACKEBRANDT and WOESE, 188]1; KAHDLER, 1882). Com baze nos estu-
dos em desenvolvimento, parece emergir um quadro demonstrativo
de que as formas esporuladas perﬁencem a um ramo distinto de
bactérias mas que esse ramo também contem géneros que n¥o formam
esporos. Se a corrente enfase na esporulacio & morfologia da cé-
lula for descontada, a semelhanca entre espécies de BRacillus/
Sporosarcina/Planccoccus ou entre Racillus/Sporolactobacilius/
Lactobacillue € enorme.

A diferenciac¥o entre os bastonetes Gram positivos espo-
rulados é feita com base em alguns poucos caracteres fenotipi-
cos;

Bastonetes aerdbios ou anaerdbios facultativos, catalase
usualmente positivos - Bacillus.

Bastonetes microaerdfilos, catalase negativos - Sporolac-
tobacillus.

Bastonetes anaerdbios gque n3o reduzem sulfato a sulfito -
Clostridiun.

Bastonetes anaerdbios que reduzem sulfato a sulfito - De-
sulfotomaculum.

Os esporulados comumente associados com contaminag@es nos
processos de fermentacg8o alcodlica s3o bactérias pertencentes

aos géneros Bacillug, Sporolactobacillus e Clostridium.

23



Sporolactobacillus foi originariamente designado como um
sub-género dentro do género Lactobacilluz (KITAHARA and SUZUKI,
1963) devide zo seu metabol ismo homofermentativo e reaglo de ca-
talase negativa. Sporolactobacilliue, entretanto, & bem menos
exigente nutricionalmente do que Lactobacillus, além @e apre-
sentar motilidade e produzir esporos. KITAHARA and LAI(1IS67)
elevaram esse grupo ac nivel de génerc e KITAHARA and TOYOTA
{1972} transferiram-ne para a familia Bacillaséaa. QKADA et al,.
(19762 sugeriram que, dada sua similaridade fenotipica tanto com
Bacillus como com Lactobacillus, Sporolactobacillus constituiria
um géneroc intermedidrio entre os outros dois.

Clostridium e Bacillus s¥c fenolfpica e genotipicamente
bastante diferenciados - Clostridium forma um sub-ramo de mi-
crorganismos anaerdbios estritos relacionado com Peptococcus,
Peptostreptococcus e Ruminococcus.

Segundo CLAUS and BERKELEY (1986) os bastonetes do género
Bacillus s%c Gram positivos nos esﬁégica iniciais de crescimen-
to; em estigios mais avancados'a reagdo pode variar chegando a
apresentar-se Gram negativa, As células podem mostrar-se isola-
das ou em cadeiasz.

2 forma dos endosporos de Bacillus {(cilindrico, elipsoi-
dal, oval ou esférico) e mua localiza¢¥o no interior da célula
(central, paracentral, sub£arminai, terminal ou lateral) s8%c ca-

racter{gticas de cada eapédcie,

Cépsulas de polissacarfdeos como dextrano,ievano ou outro
polismacarfdec complexo, podem ser sintetizadas por algumas li-

nhagens, sob diversas condicBes.
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A produ¢3o de pigmentos pode ocorrer, com cores variando
de preto a castanho e vermelho e de amarelo a laranja. Os pig-
mentos n3o s¥Ho produzidos em qualquer meio e essa caracterfstica
pode perder-se fécilmente durante transferéncias seriadas (GOR-
DON et al.,1373).

A aparéncia das colbnias de Bacillus em meios sdlidosg va-
ria grandemente com as condig¢®8es ambientais. 0Os requerimentos
nutriclonais da maioria das 1inhégens 830 pequenos, crescendo

satisfatoriamente em Agar Nutriente.

4. Bastonetes Gram Negativos

As baétérias Gram negativas constituem um grupo de mi-
crorganismos enormemente diferenciados, com mais de 120 géneros
agrupados enm tribos e famflias. Com base na morfologia celular e
requerimento de oxigénio para crescimento, dois grandes grupos
de Gram negativoe destacam-se:

Os Bastonetes Gram negativos estritamente aerdbios.

Os Bastonetes Gram negativos anaerdbios facultativos.

0 grupo de bastonetes Gram negativos anserdbios faculta—
tivos comp@e-se de 3 famflias que podem ser diferenciadas com
base em algumas poucas caracterfsticas fenotfipicas como motili-
dade e reacio de oxidage.

Oxidase negativa, motilidade usualmente positiva por fla-
gelo peritriqueo - Entercbacteriaceae.

Oxidase positiva, motilidade positiva por flagelco polaqf

bastor. .28 gque podem apresentar-se curvos - Vibrionaceae.
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Oxidase positiva, motilidade negativa - Pasteurellaceae.

Os bastonetes Gram negativos normalmente associados 2
produc3o de dlcool s3o as bactérias pertencentes 3 famf{lia Ente-
robacteriaceae.

De acordo com BRENNER (18B4), a famflia Enterobacteria-
ceae € composta por 20 géneros de bactérias Gram negativas que
exibem énorme heterogeneidade em sua ecologia, patogenicidade
potencial e variac3o de hospedeifos. A delimitag¥o taxonbBmica de
seus membros para og membros de outras fémf!ias ¢ completa, sal-
vO algumas raras exce¢lBes. S3o amplamente distribufdos no am-~
khiente, encontrados no solo, dgua, frutas, vegetais, ardos,
plantas, animals, insetos e no homem.

Enterobacteriaceae s%o quimiorganotrdéficos, exibinde me-
tabolismo respiratdrio e fermentative. ZXcido e frequentemente
gés visfvel s3o produzidos a partir da fermentag¥o de glucose e

outros carboidratos. Reag3o de catalase positiva, com raras ex-

cecgles.
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HATERIAL E M£TODOS
1. AMOSTRAGEM

As amostras de caldo de cana utilizadas para o desenvol-
vimentoldo trabalho foram coletadas no final da safra de cana de
acudcar de 1985, na Usina MODELO, de Piracicaba -~ SP.

A amostragem visou as etapas imediatamente anterior e
inedlatamente posterior ao resfriamento em torre - foram coleta-
das, na entrada da torre, b amostras de caldo de cana clarifica-
do e pasteurizado, provenientes do pré-resfriamento em trocado-
rés de calor e, na safda da torre, & amostras de caldo resfria-
do, destinado ao preparo do mosto pafa a fermentacgdo.

Um desenho esquematico da torre de resfriamento da usina
MODEL(O e dos pontos de onde foram recolhidas as amostras encon-
tra-se na FIGURA 2.

Trata—-se de um resfriador de caldo Modeleo PV/INS 155, fa-
bricado pela ALPINA 5/3 Indistria e Comércio, com carca¢a em po-
liester fibra de vidro, nas dimensﬁes 5,31 % 3,01 % 4,90 metros.
0 caldeo proveniente dos trocadores de calor ¢ injetado na torre
através de pulverizadores de bronze, com press3o de 10m CA. O
resfriamento & feito com o suxflio de um ventilador a#ial de fi-
bra de vidro, com 2,15 metros de di8metro # =c perdas por arras-
te s30 minimizadas por eliminadores de gotas.

A lavagem da torre & feita a intervalecs de 14 horas, com

dgua a aproximadamente 3902C, proveniente de uma linha pressuri-
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OBSERVACOES GERAIS

1. W = ENTRADA DE CALDO QUENTE

2. X = SAIDA DE CALDO FRIO

3, Y = ENTRADA DE AGUA DE LAVAGEM

Yy, 7 = DRENAGEM 8 = 11/2"
5. T = CONEXAO DE TRANSBORDO & 2"
6. PoSTIGO DE INSPECAD

FIGURA 2. DESENHO ESQUEMATICO DA TORRE DE RESFRIAMENTO DA Usina MODELO.
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zada de #gua quente que circula na torre por comando de vilwvu-
lag. ApSs a limpeza, a dgua & drenada e o fluxo de caldo reini-
ciado. A amostragem foi feita em dois momentos de funcionamento
da torre - 15 minutos apds o reinfclio do fluxo de caldo {(amos-
tras de tempo zero) e 60 minutos depols das amostras de tempo
zero {(amostras de tempo 650).

As andlises a que foram submetidas as amostras coletadas,
bem como as técnicas utilizadas para o isolamente, purificac3o,
preservaci@o e caracterizac3o inicial das cepas isoladas, encon-
tram-se esquematizadas na FIGURA 3.

Apés a coleta, fol determinada a temperatura das amostras
que, acondicionadas em frascos estéreis, foram imediatamente
transportadas para o laboraldrio, em recipientes de Iisopor com
gelo picado.

No laboratdrico, foi assépticamente separada uma alfquota
de cada amostra para determinag¥c do pH, passando-se entdo aos

procedimentos para enumeracfo da microbiota presente.

2. ENUNERACXOQ

As amostraz foram gsubmetidas a diluicBes seriadas e as
dilui¢Bes 10° - 1569 1 foram plaqueadas em profundidade, para
enumeragdo pelo méicdo de contagem em placas descrito por 8SPECK
(139783,

Para contagem total de aerdbios feoi usade PCA (Plate
Count Agar - BBL 11638), segundo recomenda¢¥o de SPECK (1978).-

Adicionalmente, como esperava-se uma significativa incidéncia
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FIGERA 3. Es*a:eia da trabalhe deseavolvide para o tratasento das amosbras e caracterizacio preliminar das cepas isoladas.



de bactérias laticas no calde pasteurizado, particularmente 1ac-
‘tobacilos termodiricos, o meio n¥o seletivo MRS Agar (de Man,
Rogosa and Sharpe — MRS Bouillon - MERCK 10661) foi utilizado
para contagem de bactérias léticaé, conforme indicacBo de SPECK
(19783.

As placas, em duplicata, foram incubadas a 302C e as co-

16nias foram contadas apde 48 horas de incubag3o.

3. CARACTERIZACXO DA MICROBIOTA

Izolamento - Com palitos estéreis, colénias das diversas
placas de contagem foram assépticamente transferidas para caldo
de composigdo (déntica ao meio de origem. As colf&nias foram se-
lecionadas de forma a compor uma amostragem estatisticamente re-
presentativa da microbiota contaminante do calde nas amostras
examinadas — para cada amostra plaqueada, foram tomadas todas asz
coldnias desenvolvidas nas placas de maior diluig3o, tanto de
PCA como de MRS. No caso de um numero excessivo de colBnias, as
placas foram divididas em doié ou quatro campos e tomadas todas
as colbniasg de um mesmo campo.

As culturas foram incubadas a 302C por 24-48 horas.

Purificagc®o — As culturas em caldo foram reinoculadas em

agar de composig¢¥o idéntica ac meio de origem, pelo método de
estrias de esgotamento. A incubag¥o fol feita a 302C por 24-48

horas e colbniag isoladas foram transferidas para caldo ¥RS.
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Manutenc¥o das culturasz puras _ Az culturas em fase esta-
clondria de crescimento foram inoculadas em Litmus HMilk (DIFCO
0107} e congeladas para posterior liofilizaclo. Durante os meses
de trabalho no laboratédrio, para curtos perfodos de preservaglo,
as cepas foram inoculadas em MRS Agar, incubadaé até crescimento

vigivel e estocadas a 42C por 15 dias.

Caracterizaclo preliminar das cepas iscladas _ Foli feita
com base nos resultados da verificag¥c das caracterfsiicas de
crescimento em meios lfquidos € sdélidos, bem como na detérmina-
¢%o da morfologia, arranjo, Gram e motilidade.

Na verificacg¥o do crescimento em meio l{guido (MRS) foram
observadas as.seguintes caracter{sticag, de acordeo com descricio
de PELCZAR JR.(1957); tipo de sedimento formado (liso, mucdide,
floculento?, turvacio ou auséncia de turvaglo do meio & desen-
volvimento ou n3o desenvolvimento de pelicula superficial e suas
caracteristicas, quando presente (lisa, mucdide, rugosal,.

Ha wverificac8o do crescimento em meios s&lidos (PCA ou
HRS) foram observadas as seguintes caracterf{sticas das colfnias,
de acordo com descric¢3o de PELCZAR JR.(19537): forma (puntifornme,
circular, fiiameﬁtosa, irregular}, elevacdo (plana,‘ elevada,
convexa, pulvinada, umbunada), margem (perfeita, ondulada, ri-
zdide), difmetro (com 24, 48 e 72 horas de incubag¥o) e pigmen-
tacio.

As caracterfsticas de morfolegia e arranjo das c¢dlulas,
hem como a motilidade, foram verificadas em montagens dJUmidas -8

partir de culturas com 24 horas de crescimento em caldo MRS, A
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motilidade fo! posteriormente confirmada em meto semi-sdlido, na
real izac80 do teste de Oxidag3o/Fermentacio de glucose. A morfo-
logia e o arranjo foram confirmados nos esfregacos corados para
rea¢lio de Gram, a partir de culturas com 24 horas de crescimento

em PCA ou HMRS.
4. IDENTIFICACXO

Para a realizag3o dos testes necessdrios & identificacio
das cepag isoladas, foi utilizado o método de replicacio multi-
pla descrito por CANHOS5 (1380).

0 método envolveu a replicago simultinea de 20 culturas
contidas em uma placa mestra previamente preparada, com o auxfl-
lio de um replicador, para placas e tubos contendo os melos tes-
te (FIGURA 4).

Para a replicag8oc em tubos foram utilizadas estantes de
aluminio construfldas &e forma a poder acomodar os tubos de en-—
sai0o nas posi¢lBes das agulhas do replicador (FIGURA 5). Os dife-
rentes melos, previamente esﬁeriiizados, foram assépticamente
distribuidos nos tubos com um dispensador (Dispensate tipo Ox-
ford) que permitiu a distribui¢8c de volumes constantes de 1 a2
10 m]l de liquido (FIGURA &).

Para cada grupo de 20 culturas, foram.-preparadas duas
placas de MRS Agar que, apés a excluslo da umidade superficial,
foram marcadas com o replicador para a preparac3co das placas
mestras. As culturas em caldo foram inoculadas nas placas mes—

tras, em duplicata, com o auxf{lio de palitos estéreis.
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FIGURA 4. Detalhe do replicador miltiplo e da replicacdo em
placas.
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FIGURA 5. Detalhe da estante de alumfnio e da replicac¢3o em
tubos.
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FIGURA 6. Detalhe do "Dispensate” tipo Oxford
e da distribuic3o dos melios para os
tubos de ensaio.
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Todo o trabalho fol! desenvolivido em cimara de fluxo lami-
nar {(Vecol.

As placas em duplicata foram incubadas a 302C até cresci-
mento visfvel e, de cada par de placas mestras preparadas, uma
foi selada com fita adesiva e estocada a 42C, para ser utilizada
na repicagem das culturas, quinze dias depois. Essas placas n%o
foram ménuseadas até o momento de sua utilizacg8o.

A outra placa de cada par foi utillizada na replicagdo das
culturas para os meios teste, na realiza¢¥o das provas bioqufmi-
cas gue encontiram-se sumarizadas na FIGURA 7 e descritas a se-

guir.

Teste de Catalase - Foi realizado de acordo com metodolo-
gia descrita por MacFADDIN (13880), apds 24 horas de incubac¥o

das culturas a 302C em PCA.

Formag3o de esporos - a capacidade de formar esporos fol
verificada em esfregacos corados de acorde com o método descrito
por FIELDS (1975}, apés 1 a 30 dias de incubag¥c a 302C em Spo-

rulating Agar (DIFCO 0582).

Crescimento em 6,5 & 7,5% NaCl - Foi verificado em Trip-
ticase Soy Agar (BBL 11043), recomendado por EISENBERG and EVANS
(1963) e IANDOLO (1964). O meio conteém 0,5% de NaCl; a guantida-
de adicional foi acrescentada. As placas foram incubadas a 302C
e o resultado foi considerad~ positivo com 24-48 horas de incu-—

bac¥o, negativo com /72 horas
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Hidrélise de amido ~ A producgo de amilases foi verifica-
da obedecendo a metodologia descrita por MacFADDINCIS80), apds

48 horas de incubag®o a 302C em Heart Infusion Agar (DIFCO 044)

com 0,2% de amido,

Produqﬁo de goma a partir de sacarose - A capacidade de
formacﬁg de goma a partir de sacarose foi verificada no mnmeio
descrito por GARVIE (1960). As culturas foram incubadas a 302C e
também a 202C, para favorecer as cepas de Leuconostoc que prefe-
rem baixas temperaturas. Fot considerado resultado fortemente
positivo a produg¥o de grandes coldnias mucdides com 24 horas de
incubac3o a 20 es/ou 302C; resultado positivo a formag®o de colb-
nias mucdides relativamente menores, nas mesmas condicﬁes e re-
sultado negativo a formag¢3o de colbnias n¥%oc mucdides apds 72 ho-

ras. de incubacgdo,

Crescimento a 15 -~ 20 e 452C ~ 0 crescimento a 152C, 20=C
e 452C foi verificado em HRS Agar, com resultado congiderado po-
sitivo apds 24-48 horas de incubag¢3o e negativo com 72 horas.
Todos os resultados negativos em agar foram confirmados em caldo

BRS.

Formac3o de Lecitinases - A verificacdo da produglo de
lecitinase foi feita em Baird Parker Agar, de acordo com o méto-
do descrito por SPECK (1978}, para diferenciac3o e confirmagio

de Staphylococcus.
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Formac¥o de DNAges - A verificag®o da capacidade de for-
maco de deoxirribonucieases fol feita conforme metodologia des-

crita por MacFADDIN (1980).

Crescimento sob Anaerobiose - A verificag3o do crescimen-
- to sob anaerobiose fol efetuada em meic preparado com Triptona
(4%, Egtrato de levedura (1%, Glucose (1% e Agar (1,5%). &
incubagBo anaerdbia foi feitz em atmosfera de didxido de carbono
e hidrogénio (jarras com Gas-Pack). As placas foram incubadas =2
302C, tante anzerdbia como aerobiamente, para comparag3o da ve-
locidade de crescimento nas duas condigBes. D resultado do cres-
cimento anaerdbio feol considerado positivo com 24-48 horas de
incubag¥o, fracamente positivo com 72 horas e negativo com incu-

bacgBo adiciconal por 24 horas.

Teste de Oxidase - Fol realizado de acordo com a2 metodo-
logia descrita por MacFADDIN (1880}, apds incubag3o a 302C por

24 horas em PCA.

Teste de O/F Glucosme - U teste foi realizado de acordo
com a metodologia descrita por MacFADDIN (1380) ¢ o meio basal -
OF Basal Medium (DIFCO 0688) fol suplementado com O,1% de extra-
to de levedura, para suporﬁar o crescimento de ldticas. A solu-
c#3o de glucose fol esterilizado por filtragdo (MILLIPORE) e adi-
cionada assépticamente ao meio basal, até concenirag3o final de
1%. O tubos foram incubados a 302C por | a 7 dias & o resulta—

dos foram interpretados conforme as indicagBes do autor.

40



Teste de Litmus Bilk - Fol efetuado de acordo com metodo-
logia descrita por MacFADDIN (1980), incubag¥o a 302C por 1 a 7

dias e resultados interpretados conforme indicacBes do autor.

Fermentac¢%c de Carboidratos - 0 teste de fermentag3o de
diversos carboidratos foi realizadé de acorde com metodologia
descrité por MacFADDIN (1980). As solugles de carboidratos foram
esterilizadas por filtragZo (HILLIPORE) e adicionadas =20 meio
basal - Phenol Red Agar Base (DIFCDO 0082) assépticamente, até
concentra¢3c final de 1%. As linhagens foram incubadas a 302C e
o resuitado foi éonsiderado positivo com 24-48 horas de incuba-

¢¥3o, negativo com 72 horas.

Crescimento em 15% de Etanol - Etancol absoluto esterili-
zado por filtrac¥o fol assépticamente adicionade a caldo MRS,
até concentracHo final 15%. As culturas foram incubadas a 302C e
o regultado considerado positivo com 24-48 horas de incubaglo,

negativo com 72 horas.

ProducBo de Didxido de Carbono - Na verificacfo da produ-
3o de didxido de carboneo a partir de glucose n¥o foi utilizado
o replicador, as culturas foram inoculadas com palitos estéreis,
dadas as-candicﬁes especials exigidas pela prova,.

A utilizac¥o de caldo MRS para verificar producio do gés
a partir de glucose foi indicada por SIMS5 (1964} e BOUDAREL et
RAMIREZ (1984). O meio foi distribufdo em tubos de 16 X 150 mnm

com tampHo de algod3c e os tubos com o indculo foram incubados a
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30eC, no interior de tubos malcores, de 24,3 X 250 mm, contendo
10 ml de soluglo saturada dalhidréxido de bdrico. Os tubos maio-
res foram selados com rolhas de borracha para impedir a introdu-
¢c¥o de diéxido de carbono atmosférico e a produglo do géas foi
verificadé pela preciplta¢¥o de carbonato de bério (CURRAN et
al.,1933; HAUDDUROY, 1951; OLIVER,1952). A incubag¢3o de alguns
tubog livres de indculo (branco) garantiu a slucidacgdo de duvi-
das quando da presenga de pequenas qu#ntidadas de carbonato de
birio nos tubog com cepas n¥o produtoras de didxido de carbono
(capés homofermentativas).

0 resultado foi considerade positivo com 24-48 Thoras de

incubag30o e negativo com 72 horas.
5. CLASSIFICACXOD

A clasgificac8o foi feita com bhase noz critérios descri-
tos no Manual de Bergey (BERGEY'S MANUAL OF SISTEMATIC BACTERID-
LOGYY, edicBes de 1984 (Volume 1) e 1986 (Volume 11).

As chaves utilizadas para-a classificag¥o dos cocoes. Cram
positivos, bastonetes Gram positivor e bastonetes Gram negativos
encontram-se nas FIGURAS B8, 9 e 10, respectivamente.

As caracter{stices chave utilizadas na classificac8o dos
cocom Gram positivos foram os caracteres de arranjo dazs células
{pares, teétrades, cachos ou cadeias), a reagfo de catalasze, o
tipo metabdlico (oxidative e/ou fermentativo) e os produtos fi-

naiz do metabolisme fermentativeo, particularmente didxido de

carbono (homo ou heterofermentagdol.

42



As caracterfsticas chave utilizadas na classificagfo dos
bagstonetes Gram positivos foram a capacidade de formagdo de eg-
poros, a reac¢do de catalase © o Lipo metabdlico (oxidativo esou
fermentativol.

Na classificacgBo de bastonstes Gram negativeos, ag carac-
terf{sticas chave foram o tipo metabdlico (oxidative efou fermen-
tativo) & a reag¢lo de oxidase,

Todas as cepas ldentificadas foram classificadas a nifvel
de famflias e/ou géneros.

Az cepas de Leuconostoc foram classificadas até o nivel
de egpécies @ subspécies. A chave utilizadas na ciassificacﬁn de
Leuconostoc encontra-se na FIGURA 11.

Az cepas de Lactobaci!lﬁa foram clasgificadazs até o nivel
de grupos &, em multos casom, a3 nivel de wespeciss. As chaves
utilizadas na classificagBo de Lactobacillus encontram-se nas

FIGURAS 12 e 13.
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RESULTADOS E DISCUSSXO

1. ENUMERACSHO

0Os resultados das contagens microbianas, o pH e a témpe—
raturaA dasg amostras examinadag encontram-se descritos na
TABELA‘I.

A temperatura média das amostras fol de 30,820 na entra-
da da torre e de 26,12C na safda, com uma variag3o de temperatu-
ta média de 4,7¢2C (sem considerar-se as amostras de 26/1]1, cujos
valores de temperatura n3o foram determinados).

Tanto as contagens em PCA como as contagens em MRS re-
gistraram uma sensivel elevag¥o na populaglio contaminante do
caldo, da entrada para a safda da torre de resfriamento. A con-
tagem total de aerdbios (PCA) registrou uma elevaglio média de
matg de 30 vezes — de bH,6 X 106unidades formadoras de coldnia/ml
para 2,2 x Iosufc/ml e a contagem de bactérias laticas (MRS} uma
elevaglo de quase 20 vezes -~ de 6,7 X losufcfmi para 1,2 = 108
ufc/ml (FIGURA 14>,

A elevagio dg populaclo microbiana foi, de maneira geral,
acompanhada de uma redu¢¥o no pH das amostras, que balxou em mé-
dia trinta e cinco décimos - de 5,64 para 5,29 (FIGURA 143.

Usualmente, as maitores variacgles .nas contagens foram
acompanhadas das maiores variagBes no pH - as contagens guarda-
ram uma relag¥o inverss com o pH, amostras mais contaminadas

apresentaram menores valores de pH e amostras com menores conta-

gens exibiram malores valores de pH.
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THBELA 1. CONTAGENS MICRDRIANAS, pH e TEAPERATURA DAS AMDGTRAS DE CALDD DE CANA,

Tontasee Total de Aerchins - PCA  (ufefal) fontacea de Pacterias Liticas - MBS (nfc/al)
Entrada Saiga Entrada 8aida
Dafa STEREIESTIEITE
¢ & Eedia # & Hediz 9 B Hedia é i ¥edia

2/ 1@ 5508 o208 450 15 2,308 3,508 438 2000 2,308 4308 1o
7m 7206 110 4108 5316 3,908 510 sodd® 1,7ae® 236 34af 2ead 2508
26411 Ve Ll 638 74 Lhae® 4208 Liad Lae 148 Laal® 3448 24088

wiia | 738 5008 66l ead® a6 2208 | 7aaf 6308 s L2af Laad L

dgostras da Enbrada fepstras gz Salda
fata  eomeows=s=sszscos
0 | 0 | sétie D [ & Nédia
o T } oH T{eL) I pH T} o T{sL} I pH T{:L} oH T{eL}
26111 3, % - 3% - 5% - 4,41 - 5,72 - 3,16 -
FETAM 5% 3.0 6,81 38,0 5,.4¢ i 5.4 28,0 £,18 28,0 5,85 28,0
2811 3,28 M5 5,34 28,0 5,28 3,2 4,42 7,0 5,4 N5 4,07 24,2
Kedia 5.5 37 5,78 .4 G b4 .8 488 27,5 5,78 M7 5,09 25,1
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FIGURA 14, Comparacao entre as contagens microbianas

e pH das amostras examinadas em funcgao do

ponto de amostragem.

Valores medios das amostras de 26/11/85,
Valores médios das amostras de 27/11/85,
Valores medios das amostras de 2B/11/85.

Valores medios de todas as amostras examinadas.

52



2. CARACTERIZACXO DA MI1CROBIOTA

As caracterf{sticas morfoldgicas e biogquimicas e a classi-
ficag¥o das cepas isoladas encontram-se descritaz no Apéndice
(TABEL#S 1 e 2 respectivamente).

Dog 217 isclados, 131 foram caracterizados como bactérias
e 26 como leveduras (FIGURA 15A).

Das 191 bactérias, 109 foram caracterizadas como bastone-
tes Gram positivos, 80 como cocos Gram positivos e 02 como bag-
tonetes Gram negativos (FIGURA 15B).

Os 80 cocos Gram positivos foram subdivididos em dois
grupos, sendo 26 cocos catalase negativos, heterofermentativos
classificados como Leuconostoc e 49 cocos catalase positivos
classificados como pertencentes a familia Nicrococcaceas. Cinco
cocos Gram positivos foram perdidos (FIGURA 13C).

Os 109 bastonetes Gram positivog foram subdivididos em
dois grupos, sendo B2 bastonetes imdveis, nZo esporulades, cata-
lase negativos, anaerdbios facultativos classificados como Lac~
tobacillus e 7 bastonetes mdéveis, esporulados, catalase positi-
vos classificados como Bacillus. Vinte bastonetes Gram positivos

foram perdidos FIGURA 13D).
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2.1. Caracteristicas dos cocos Gram positivos

2.1.1. Leuconostoc - As 26 cepas apresentaram turbidez
uniforme e sedimento liso no crescimento em meio lfguido. As co-
16nias em superficie de MRS Agar apresentaram-se puntifornes,
lisas e n%o pigmentadas,com 24_horas de crescimento. Apdés incu-
bag¥o ;dicicnal por 48 horas, apenas 5 cepas desenvolveram cold-
nias ligeiramente maiores do que ! mm em diBmetro. Esse resulta-
do era esperado, dado Leuconostoc crescer fentamente e préferir
condi¢Bes microaerdfilas (GARVIE,1986).

Todos apresentaram células esféricas - 5 cepas com formas
ligeiramente alongadas tendendo a bastonetiformes. 0 arranjo
predominante foram pequenas cadeias (17 cepas), geralmente asso-
ciadas com cocos isolados ou 208 pares.

No teste de oxidac¥o/fermenta¢fo foi observado metabolis-
mo fermentativo positivo para a maloria das cepas - apenas 4
reagiram lentamente mas com resultado nitidamente pozitivo com
72 horas de incubag¢@o. D fato de algumas cepas reagirem lenta-
mente foi considerado normal pois Leuconostoc € muito exigente
nutricionalmente e os reguerimentos variam entre as linhagens
(GARVIE, 198612 .

As 26 cepas desenvolveram gds (didxido de carbono} como
produto final de metaboi!smo, apos 24 horas de crescimento em
caldo MRS, confirmando o metabolismo heterofermentativo gue dis-
tingue Leuconostoc dos demais cocos Gram positivos catalase ne-
gativos.

Em Litmus milk, 16 cepas mostraram-se inativas apdés 7
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dias de incubacHo a 302C ~ apenas 7 desenvolveram acidificaglo e
2 coagularam © leite. Na realidade, leite ¢ um meio pebre para
Leuconosto¢ que usualmente & inativo nesse meio (GARVIE, 1886,
além de nZ%o reduzir litmus (GARVIE,1960), Nenhuma cepa hidroli-
»ou amido. O crescimento a 452C fol negativo para todas as cepas
e a maioria cresceu a 1520 - apenas 4 falharam em crescer (117,
173, 2b0 e 208).

Os resultados da classificag®o de Leuconostoc 2 nivel de
espécies encontram-se na FIGURA 16.

AS 26 cepas foram subdivididas em 3 grupos:

Um grupeo de 13 cepas formadoras de goma que fermentaram
arabinose, classificadas como Leuconostoc mesenterolides gubsp.
mesenteroides. O desenvolvimento de goma por essas cepas fol fa-
vorecido pela incubag¥o a 202C - & deixaram de apresentar a ca-
racterfstica a 302C, embora com resultados claramente positivos

a 20eC (33, 102, 133, 200, 203, 209).

Um grupo de & cepas formadoras de goma que n¥o fermenta-
ram arabinose, classificadas como Leuconostoc mesenteroides
subsp.dextranicum. Todos desenvelveram a goma a 202C e duas dei-
®aram de apreseﬁté*la a 30=2C (36, 211).

Um grupo de 7 cepas n%o formadoras de goma que fermenta-
ram trealose, classificadas como Leuconostec paramesentercides.
Dessas 7, 4 cresceraﬁ em 7,5% de Nall (nenhuma outra creséeu}, o
que esti de acordo com o fato de Leuconostoc parameseﬁteroldes
ser caracterfsticamente mais resistente a altos teores de NaCl

(GARVIE, 1986) .

57



LEUCONOSBTOC

L.mesenteroides
subsp.fextranioun

L.mesenterocidesn
subsp.mesenteroidesn

Figura 16. Resultados da ClassificagBo das cepas de Leuconostoc.
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2.1.2. Kicrococcaceae -~ As 49 cepas apresentaram ceélulas
iméveis caracterf{sticamente arranjadas en cachqs irregul ares,
usualmente associadas a pares e tétrades.

As colbnias em PCA apresentaram difmetrosg variando de 1,5
a 2;5 mm com 24 horas de incubac¥o a 30sC -~ circul areg, com bor-
das petfeitas, planas ou ligeiramente elevadas, raramente conve-
xas. P£gmentag§o foi observada em 19 culturas - colorac3oc laran-
Jja pélido desenvolvida com no minimo 48 horas de incubaglc emn
PCA, raramente com 24 horas. A pigmentac3o deixou de manifestar—
ge apés transferéncias seriadas em MRGS.

Com base no tipo metabdlico, 48 cepas que apresentaram
metabol ismo fermentativo no teste de Oxidagﬁo{?ermentacﬁo de
glucose foram classificadas como Sttphylococcus; Apenas um dos
cocos ~ N2 97 - deixou de desenvolver acidificac¥o no melo tes-
te, tanto aerdbia como anaerdbiamente. Na presenga de oxigénlo
essa cepa apresentou reac%o alcalina que foi também observada em
Litmus milk, acompanhada dé digest%o da casefna. A cepa N2 87
nfio foil classificada a nivel de género.

A maioria das cepas c¢lassificadas como Staphylococcus
cresceu sob incuba¢¥o anaerdbia, embora mais lentamente do que
sob aercobiose, nas mesmas condig¢des. Geralmente o© crescimento
obtido com 24 horas em presen¢a de oxigénio sé foi obtide com
48~72 horas sob anasrobliose. Na realidade, Staphylococcus cresce
mais rapido sob aerobiose, segundo KLOOS and SCHLEIFER (1386).
Todos cresceram em 7,5% de HaCl.

Nenhuma cepa apresentou rea¢3o de DNase ou hidrdlise de

amido. A maioria apresentou reacio de lecitinase positiva - 2
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cepas mostraram-se negativas e 4 n¥o cresceram no melio de cultu-
ra (Baird-Parker Agar + Gema de ovo). A falha em crescer nease
meio n¥o foi considerada extraordinsdria peois o meloc de Baird-
Parker & um meio de alta seletividade que pode Inibir diversas
linhagens de estafiloceocos (SPECK,1978). A reac¥o de lecitinase
positiva fol considerada confirmativa na diferenciac¥o dos esta-
filococoa pois as linhagens fermentativas de micrococos (Micro-
coccus kristinae) n3o possuem lecitinases (KOUCUR,1986a).

Um fato interessante fol observado com relaglo ao cresci-
mento em Litmus milk - as cepas pigmentadas, na &ua maloria,
moptraram-se inativas, enguanto as n¥oc pligmentadas apresentaram
acidiffcac%o‘e coégulacﬁo do lelte, com reducdo do litmus.

Um outro-Fato foi observado com relag3o ao melio de origenm
das cepas examinadas - apenas 6 dos 49 cocos classificados como
Micrococcaceae foram isolados a partir de MRS. Essas 6 cepasf
- justamente, exibiram algumas caracterfsticas ndec cbservadas nas
demais: Cinco deixaram de crescer em Baird-Parker Agar (43, 50,
51, 97, 156); uma n3o cresceu em 7,5% Nall, permaneceu inativa
em DF Basal Medium e n3o cresceu anaerdbiamente (97); uma apre-
sentou copiosa formacﬁo\de goma em agar 5% sacarose (171). A
formagdo de goma nﬁé é incomum em Staphylococcus, diversas 1i-
nhagens de Staphylococcus epidermidis, por exemplo, produzem um
muce provavelmente polissracarfdico que envolve suas células e
acumula~se em superfficies planas (CHRISTENSEN et al.,1982; PE-

TERS et. al.,18822.
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2.2. Caracteristicas dos bastonetes Cram positivos

2.2.1. Lactobacilius ~ Todos apresentaram crescimento
lento em superffcie de MRS Agar - apenas 31 desenvolveram cold-
nias ligeiramente maiores que | mm em di8metro, com 48 horas de
incubagﬁo - colbénias circulares, com bordas perfeitas, convexas
ou ligéiramente elevadas. Nenhuma coldnia pigmentada foi obser-
vada.

0 crescimento em caldo apresentou turbidez uniforme com
sedimento liso - apenas 5 cepas exibiram sedimento floculento,
aexatamente as mesmas que demonstraram arranjo em iongas cadelas.
0 arranjo em cadeia foi observado em apenas 7 cepas, as demals
mostraram células isoladas.

Nos esfregagos corados para reag3c de Gran, a maioria
exibiu uma mescla de células coradas, nitidamente Gram postitivas
com cé&lulas n¥o coradas, tendendo para Gram negativas. A presen-
ca de células Gram indeterminadas é normal em lactobacilos por-
que, embora todos sejam claramente Gram positives, as células
mortas podem apresentar resultados varidveis (KANDLER and WEISS,
1986) .

Apenas duas cepas homofermentativas foram isoladas, as
demais desenvolveram abundante quantidade de didxido de carbono
em caldo MRS.

Ho teste de OxidacBo/Fermentac3o (Glucosel, 2 maioria
mogtrou-se inativa no meio teste. Ha verdade, em vista dos altos
requerimentos nutricionais de lactobaciles, Of Basal Medium n3o

foi um bom meio para essa prova, mesmo com a adig3o de extrato
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de levedura. Feltas az devidas alterag8es, MRS teria gido mais
indicado como meio basal para provas bioqufmicas do tipo fermen-
tac%o de carboidratos, conforme obzervam KANDLER and "WEISS
(1986). Os resultados do teste de verificagBio da produg3o de
diéxido de carbono como produto final de metabolismo (homo ou
heterofermenta¢§o) da glucose, efetuado em caldo MRS, confirma-
ram esée fato - 80 cepas fermentaram glucose com produc3o de gas
e as duas cepas homofermentativas cresceranm copliosamente no
meio, embora sem produgo do gas.

Também em Litmus milk a maioria dos lactobacilos isolados
permaneceu inativo ou desenvolveu leve aclidificagdo - apenas 3,
dots deles homofermentativos, coagularam o leite.

Os resultados da classificac3o de Lactobactillius a nfvel
de espécies encontram-se na FIGURA 17.

As 82 cepas foram subdivididas em dois grupos:

Duas cepas homofermentativas que fermentaram a pentoge
ribose, classificadas como partencéntes ao Gfupo 11 de Lactoba-
c11lus - Heterofermentativos Facultativos (KANDLER and WEISS,

19867 .

Oitenta cepas heterofermentativas, classif icadas como
pertencentes 2o Grupe l11 de Lactobactlius - Heterofermentativos
obrigatdérios (KANDLER and WEISS, 1386).

Na classificag3o de Lactﬁbacillus a nivel de especies,
uma série de dificuldades foram encontradas com respeito aos re-
sultados dos téstes de fermentag®o de carboidratos e/ou cresci-
mento z 15 e 452C. Com base nesses dados, muitas cepas n¥c pude-

ram ser classificadas a nivel de espécies. Por outro lado, as
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provas adicionaige necesgsdrias para a classificaglo fugiriam aos
propésitos do trabalho, por tratar-se de testes como determina-
¢¥o de moles¥ de guanina + citosina, hibridizag¥o de &cidos nu-
cleticos ou outros métodos quimiotaxdnomicos refinadoe. Deasa
forma, quando n¥o foi possfvel determinar a espdcie, as cepas
foram reunidas em blocos cuja identidade restringiu-se a um pe-
queno gﬂmero de espécies proviavels.

Dog 82 lactobacilos isolados, 27 foram clagsificados como
Lactobacillus fermentum, 15 como L.confusus, 2 como L.virides-
-cens e 2 como L.plantarum. Dos demais, 12 ficaram com a {denti-
dade provavel entre L.fermentum e L.reutert, 3 entre L.brevis e
L .buchneri, b entre L.fermentum, L.reuteri, L.brevis e L.buchne-
ri{ e 8 nlo foram identificados.’

L.fermentum e L.reuteri s%o espécies estreitamente rela-
cionadas que dificilmente podem ser diferenciadas com base en
caracteres fenotfpicos. L.brevis e L.buchnert, da mesmé forma,
exigem determinacBes baseadas no genoma para serem distinguidos
(KANDLER and WEISS, 1886).

L.fermentum/L.reuteri =3c diferenciados de L.brevis/L.bu-
chneri com base, particularmente, nos dados de Lemperaturas ma-
xima e minima de crescimento, de acordo com KBNDLER and WEISS
(1986) . Entretanto, embora normaimente n%o cresgam a 452C, L.
brevis e L.buchﬁeri, segundo SHARPE (1981), ocasionalmente apre-
sentam !inhagens termoduricas capazes de crescer a 452C, facil-
mente confundidas com L.fermentum. Esse erro ¢ particularmente
frequente no caso de linhagens arabinose e/ou xilose positivas,

porém, as linhagens termoduricas de L.brevis e L.buchneri usual-
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FIGURA 17. Resultados da Classificaczo das cepas de Lactobacillus.
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mente crescem a 152C enquanto L.fermentum n¥o cresce, o que per-
mite distinguf-los.

Dbedecendo o critério de SHARPE (1981), 12 cepas de L.
fermentum ou L.reuteri que n%o cresceram a 152C foram diferen-
ciadas de 3 cepas de L.brevis ou L.buchneri que cresceram tanto
a 15 como a 45=2C,

‘Essa regra, entretanto, nﬁo auxiliou na diferenciacdo de
6 cepas que cresceram a 15 e 452C, aproximando-se de L.brevis/L.
buchneri termodiricos por esse lado, mas que pelo lado dos re-
sultados dos testes de fermentag3o de carboidratos aproximaram--
se muito mais de L.fermentum/L.reuteri.

Dificuldades na classificac3o baseada nas temperaturas
méxima e minima de crescimenio eram esperadas peis esses dados,
segundo BRYAN-JONES (1975), geralmente s¥o ingatisfatdrios para
lactobacilos isolados de destilarias. Essasg |inhagens, segundo o
mesmo autor, s3o adaptadas para crescer 2 temperaturas relativa-
mente altas, selecionadas pelo ambiente severo das destilarias.
00 autor destaca, particularmente, suas dificuldades e & inutili-
dade dos testes de crescimento a 15 e 452C na classificag¥o de
cepas L.fermentum e L.brevis por ele isoladas em destilarias de

whisky.

s resultados obtidos nos testes de fermentagdo de car-
boidratos, por sua vez, também apresentaram diversas divergén-
cias em relacio aos dados de KANDLER and WEISS (1986), constan-
tes do Manual de Bergey. Resultados divergentes foram encontra-
dos, particularmente, nos testes de fermentac¥o de lactose por

cepas classificadas como L.fermentum ou L.reuteri. Uma grande
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incidéncia de cepas lactose negativas (59X} fol observada, embo-
ra 90% ou maig linhagens dessas espécies fermentem lactose, se-
gundo os dados de KANDLER and UEISS (1986},

CARR (1975) observa que, embora seja um dado Iimportante
na identificaclo de lactobacilos isolados de 191#9, a fermenta-
¢¥%o de lactose é muito menos significativa para aqueles isolados
de Qutfas fontes. KANDLER and WEISS (1986) destacam que os plas-

midios encontrados em lactobacilos s%o .frequentemente associados

3 fermentagXo de lactose e que o uUnico exemplo de mutagHo geneé—
tica natural em Lactobacillus & justamente a transmiss3o de um
plasmfdio que determina o metabolismo de lactose em L.casei.

Testes de fermentagfo de carboidratos para lidentificag¥o
de bactérias l4ticas s%o sempre discutfvels, segundo CARR
(1975), porgue as condicgBes dos testes, como pH, nutrientes,
etc., s%o raramente especificadas. VariagBes nos .resultados sHo
comuns como decorréncia de variac¢®es nas condigBes, como FORNA-
CHON et al.(1940) bem demonstraram. Esses autores relatam as di-
ficuldades em obter fermentacdo de certos carboidratos por Lac-
tobacillus hilgardii a ph 6,8 - 7,0, engquanto esses mesmos car-—
boidratos eram vigorosamenie fermentados, nas mesnas .condicﬁés,
alterando-se o pH para 4,5 -5,5.

Diversas cepas isoladas apresentaram formacBo de goma en
agar 5% Sacarose, em menor ou malor quantidade. Algumas cepég
classificadas como L.fermentum/L.reuter{ desenvolveram pequenas
quantidades de goma. Outras 17 cepas produziram copiosas quanti-
dades e 15 delas, que desenvolveram col8nias grandes, tfpicamen-

te mucdides, com 24 horas de incuba¢Zo, puderam ser classifica-
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das como Lactobactllius confusus. Duas cepas, semelhantes & L,
confusug no aspecto das colbnias mucdides, n¥o foram classifica-
das, entretanto, dado as divergéncias que apresentaram nog re-
sultados de fermentacBo de carboidratos(l145 e 146).

Um fato interessante foi observado com respeito &s cepas
fortemente produtoras de goma - essas cepas foram predominante-
mente ;soiadas de PCA, enquanto as demais o foram predominante-

mente de MRS.

2,.2.2. Bacillua - As 7 cepas apresentaram células isola-
dag - bastonetes mdéveis nitidamente Gram positivos.

Todos desenvolveram esporos, observados sob colorag¥o com
verde de malagquita, apds uma semana de incubag¢¥o a 302C em Spo-
rulating Agar.

A maioria apresentou copioso crescimento em MRS Agar, com
formagcBo de colbnias irregulares e rugosas, espalhadas e desi-
dratadas apdés 48 horas de incubac3o. Duas cepas ( 165 e 167)
apresentaram um crescimento mals moderado, com coidnias menores
e n¥o espalhadas, embora igualmente irregulares e rugosas.

Na realidade, as colfnias de Bacillus g%0o muito wvariadas
e varios fatores ambientais podem interferir na sua aparéncia,
como a composigio do meio, temperatura e tempo de incubag3o,
umidade, bem como altera¢Bes decorrentes do brdpria crescimento
({KNAYS1,1951; HENNENBERG and HARwiTZ,1963).

A presenga de pigmento foi raramente obsérvada - apenas ]
cepa (85) apresentou colorag3o castanho avermelhada em BCA, ca-

racterfstica que deixou de manifestar-se apds transferéncias se-
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riadas em MRS. De acordo com CLAUS and BERKELEY (1886), a maio-
ria das linhagens de Bacillus n¥o s¥%c pigmentadas - variantes
pigmentadas t&m sido observadas em apenas algumas espécies como
B.licheniformis (castanho avermelhado), B.pulvifaciens (laranja
a vermelho), B.pubtilis (rosa, amarelo, laranja, castanho),

No crescimento em meic lfiquide, apenas duas cepas provo-

caram turvacio do meio (165 e 167) - asg demals cresceram sSem
turvar o caldo. Trés cepas formaram gedimento lise, sem degen-
volvimento de pelfcula superficial (85 - 165 @ 167) - as quatro

demais exibiram um sedimento floculento @ mucdide, com desenvol-
vimento de pelfcula superficial rugosa e aderente,.

Na verificag¥o do tipo metabdlico, a maieria das cepas
apresentou-se eztritamente aerdbia, exibindc metabkolismo oxida-
tive no teste de Oxidag8o/Fermentag3co de glucose # falhando em
cregcer sob anasrobioge. Uma linhagem (83), mostrou-se inabtiva
no teste de OF mas cresceu levemente sob anasrcbiose, apds 72
horag de incubac3o. Na realidade, 72 horas de incubac3o mostrou-
se insuficiente para a perfeita avaliag¥o do crescimento anasro-
bio - segundo CLAUS and BERKELEY (1986), a incubag¢do anaerdbisa
deve ger prolongada para ﬁo minime 7 dias, guande a temperatura
de crescimento de Bacillus & menor do que 452C,

Todas as cepas cresceram a 15 e 45:C. 0 fato n¥o fol
consliderado extraordinério)pois NORRIS et al.(1981) destacaran
a habilidade de Bacillus para crescer tanto a baixas come a al-
tas temperéturas.

Em Agar 5% Sacarocse, uma cepa (83) produziu coploesa gudan-

tidade de goma, particularmente sob incubac¥o =a 202C. Segundo
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CLAUQ and BERKELEY (1986), diversas espécies de Bacillus s%o ca-
pazes de produzir levano ou dextrano extracelular a partir de
sacarose, como B.subtilis, B.licheniformis e B.polymyxa.

Todas as cepas cresceram em 7,5% de HaCl, hidreolizaram
amido e provocaram reducdo do litmus em Litmus Milk, com diges-

+%0o da casefna.
2.3. Caracterfsticas dosz bastonetes OGram negativos

As duas cepas foram caracterizadas como anaerdblas facul-
tativas - apresentaram metabolismo oxidativo e fermentative no
teste de OxidacBo/Fermentag3o de glucose. Abundante guantidade
de gés fol produzida, provocando o deslocamento do meio teste
até a borda superior dos tubos utilizados para a realizagdo dd
teste de O/F. 0 teste de oxidase resultou negativo para ambas as

cepas.

Com base nesses resultados, os dols bastonetes Gram nega-
tivos foram classificados como pertencentes & fami{liza Enterobac-

terlaceae.

' As duas cepas apresentaram células isoladag, com motili-
dade negativa.

Segundo os dados de BRENNER (1884), apenas alguns poucos
membros da famflia Enterobacteriaceae s%c iméveis, numero ainds

mals reduzido entre aqueles que produzem gés: Klebsiella pneumo-
nlae subsp.pneumoniae e 2algumas linhagens da subsp.ozaenae:

Klebsiella oxytoca; algumas linhagens de Enterobacter aglome-

raqg, Escherichia coltl, Salmonella pullorum e Yersinta.
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No crescimento em PCA e MRS, as duas cepas degenvoveram
colbnias mucdides, com acumulo de grande quaﬁtidade de‘goma al-
tamente viscosa e aderente. Em ager 5% Sacarose a produg3io da
goma fsi fortemente estimulada, espalhando-se e cobrindo toda 2
placa em menos de 48 horas de incubag¥o. A formagdo da goma foti
favorecida pela incubag¥o a 202C.

A formac3o de col8nias mucdides por Enterchacteriaceae
n¥o & comum, pode ocorrer nos géneros Escherichia (ORSKOV, 19845,
Enterobacter, pariicularmente entre as linhagens anaerogénicas
(RICHARD, 1984) e em Klebsiella (ORSKOV, 1384).

Segundo ORSKOV (1984), Klebsiella produz uma cédpsula po-
lissacarfdica que provoca a formag¥o de colbnias tipicamente mu-
cétdes, altamente viscosas. 0 material capsular difunde-se li-
vremente pelo meto de cultura, acumul ando-se em coldnias bastan-
te elevadas, convexas ou em forma de cupula. De acordo com O
mesmo autor, o desenvolvimento da cdpsula ¢ melhor observado em
metos ricos em carboidratos.

As duas cepas cresceram a 15¢C e em 7,5% de NaCl, hidro-
l{zaram amido & acldificaram o leite, con coagulacgo, diges—

+%0 da casefna e redug¢so do litmus em Litmus WMilk.
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3. COMPOSICXO DA MICROBIDTA DAS AMOSTRAS EXAMINADAS

Os resultados, em porcentagem de incidéncia, de cada-ti#o
de microrganismo isolado em relag¥o a flora total, encontram-se
' na TABELA 2.

A microbiota contaminanante do caldo de cana das amosiras
anal igsadas mostrou-sge predominantemente bacteriana (BBX) e a=r
cepas Gram positivas constitufram quase que a totalidade das
bactérias pregentes,

O= resuitaﬁos demongstram gque Lactobacillus fol o contami-
nante mais frequente (38%), seguido de cocos pertencentes a fa-
mf{lia Micrococcaceae (23%), dog quais 22,5% foram classiflcados
como Staphylococcus. Em menor incidéncla seguenm Leuconostoc
(12%) e leveduras (12%). Os esporuladeos do género Bacillus foram
raramente encontrados (3%) e as bactérias Gram negativas prati-
camente ausenter (1%},

As cepas predominantes de Leuconostoc foram as subspécies
produtoras de goma de L.mesentercides, que constitufram 73% do
total de Leuconostoc imolados,

As cepas de Lactobacillusg. isoladaz mostraram-se predomi-
nantementa'hetermfermentativas (98%), termoduricas (79%) e lac-
tose negativas (62%). As cepas fortemente produtoraz de goma
constitufram B% do total! de lactobacilos isolados.

A freguéncia na incidéncia de Lactobacillus e Leuconostoc
atestam um predominio de bactérias laticas no calde dasz amestras
da torre, constituindo 50% da flora total e 56% da flora bacta-

riana isoladsa.
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A predominfincia de bactérias ldticas e a producio de dci-
do como produto final de seu metabolismo poderia explicar © ja&
observado paralelismo entre as contagens e o pH das aﬁégtras
examinadas. A coincidéncia entre elevac%o nas contagens e redu-
cFo no pH sugerem a possibllidade de acompanhar acentuadas ele-
‘vagBes na carga microbiana do caldo na torre através de determi-
nacBes do pH de amostras de caldo. Na realidade, ¢ pradtica comum
nas usinas brasileiras, a verifica¢¥o rapida do nivel de conta-
minacBo do caldo através da observag¥o da variac®o do pH de
amostras incubadas por 3-4 horas a 30-342C. |

As cepas fortemente produtoras de goma isoladas, como
Leuconostoc mqaonttroldéa subsp . mesentercides (13), subsp. des-
trantcum (6) e algumas espécies de Lactobacillus (17, das quais

15 classificadas come L.confusus) constitufram 17% da flora to-

tal.

4. VARIAC30 NA MICROBIOTA DO CALDO DURANTE O RESFRIAMERTO

Amostras da entrada da torre - De um total de 114 mi~

crorganismos isolados das amosiras da entrada, 14 foram perdi-
dos, 51 foram classificadas como Lactobacillus, 20 como perten-
centes & familia chbococcaceas, 19 como leveduras, 17 como Leu-
conostoc e 3 como Bacillus (FIGURA 18A).

Os resultados demonstram que o caldo das amostras da en-
trada, proveniente das etapas de moagem, clarificac¥o e trata-
mento térmico, trouxe consigo uma carga microbiana composta pre-

dominantemente de lactobacilos e, em menor extens¥o, de estafi-
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Micrococcacess Tactobacillue

Leuconostoc

FIGURA 18. Composic¢io da Microbicte das Amostras da Entrada e
da Safda da Torre de Resfriamento.
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lococog e leveduras. Leuconostoc fol raramente encontrado negsas

amostras, o que era esperado dado a baixa resisténcia de Leuco-

nostoc ac tratamento térmico (GARVIE,1986).

Amostras da safda da torre - De um total de 103 micror-

ganismos isolados de amostras da safda, 11 foram perdidos, 3!
foram classificados como Lactobacillus, 29 como pertencentes 2
fam{l1la Micrococcaceae, 19 como Leuconostoc, 7 como leveduras, 4
como Bacillus e 2 como Enterobacteriaceae (FIGURA 18B).

De acordo com os resgultados, as amoétras da safda apre-
gentaram uma incidéncia comparativamente menor de lactobacilos e
uma elevacZo bastante acentuada do numero de cepas de Leuconos-
toc.

Dentre o total de microrganismos i{solados e caracteriza-
dos, 73% das leveduras, 62% dos lactobacilos e 43% das Micrococ-
caceae encontravam-se j& no caldo, antes da passagem pela torre
(FIGURA 19). O nuimero de leuconostoques, entretanto, que encon-
trava~se baixo na entrada, sofreu uma elevag¥o de 46% na porcen-
tagem de incidéncia, depois que O caldo passou pelo resfriamento
na torre (de 27% na entrada para ?3% na safda).

Assim, os resultados indicam que a passagem do caldo pelo
resfriamento na torre afetou significativamente a distribuig¥o
percentual dos tipos de microrganismos presentes no caldo, par-
ticularmente as bactérias laticas, com uma acentuada elevagio na

contagem de leuconostoques.
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FIGURA 19. Freguencia de Incidéncia de cada tipo de Iicrorganismo
Isolado nas amostras da Entrada (E) e da Safda (S).
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0 fato de a contagem de leuconoestoques elevar—-se durante

o resfriamento na torre pode indicar a possivel presenca de fo-
cos de cgntaminagﬁo no equipamento, n¥o eliminados durante a sa-
nificac3o. Dado as cepas de Leuconostoc isoladas terenm gido pre-
dominantemente formadoras de goma, © método de limpeza utilizado
na torre provavelmente n%o foi eficaz para eliminar as bactérias
presentes em eventuais focos de contaminag3o, devido ao material
polissacaridico altamente viscoso e aderente que as envolQe. Com
base nesses dados, ¢ vdlido supor que a utiliéag%o das torres
certamente exigird medidas mais efetivas de sanificagdo, para
eliminar focos de contaminag¥o por bactérias formadoras de goma
como Leuconostoc, pois uma acentuada elevagdo n=a populac3do de
leuconostoques no caldo que destina-se diretamente ac preparo do
mosto poderéd incorrer em serios problemas de fermentag¥o latica
paralela 2a fermentac%o alcodlica. Tratando-se de bactéria forma-
dora de déxtrano, o problema pode tornar-se ainda mais grave,
devido aos transtornos que a goma altamente viscosa e aderente
pode trazer para a turbinag¢ic do mosto fermentado e péra a lim-

peza e desinfecgdo das dornas atingidas.
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S. VARIACXO DA MICROBIOTA EM FUNCXO DO MEIO DE ]SOLAMENTO

Plagqueamento em PCA - De um total de 102 microrgantsnos
isolados a partir de plagueamento em PCA, 4 foram perdidos, 43
foram clasgificados como pertencentes a famflia Micrococcaceae,
19 como Leuconostoc, 17 como leveduras & 2 como Bacillus (FIGURA
204 .

Os resultados demongtram gue, do plagueamento em PCA, fo-
ram isolados predominantemente cocos Gram positivos (Micrococca-
coae © Leuconostoc), que constitufram 61% do total de l inhageng

origindrias de PCA,

Plaqueamento em MRS - De um total de 115 microrganismos
{gpolados a partir de MRY, 21 foram perdidos, 65 foram classifi~
cados como Lactobacillus, 9 como leveduras, 7 como Leuconostoc,
6 como pertencentes a famflia MNicrococcaceae, 5 como Bacillus
2 como Enterocbacteriaceae (FIGURA 20B). |

Assim, de MRS foram isolados predominantemente bastonetes
Gram positivos (61%) dos quals 57% foram lactobacilos.

A FIGURA 2! mostra que 79% daz cepag de lactobacilios fo-
ram recuperadas a partir de MRS, enquanto 88% das.  Micrococca-
ceae, 73% dos leuconostoques e b65% das leveduras o foram a par—
tir de PCA.

De acorde com os resultados, pode-se obsgervar que a con-
tagem em MRS estimou particularmente a populacdo de lactobacilos
nas amostras ®» n¥o a populag¢¥o total dg bactérias léticas, dado

Leuconostoc ter sido raramente encontrado em placas de MRS,
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FIGURA 20. Composicio da Microbiota Isolada a partir do .
plagueamento em PCA e MES.
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LACTOBACTILLUS

MICROCOCCACENAE

FIGURA 21. Preguéncia de Incidéncia de cada tipo de microrganismo
isolado emlplacas de PCA e MRS,
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Por outro lado, a contagem em PCA estimoﬁ particul armente
a populagBo de cocos Gram positivos e leveduras, em detrimento
de lactobacilos.

Tais resultados parecem coerentes com o fato de as conta-
gens em PCA terem registrado maiores elevagBes na populagdc do
que as;contagens em MRS, pois foram exatamente os cocos Gram po-
gitivos e Leuconostoc em particular, predominantemente isolados

de PCA, que tiveram suas populacaeé elevadas na Torre.
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CONCLUSGES

. Com base nos resultados das anilises efetuadas nas amos-
tras de caldo de cana provenientes do resfriamento na torre de

resfriamento da Usina MODELO, chegou-se as seguintes conclustes:

1. As contagens microbianas evidenclaram que O resfriamento
em torre promoveu uma significativa variacﬁo gquantitativa na mi-
crobiota contaminante do caldo, registréndo, da entrada para 2
safda, elevacBes médias de 18 vezes nas contagens em MRS e dé,BB

vezes nas contagens em PCA.

5 A elevac¥o da carga contaminante foi usualmente acompa-
nhada de reduc¥o no valor do pH das amostras que apresentaram,
em média, valores trinta e cinco décimos mencres, da entrada pa-

ra a safda da thre.

3. 0O paralelismo entre elevag3o na carga contaminante e re-
duc¥o no valor do pH sugere a possibilidade de prognosticar sig-
nificativas variac@es quantitativas na popula¢io do caldo na

torre observando-se sensfvels variagBes no pH.
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4. A populagBo microbiana do caldo mostrou-se predominante-

mente bacteriana (88%), Gram positiva (87%) e litica (50X},

5 0 contamingnte mais frequente foil Lactobacillus (38%X), se-
guido de bactérias pertencentes 3 famflia MNicrococcaceae (23%)
das quais 22,5% pertencentes ao género Staphylococcus. Bactérlas
pertencentes ao género Leuconostoc (12%) e leveduras (12%) foram
encontrados com menor frequéncia e cepas pertencentes ao género
Bacillus apresentaram baixa incidéncta (3%). Bacteérias Gram ne-
gativas, praticamente auzentes (1%}, foram classificadas como

pertencente 3 famflia Enterobacteriaceas.

6. As cepas de lactobacilos isoladas fc;am predominantemente
heterofermentativas (98%}, termodiricas (79%) e lactose negat i~
vas (62%). As espécies mais frequentes foranm L.férnentum/ L.
reuteri (47%) e L.confusus (18%), seguidos de L.viridescens

(11%), L.brevis / L.buchneri (4%) e L.plantarum (2%).

7. As cepas predominantes de Leuconostoc foram as subspécies

formadoras de goma (73%), lL.mesenteroides subsp. mesentercides
(50%) e subsp. dextranicum (23%), seguidas de L.paramesenteroci-

degs (27%).

8. Considerando-se as cepas Leuconostoc e Lactobacillus, =
frequéncia de bactérias formadoras de goma nas amosiras de caldo

analisadas foi de 17% do total de isolados.
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3. A carga microbiana das amostras da entrada da torre, pro-
cedentes das etapas de moagem, clarificag®o e tratamento térmi-
co, compb8s-se predominantemente de Lactobacillus (45%) e em me-
nor grau de Micrococcaceae (17X). Leuconostoc fol raramente en-

contrade nessas amostras (6%).

10. Durante o resfriamento em torre, entretanto, as amostras
sofreram n¥o sé uma eleva¢¥o quantitativa na carga microbiana,
como também evidenciou-se uma significativa variac3o na distri-
buigﬁo percentual dos tipos de microrganismos presentes - a po-

pulacdo de lactobacilos caiu em 24% e a de leveduras em 46%, en-—

quanto Micrococcaceae elevou-se em 18% e Leuconostoc em 46%.

11. Agsim, notou—-se que a passagem do caldo pelo resfriamento
em torre afetou particularmente a popula¢3o de bactérias lati-
cag, CcoOm uma acentuada elevaglo na contagem de Leuconostoc e

consequente alteracZo na distribuig¥o percentual dos demais con-

taminantes.

12. Com base em tais resultados € possivel diagnosticar a pre-
senga de focos de contaminag3Bo n%o eliminados durante a limpeza
da torre, provavelmente devido 2o material polissacarfdico ade-
renté que envolve as células de Leuconostoc. Esse fato leva 32
conclus3o de que a utilizag3o das torres certamente exigira me-
didas mais eficientes de sanificag3o - uma acentuada elevacg3o na
populag®o de bactérias laticas formadorés de goma no caldo que

dest ina-se diretamente ao preparo do mosto poderd incorrer em
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graves problemas de fermentacHo ldtica paralela & fermentacglo
alcodlica, com acumulo de goma que redundaria em dificuidades na
turbinagfio do mosto fermentado e na limpeza e desinfecclo das

dornas atingidas.

13. Considerando-se que os tipos que tiveram suas populagles
elevadas na torre {(os cocog Gram positivos, particularmente Leu-
conogstoc) foram isolados predominantemente de PCA (88% das Ni-
crococcaceae ¢ 73% dos Leuconostoc), parece natural que és con-
tagens em PCA tenham registrado matores variacBes quantitativas

na carga contaminante das amostras.

14. As contagens em PCA estimaram eficientemente a populaglo
de leveduras, Micrococcaceae e Leuconostoc, parecendo portanto
mais indicadas para determinar as variagBes quantitativas da

carga contaminante do caldo durante o resfriamento na torre.

14. As contagens em MRS estimaram particularmente a populag3o
de Lactobacillus nas amostras, parecendo mals indicadas para a
recuperag3o de lactobacilos a partir do caldo, Ja que constitui-
ram-se no contaminante mais frequente. MRS, entretanto, nSo pa-
rece indicado para a estimativa da populac3o total de Dbactérias

14ticas no caldo pasteurizado das amosiras resfriadas na torre,

pois Leuconostoc foi raramente recuperasdo a partir de MRGS.
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TABELA 1. Earacteristicas sorfoldaicas e biogwinicas das cepas isoladas.

* Sinholos utilizados:

+ = positive; - = sesativo: () = fracasente positive; + = fortessnte positivo: § = n3o verificado.
Data da Asostraoes - 26 = 26/11/85; &7 = NS 28 = BB/1L/ES,

Posto de Amostrasew - £ = Entrada da torre de restriasento; § = Saida da torre de resfriasento,
Crescisento ex seio Tiguido - § = Sedinento liso; T = Sedisento flocalento; 7 = Turbidez wnitorse; P = Pelicula
Caracteristicas das colonias:

- Foraz - ¥ = Puntiforee; C = Dircular; F = Filasestossi I = Irregular,

- Elevagdo - F = ?ﬁnai R = Elevada;i U = Lonvewmi P = Pulvinada; U = Usbunada.

- Yarges - £ = Perfeitai U = !hiéuhﬁa; I = Irregaiar.

Figeentagdo {verificada es PCA} - Aw = dwarela; La = Larenjai %o = Rosea; [a = Lastanha.

Korfologia - 8 . Bastonete; § = Loco: Lb = Locobacilo: Lev = Lovedura,

Arranjo - 1 = Isolados P = Pares: T = Tétrates; £ = Cachosi 0f = Cadeias.

B/F Shucose ~ O = Oxidativo; F = Fermentative; & = Alraling; B = Bis: T = Inerte; () Reagdo lenta.
Teste de Litmss ailk - & = Acidificagin; © = Coagulagini R = Redugho; © = Digestin; Alt = Alcalisizerde.

-3 " . .o .
Yeagan alcalina es presengs de oxigenio.
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TABELA 2. Classificac¥o das Cepas Isoladas.

p 3 —+—4—3—

--————-w---n-——-———ww————Mq‘—-——_mw“————“wu_———nm»l--———&-m

o e A v e e S T e
-————ww_————_ml-a--—---umq&u——-—mmw-———m*u—-——‘-mum———_m”“

|43tk R

1 Levedura

2 Lactobacillus fermentum / Lactobacillus reuteri
3 Lactobacillus fermentum

4 Lactobacillus confusus

S Lactobacillus fermentum

& Lactobacillus fermentum / Lactobacillus reutert
7 Lactobacillus confususg

B Lactobacillus confusus

9 Bastonete Gram positive (perdido)

10 Bastonete Gram positive (perdido)

11 Lactobacillus sp .

12 Bagtonete Gram positivo (perdido)

13 Staphylococcus sp

14 Staphylococcus sp

15 Lactobacillus viridescens

16 Staphylococcus sp

17 Levedura

18 Lactobacillus fermentum

13 Bastonete Gram positivo (perdido)

20 Staphylococcus sp

21 Staphylococcus sp

22 Staphylococcus sp

23 St.aphylococcus sp

24 Staphylococcus sp

25 St.aphylococcus sp

26 Staphylococcus =p

27 Staphylococcus sp

28 Staphylococcus sp

29 Staphylococcus 5P

30 Staphylococcus sp

31 Staphylococcus sp

32 Staphylococcus sp

33 Leuconostoc mesenteroldes subsp .mesenteroides
34 Staphylococcus sp

35 Staphylococcus sp

36 Leuconostoc mesentercides subsp.dextranicum
37 Staphylococcus sp

28 Staphylococcus P
39 Bastonete Gram positivo (perdido?
40 Lactobacillus fermentum / Lactobacillus reutert
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TABELA 2. Continuacglo,

mssn::=s:atz=====zss======|=sszzsuﬁzzzz#zs::ﬂﬁsszzzzﬂsgza#css::zsuuzﬂs

He

ClassificagHo

b33 -+ 31 g::man:uﬂs:aeﬂeau:==aaaaaaaa:::aaunaanaaaaamuauaaaaz#u=:===

41
42
43
44
45
a6
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
539
&0
&1
b2
63
&4
65
66
&7
B8
69
70
71
7e
73
74
75
76
77

e Yl

Lactobacillus fermentum
Lactobacillus fermentum

* Staphylococcus sp

Lactobacillus brevis / Lactobacillus buchneri
Lactobacillus fermentum / Lactobacillus reuteri
Lactobacillus fermentum

Lactobacillius confusus

Lactobacilliug fermentum

Lactobacillus brevis / Lactobacillus buchneri
Staphylococcus sp

Staphylococeus sp

Lactobaciilus fermentum

Bastonete Gram positivo (perdido)

Bastonete Gram positivo (perdido}
Lactobacillus fermentum

Lactobacillus fermentum / Lactobacillus reutert
Bastonete Gram positivo (perdido’
Lactobacillus fermentum / Lactobacillus reuteri
Lactobacillus fermentum

Coco Granm positivo’(perdido)

Coco Gram positivo (perdido}

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus viridescens

Levedura ‘

Lactobacillus sp

Bacilliue sp

Lactobacilius fermentum

Lactobacillius fermentum

Cocobacilo Gram positivo (perdido)

Levedura

Coco Gram positivo (perdido}

Lactobacillus fermentum

Levedura

Levedura

Levedura g

Leuconostoc mezentercoides subsp.mesenteroides
Lactobacillus confusus

Levedura

Levedura

Bastonete Gram positivo {perdido)
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- o Yl Y S oo e e e Y. S " v i s e ete e T S T M 8D T R
k—%— = u-—-=-—-m--:——mq———....-..n...-.-..—...._-..-..—.._—-_..,...___..,..*m......_.._._._.,._.,...

114 .



TABELA 2. Continuac¥o.

"'-Bal.'.ﬂ’ﬂ"‘ﬂ"ﬂ".”"ﬂl‘.".I-ﬂ”ﬂ---“-”’.B-ﬂs"’.-.’ﬂsﬂ

Ne

Classificagio

81
82
83
84
85
86
87
88
89
30
31
892
893
94
95
86
97
38
39
100
101
102

103
104

105
106
107

Bastonete Gram positivo (perdido)
Lactobacillus sp

' Lactobacilius faruentunfL.reuterl/L.hrevis/L.bﬁchﬁer1

Bastonete Gram pozitivo (perdido’

Bacillus sp _

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus fermentum / Lactobacillus reuteri
Lactobacillus fermentum

Bastonete Gram positivo (perdido)

" Lactobacillius viridescens

Bacillus sp
Lactobacillus fermentum / Lactobacillus reuteri

Lactobacillus fermentum / Lactobacillug reuteri
Lactobacillus fermentum / Lactobacillius reuteri
Ltactobacillus viridescens

Leuconostoc paramesenteroides

Micrococcaceae
Levedura

Lactobacillus fermentum

_ Lactobacillus plantarum

Lactobacillus fersentum )
Leuconostoc wmesenteroides subsp.mesenteroides
Levedura

Levedura

Levedura

Lactobacillus fermentun

Lactobacillus confusus

Bacillus sp

Levedura

Levedura

Lactobacillus viridescens

Lactobacillus confusus

Lactobacillius confusus

Levedura

Lactobacillus confusus

Lactobacillus confusus

Leuconostoc mesenteroides subsp . mesenteroides
Bastonete Gram positivo (perdido)

Lactobacilius fermentum :
Lactobacillus fermentum / Lactobacillus reuteri
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TABELA

2. Continuagdo.
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He Classificag¥o
121 Bastonete Gram positivo (perdido}
122 Lactobacillus fermentum - )
123 ' Lactobacillus fermentum/L.reuteri/L.brevis/L.buchnert -
124 Lactobacilius fermentum/L:reuteri/L.brevis/L.buchneri
125 Leuconostoc paramesenteroides
126 Leuconostoc mesenteroides gubsp.dextranicum
127 Leuconostoc mesenteroides subsp.dextranicum
128 lL.actobacillus confusus
129 Lactobacillus confusus
130 Bastonete Gram positivo (perdido?
131 lL.actobacillus =p
132 Levedurs
133 Leuconostoc mesentercides subsp.mesenteroides
134 Lactobacillus fermentum/L.reuteri/L.brevis/L.buchneri
135 Lactobacillus plantarum .
136 Bagtonete Gram positivo (perdido)
137 Levedura
138 Levedura
139 Lactobacillus fermentum
140  lLactobacillus fermentum
141 Lactobacillus fermentum/L .reuteri/L.brevis/L.buchneri
142 Lesuconostoc mesenteroides subsp.mesentercides
1432 Lactobacillus confusus
144 Lactobacillus fermentum
145 Lactobacillus =p
- 146 . Lactobaclillus sp
147 Lactobacillus confusus
148 Levedura
149 Bastonete Gram positivo (perdide?
150 Lactobacillus viridescens
151 Lactobacillus fermentum
152 Bastonete Gram positivo (perdido)
153 Leuconostoc mesentercides subsp.mesenteroides
154 Leuconostoc mesenteroides subsp.mesenteroides
155 Bastonete Gram positivo (perdido)
156 Staphylococcus 2p ' '
157 Lactobacillus fermentum / Lactobacillus reuteri
158 Leuconostoc mesenteroides subsp.dextranicum '
159 Lactobacillue sp :
160 Lactobaciliusz fermentum

-3k
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TABELA 2. Continuagdo,

Ne

i61
162
163
164
165
166
167
ie8
169
- 170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
189
200

Classificag®o

WEMIT M IDTZIRET ====naaua=aaga==aaasn===taax==== SuEEaEERERTRREREmmET

Lactobacillus viridescens
Lactobacillus virldescens

! Enterobacterlaceae

Enterobacteriaceae

Bacillus sp

Lactobacillus viridescens
Bacillus sp

Levedura

Lactobacillus sp

Lactobacillus fermentum
Staphylococcus sp

Bastonete Oram positivo (perdido)
Leuconostoc paramesenteroides
Levedura

Lactobacillus confusus

Bacillus sp

Levedura

Levedura

Lactobacillus fermentum/L.reuteri/L.brevs/L.buchneri

Lactobacillus brevis / Lactobacillus buchneri
' Staphylococcus 5p

Leuconostoc mesentercoides subsp.mesenteroides
Leuconostoc mesentercoides subsp.mesentercides
Staphylococcus sp
Staphylococcus sp
Staphylococcus sp
Staphylococcus sp
Staphylococcus sp
Staphylococcus sp
Staphylococcus =P
Staphylococcus sp
Staphylococcus sp.
Staphylococcus #p
Staphylococcus sP
Staphylococcus sp
Staphylococcus sp
St.aphyliococcus sp
Staphylococcus sp
Staphylococcus sp
Leuconostoc mesenteroides subsp.mesenteroides
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Nz
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201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
2186
217

Classificagdo

Coco Gram positive (perdido}
Leuconostoc mesentercoides subsp.dextranicum

' Leuconostoc mesenteroides subsp.mesenteroides

Leuconostoc paramesenterolides

Leuconostoc paramesenteroides

Staphylococcus sp

Staphylococcus sp

Leuconostoc paramesenteroides

Leuconostoc mesenteroides subsp.mesenteroides
Leuconostoc paramesenteroides

Leuconostoc mesenteroides subsp.dextranicum
Staphylococcus sp.

Staphylococcus sp

Staphylococcus sp
Levedura

Staphylococcus sp
Levedura
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