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ISOLAMENTO, CARACTERIZAÇAO E IDENTIFICAÇAO DE BACTERIAS 

CONTAMINANTES DE DORNAS DE FERMENTAÇÃO NAS DESTILARIAS 

ALCOÕLICAS 

Candidata: MARIA AMELIA T. RODINI 

Orientador: ANTONIO JOAQUIM DE OLIVEIRA 

RESUMO 

Amostras de mosto fermentado, apresentando 

um a p o p u 1 a ç ã o b a c ter i a na ao n i ve 1 de 1 O 7 b a cte ri as vi ave i s/m 1 f o 

ram coletadas no final da fermentação em 17 des-

tilarias, cujo mosto era constituído de melaço, caldo de 

cana ou mistura de ambos, durante a safra 1983/34. 

Na maioria das destilarias o caldo de cana 

e aquecido e clarificado, enquanto algumas não o fazem. 

De todas as amostras coletadas, 66 colô-

nias foram isoladas, caracterizadas e identificadas de 

acordo com a metodologia descrita por Ganhos (1980). 

Dentre os isolados 65,1% apresentaram mor 

fologia de bastonete e Gram (+) ; 28,8% de cocobacilós e 

Gram (-) e 6% de cocos Gram (+). 

Dos bastonetes·Gram (+), 62,1% apresentaram 

catalase (+) e produziram esporos, sendo identificados co 

mo pertencentes ã Familia Baclllac..eae, genero Bac..ll 

lu..6. 

X.
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Os bastonetes Gram (+) nao formadores de 

esporos foram identificados como pertencentes a Familia 
-

genero Lac.tobac.illu-0. 

As bactérias com morfologia de cocos foram 

identificadas como sendo da Família Stneptoc.oc.c.ac.eae: gê

nero Leuc.ono-0toc., e i'vLi.c.noc.oc.c.ac.ae: genero Mic.noc.oc.c.u-0 e 

Planoc.oc.c.u-0. 

Dentre os bastonetes Gram (+) e esporu-

lados classificados como Bac.illu-0, 68,3% foram identifi

cados como B. -0ubtili-0; 14,6% como B. bnevi-0 e 9,8% como 

B. megat eniu.m.

Os cocos, que representam 6% da população 

de Gram (+), foram classificados como Mic.noc.oc.c.u.-0 lylae, 

Planoc.oc.c.u� sp. e Leuc.ono-0toc. 1me-0entenoide-0.
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ISOLATION, CHARACTERIZATION AND IDENTifICATION OF BACTERIAL 

CONTAMINANTS FROM FERMENTATION TANKS IN THE ALCOHOL 

DESTILLERIES 

Candidate: MARIA AMtLIA T. RODINI 

Adviser: ANTONIO JOAQUIM DE OLIVEIRA 

SUMMARY 

Samples of fermented must, had a bacterial 

population around 10 7 bacteria/ml were collected at the 

end of the fermenting cicle from 17 destilleries wich 

work with must composed of molasses, sugar cane juice or 

mixture of both, during the 1 983/84 harvesting. 

I n mos t the s u g ar c a n e j ui e e is he ate d 

and clarified and in some of them this is not dane. 

isolated, 

F r o m a 11 c o 1 l e e te d s a m p l e s 6' 6 c o l o n i e s we re 

characterized and identified according to 

the Ganhos 1980 procedure. Among the isolates 65.1% were rod 

shape and Gram (+), 28.8% �ere plump rod shape 

cocei, and Gram (+). 

6% were 

62.1% of the Gram (+) rods, were catalase 

( +) and spore formers bei ng then i denti fi ed as Ba.CÁ.ila.c.e.ae., 

g e n u s B a. c.i..R..R..li.f.. • 

The Gram (+) rods, non spore formers ·were 

identified as L a.c.tobac.i..R..R..a.c.e.a.e.,genus La.c.toba.c.i..R..R..uf... It 
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were identified as Nei-0-0ell.iaeeae, genus Aeinetobaeten, 

specie A. ealeoaeetieu-0, the plump rods, Gram (-), ca 

talase (+), and oxidase (7). 

The cocei shape · bacteri a were i dentified as 

Stneptoeoeeaeeae: genus Leueono-0toe; Mienoeoeeaeeae:genus 

Mienoeoeeu-0 and Planoeoeeu-0. 

Among the Gram (+) rod and sporulated, ela� 

sified as Baeillu-0, 68.3% were identified as B. -0ubtili-0, 

14.6% as B. bnevi-0 and 9.8% as B. mega�enium. 

The cocei shape wich represent 6% of the 

whole population of Gram (+) bacteria were classified as 

Mienoeoeeu-0 lylae, Planoeoeeu-0 sp. and Leueono-0toe me-0en 

tenoide-0. 



l. INTRODUÇÃO

Pela sua constituição rica em matéria orgânica 

e inorgânica, o caldo de cana e �m excelente meio de 

cultura para o desenvolvimento de grande niímero de microrgani� 

mos. 

A contaminação bacteriana é um fato na maioria 

das destilarias produtoras de ãlcool e qu� pode ser agrava-

do dependendo da maneira de se conduzir ·o processo operacional. 

O prejuízo maior relacionado ã atividade bac

teriana e a degradaçâo da sacarose com a produção do ãcido lã 

tico e outros ãcidos, consumo do ãlcool produzido pelas leve- 

duras por bactérias acéticas, produção de metabÕlitos tóxicos 

que levam as leveduras ã morte, floculação e perda do fermen

to devido ã produção de gomas e injufias causadas-�s células 

das levedura� pela excessiva quantidade de ãcido utilizada P! 

ra combater a infecção. 

Apesar da importância que a infecção bacteria

na representa ã industria alcooleira, esse ass□nto não mere-
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ceu atenção por parte dos técnicos, pesquisadores e em-

presas do setor e por essa razao poucos são os trabalhos rea

lizados nessa area no Brasil. 

Com a importincia econEmica que o etanol pas

sou a apresentar ã partir de 1973/75, uma serie de problemas 

tecnolõgicos passaram a exigir râpida e efetiva solução. As

sim, a presença da floculação do fermento, um fato que tem se 

repetido em muitas destilarias db Brasil, levou SERRA e cola

horadores ll�Jil a estudar a origem e o tipo de microrganis

mos contaminantes. Esses autores fizeram a amostragem em di

versos pont6s dentro da usina, isolaram e identificaram Spo-

11,alac.t.06.ac..LtluJ.i sp como sendo o agente causal da f1 oculação. 

AMORIM et· ali i (1981) mostraram o efei 

to das bactérias contaminantes na prodúção de ilc�ol, redu-

zindo em até 55% do rendimento teõrico. Os mesmos autores em 

1982 descreveram os problemas causados pelas bactérias conta

minantes. na fermentação alcoõlica, correlacionando o rendj_ 

mento alcoõlico, a acidez, o vinho, o numero de bactérias pr� 

sentes no mosto e a temperatura nas dornas de fermentação. 

ALTERTUM et alii ( � 9 84) mostraram em 

carãter experimental que as perdas são da ordem de 20 a 90% 

do rendimento teõrico quando a população de bactérias, basto

netes Gram positivos, ê superior ã 108 células/ml.



2. REVISÃO DE LITERATURA

t fato conhecido que a cana-de-açücar (Sae 

eha�um aóóieinanum L.) leva consigo para dentro da indus

tria enorme quantidade de microrganismos que fazem parte 

da flora epifita como Le.ueana-0tae, B. -0ubtili-0, Ae.nabae 

ten sp, Ente.nabaete.n (MAVEUX e COLMER, .1960; DUNCAN e COL 

MER, 1964; TILBURY, 1967, 1970; L UNA, 19 71), ou estão prese� 

tes na terra aderida aos colmos, folhas e raizes (MAYE UX, 

1960; DUNCAN e COLMER, 1964).

A presença de uma flora epffita associada 

a essa graminea jã foi averiguada por WOLZOGEN KUHR (1923)·;

GEERLIGS (1924); MAYEX (1960).

Muitos autores afirmam que as bacté rias co 

liformes, principalmente do �ipo Ae.�abaete.n constituem 

parte da microflora das plantas verdes (ALLEM e HARRISON 

1936; THOMAS e McQUILLIM, 1952; FRASER REIO e MALCON, 

1956). Em estudos do tipo de distribuição de bactérias co 

liformes nas vegetações, GELDREICH, et alii (1963)

3.



isolaram 13 tipos de IMViC de 30 espécies de plantas. DUN 

CAN e COLMER (1964) isolaram da cana-de-açücar 198 isola

dos que foram classificados como 9 tipos IMViC e identifi 

c a dos como A e.no b ac.-t:e.Jt e.lo ac.ae., -A. a e.no g e.n.e..6 e E6 c.he.tci,c.lúa e.o 

U. As bactérias pertencentes ao gênero Ae.Jtobac.-t:e.Jt apresenta-

ram grande importância por produzir goma, como anteriormen 

te referido por BERKWIT (1931). 

HUTCHISON e RAMAYYAR (1925) isolaram da 

cana-de-açücar espécies de A.ópe.ngl.f...f..u.ó e leveduras do ti

po Sac.c.hanomyc.e..6 c.e.ne.vl.ólae. atribuindo a sua origem ao 

solo aderido a cana ou as fendas causadas pela broca (Vl�

-t:nae.a .óac.c.hana.f..l.ó). 

A ssim, o caldo extra1do apresentarã um ce! 

to numero de microrganismos e dada as condições naturais 

oferecidas pelo caldo que é um meio rico, estes microrg� 

nismos tem a possibilidade de se desenvolver. 

Como se pode esperar, essa carga microbia 

na presente na cana-àe-açucar, mais as bactérias originã 

rias do solo aderido aos colmos, folhas e raízes vao para 

as moendas e constituem a flora bacteriana dos caldos. 

Muitos autores reportaram os números de 

microrganismos presentes nos caldos, dando particular ate� 

çao a Le.uc.on.o.ó-t:oc. (OWEN, 1911; KOPELLOFF e KOPELLOFF , 

l 91 9 ; HUCKER e PEDE RS ON, l 9 3 O ; P E D E RS O N , 19 38 ; 

PEDERSON e HUCKER, 19 4 l ;MILLSTEN        et

1946; SMITH, 1956; MAYEUX,   1960a, b;      DUNCAN           e COLMER 

4 . 



1964;  BEVAN e B0ND, 1971; TILBURY, 1975). 

MacCALIP e HALL (1938) isolaram microrga-

nismos que estavam causando problemas no processamento em 

caldo de 

caldo de 

cana danificada pela geada e constataram ser 

ALF0RD e MacCLESKEY (1942) isolaram em 

cana grande numero de Leuc.ono-0.t.oc. me-0en-

.t.enoide-0 e L. dextnanic.um. FAVILLE (1947) isolou 4 tipos 

de colônias das 740 linhagens formadoras de goma isoladas 

do caldo de cana como sendo L. me-0en.t.enoide-0. DUNCAN e 

C0L�ER (1964) encontraram A. aenogene-0 e A. c.loac.ae. e ve-

rificaram grande capacidade de produzir gomas. EGAN e 

REHBIN (19f
f

3), EGAN (1964, 1965a) verificaram Leuc.ona-0.t.oc. 

me-0en.t.enoide-0 em culturas puras deteriorando a cana colhi 

da, embori verificassem a presença de outra bactéria e 

fungos, os quais isolaram. 

PEDERS0N e HUCKER (1946) isolaram vãrias 

espécies de Bac.illu-0 do caldo de cana fresco, juntame� 

te com bactérias pertencentes aos gêneros Ac.hnomobac.ten, 

Flavobac.tehium, Mic.noc.oc.c.u-0, E. e.ali, com a predominância 

de L. me-0en.t.enoide-0 nos caldos amarzenados. 

TILBURY (1967) isolou L.me-0en.t.enoide-0, L. 

plantanum, Lac.tobac.illu-0 c.a-0ei, coliformes, espécies de 

Bac.illu-0; bactéria G- e catalase + (não identificada) e 

leveduras produtoras de invertase como Tonulop-0i-0 eCandi

da do caldo de cana. Tambem El-TABEY SHEHATA (1960) iso-

5 



lou alem dessas leveduras Sacchanomyceh e Pichia nos cal

dos de cana, no Brasil. TILBURY (1968) isolou da cana co 

lhida bactérias do ãcido lãtico como L. mehentenoideh, L. 

ca-0ei, Lactobacilluh plantanum; Lactobacilluh var. alacto 

-0u-0, Lactobacillu-0 sp. (heterofermentativos), bactêrias G: 

ãcido tolerantes e B. hubtilih. 

A presença dos microrganismos se desenvol

vendo durante a extração e o processamento nao e surpre

sa, e o seu numero vai depender da maneira de condução do 

processo. Alguns trabalhos no campo da microbiologia tem 

sido realizado para estimar as perdas no caldo bruto e 

clarificado causadas pela presença de microrganismos con

taminantes, porem tem sido um tanto quanto difícil se es

timar a perda real (MOROZ, 1953; KENERY et alii, 1967 e 

CLARK et alii, 1980). 

Sabe-se que vãrios fatores atuam para a 

qualidade da materia prima: tipo de colheita (mecinica ou 

manual), cana queimada, cana cortada em pedaços ou nao, 

as condições de temperatura e umidade, o tipo de solo e 

adubação, as pragas locais, a variedade de cana, e outros 

fatores que são variãveis em cada culttvo (SILVA, 1974; 

AY.ALLA � alii,.1977; EGAN, 1964, l965a,b, 1966, l968a,b; 

GUPTA � alii, 1968). 

As condições peculiares de cada etapa do 

processo selecionarã o desenvolvimento particular de cer

tos microrganismos, sendo assim, o pH relativamente baixo 

6.



dos caldos das moendas favorece o crescimento dos micror 

ganismos acidÕfilos como Leueonoh:toc e La.ctoba.cilluh {BE

VAN e BOND, 1971; SHARPE � alii, 1972; TILBURY, 1975). 

Por outro lado, a alta temperat�ra associada aos valores 

de pH limitam o desenvolvimento microbiano, favorecendoos 

termofílicos, tais como as espécies pertencentes aos gên� 

ros BacLU .. U6 1.iu.bilw, como: B. 1.ite..aJLo:te..llmophJ...ltL6 (MacMASTER, 1975; 

e MacMASTER e RA�·No, 1975) e Clo1.i.:tnidiu.m (CLARK et alii, 

1980)'.! 

O prejuízo maior causado por esses micror 

ganismos e a degradação da sacarose pela célula microbia

na. Da degradação da sacarose pelos microrganismos resul 

ta a formação de ãcido lãtico e acético como os princi-

pais ãcidos orgânicos formados (FORT e LAURITZEN, 1938; 

PERQUIM, 1940; STARKE ; GOODBAN e OWENS, 1952; CARRUTHERS 

e OLDIFIELD, 1965; BEVAN e BOND, l97l;BUCHANAN e GIBBONS, 

1974). 

O utros microrganismos estão presentes no 

caldo de cana durante a extração, porém não produzem ãci

do lãtico como subproduto metabólico e tem sido menciona

dos como sendo vãrias leveduras (BEVAN e BOND, 1971; TIL-

BURY, 1975); Ae..11..oba.e.:te..11.. (MAYEUX, 1960; DUNCAN e COLMER, 

1974); Ae.:tinom�ce..te..1.i .:te..nmoóilieo-0 (BEVAN e BOND, 1971) e 

fungos pertencentes aos gêneros A1.ipe..ngillu1.i, Pe..niei.et<:..wn e 

Tnicode..nma. (TILBURY, 1967). 

Desta forma, o papel desses microrganismos 

7.



nao pode ser ignorado devido as perdas do açücar disponí 

vel, bem como pelos problemas que seus metabõlitos cau-

sam a fâbrica. Jã se verificou que os caldos deteria-

rados demandam maior quantidade de cal para sua alcalini 

zação; a sua sedimentação é mais lenta e a qualidade do 

caldo é mais pobre. 

Os produtos metabôlicos dos microrganismos 

estão intimamente relacionados ao aparecimento da cor 

do caldo (GROSS, 1966). Os fenois e polifenois presen-

tes nos caldos são catalizados enzimaticamente a quinmas, 

compostos que dão coloração escura. Também o ferro darã 

complexos mais escuros ainda se tiver acesso aos caldos 

pela ação de bactérias fêrricas (CLA�K et alii, 1980). 

A formação de goma causa problemas na ope-

raçao da fâbrica por aumentar a viscosidade, dificultan 

do a clarificação, evaporação, cocção, cristalização, bem 

como provocar entupimentos nas tubulações, centrífugas, P! 

neiras, etc. (EGAN, 1965a,66; FOSTER, 1969; TILBURY, 

TILBU_RY, 1975). 

l 9 6 8 ;·

A perda da sacarose pela formação de goma 

também p:roporciona problemas na leitura polarimêtrica, afetan

do assim a estabilidade da fãbrica. 

A rotação específica da 

[a] 2 º D =  +195�a+ 200°, se comparada a 

dextrana de 

da · sacarose 
20 o o -[ a ] D = + 6 6 a 5 3 , r e s u l t a r a em um a 1 e i t u r a e r r e n e a , apre 

sentando uma polarização maior para o caldo contendo dextrana. 

8.



Alem dos microrganismos do genero Le..u.c.o-

no-0toc. sp, produto� de dextrana, não se pode esquecer dos 

bastonetes perte�centes ao gêneros Bac.illu.�, principalmen

te B. -0u.btili� que pudem formar levana, cuja rotação esp� 

cífica e negativa com valor de [aJ 20
o = -40, com efeito

levogeno igual ao dextrogeno apresentado pela dextrana, 

quando presente em quantidades cinco vezes maiores que a 

dextrana. 

Alguns autores tem se preocupado com a de

terioração da cana apos a colheita, verificando os prod� 

tos formados, bem como as populações presentes e o tempo 

necessãrio para que isto ocorra. 

BRUIJN (1966a) verificando os produtos que 

tornam a cana menos apropriada para o processamento d evido 

ao ataque dos microrganismos observou um aumento na aci

dez, diminuição da pureza e aumento da porcentagem de so

lidas no caldo com o aumento d o  periodo de estocagem. O 

mesmo autor (1966b) isolou e comparou o polissacarideofo! 

mado na cana deteriorada ao produto forma d o  pela ação dos 

microrganismos pertencentes ao gênero Le..u.c.ono�toc., como 

sendo um pqlimero de glucose, cadeia simples, contendo 25% 

de ligações glicosidicas do tipo 1-6 e 75% do tipo 1 -4, 

concluindo ser um polimero idêntico ã d extrana. 

TILBURY (1968)estudou a biodeterioração da 

cana colhida e verificou o aumento da população microbia

na, particularmente das bactérias lãticas,. leveduras e bacte-

9.



rias acid6filas (catalasf positiva), em relação ao tem 

po de armazenagem. 

Os microrganismos foram selecionados de 

acordo com sua capacidade de deterioração, sendo as bacté

rias lâticas, os principais, embora algumas leveduras também tenham 

produzido inversão. A identHicação de 80 bactérias 1 ãti cas 

re velou que as espécies predominantes foram Leu. 

c.on.o.ó:toc. me1.>en.:tv1..oide1.>, porem espécies hemofermentüivas co 

mo L ac.:tobac.illu.1.> plan.:tahu.m e L. c.a.óei, também foram nume 

rosas apos um período de armazenagem de dez dias. 

Esse autor verificou que o grau de dete-

rioração estã intimamente relacionado ao tempo de armaz e 

nagem. Alguns autores recomendam que a cana deve ser moí 

da de 24 a 48 horas apos o corte, porem se verificou que 

a perda de sacarose para a cana picada ocorre em  17 ho-

ras, enquanto para a nao picada ocorre em 30 horas (VI-

CKERS, 1968; KIR�Y, 1968; IMRIE e TILBURY, 1972). Esses 

autores também verificaram a atuação de fatores mecânicos 

e ambientais, sendo que a deterioração e maior no verão, mediando um 

período de 14 horas contra um período de 18 horas para o inverno. 

BEVAN e BOND (1971) com o intuito de estu

dar as bactêrias presentes desde a cana verde atê a tã

brica, isolaram 50 tipos de microrganismos a partir da ca 

na verde, pertencentes aos gêneros Sac.c.hahomyc.e.ó, Tohu.la 

e Pi e. hi a ; b a c il o s d o s o l o , p r i n e i p a 1 m e n t e B . e. eh e u.1.> , P .6 eu.

domon.a1.>, S:thep:tomyc.e.6 produtoras de ãcidos e fungos do ti 

1 O. 



po Actinomyc�te-0, sendo que todos metabolizam açucar ra

pidamente e em grande proporção são resistentes ã tempera 

turas de 50-55QC. Das rachaduras provocadas pelo cresci 

mento do colmo, foram isolados· cocos, principalmente per

tencentes ao gênero Leucono-0toc, esp�cies de Sacchanomy

ce-0, grande variedade de fungos e alguns bastonetes pro

dutores de ãcidos. Todos os microrganismos se mostraram 

muito ativos, sendo que essas fendas se mostraram excelentes 

sítios para o desenvolvimento microbiano. 

Da cana queimada, foram isolados 17 tipos 

de microrganismos os quais foram identificados como sendc 

provavelmente Xanthomona-0
1 

Bactenium, Cotinebactenium e 

Bacillu-0. Dos bastonetes isola dos., 5 foram extremamente 

resistentes ao calor, a maioria utilizou 18 tipos de açú

car testado, 2 produziram dextrana, 2 produziram esporos 

e foram muito resistentes ao calor. Apõs 24 horas da 

queimada foram isolados fungos pertencentes aos gene ros 

leveduras perten

centes aos gêneros Tonula, Rhodotonula e Candida, e bac

teri as, sendo o Le.ucono-0toc sp. o microrganismo mais comum. 

A cera que envolve o colmo parece ter uma ativida

de bacteriostãtica e com a sua retirada pelo calor, atra-

ves da queima, os microrganismos podem crescer mais li-

vremente, utilizando como meio o caldo exsudado. C6mo ve

rificado por MAYEUX (1960). o exsudado dos colmos quentes 

e umidos pode conter cerca de 10 9 bacterias, fungos e le

veduras por grama. 

11 
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Mesmo nas queimadas mais severas a maioria 

dos microrganismos presentes nas rachaduras de crescimen- 

to não são afetados, como ·o Leuc..on.0-0.toc.. e as leveduras 

termo-resistentes. 

Os pedaços de cana apresentam no seu inte- 

rior microrganismos como leveduras, Le.uc..on.o-0toc.. e bastone 

tes produtores de ãcidos. São considerados como princi

pais sTtios do desenvolvimento microbiano os globulos �de 

caldo exsudado, as fendas de cr�scimento, as perfurações 

causadas por insetos, as ãreas abaixo da bainha, que sao 

contaminadas pelas lâminas do cortador e que depois se 

espalha pelo colmo. Massiva infecção foi detectada apro

ximadamente a 15 cm da extremidade cortada apõs la 1 l/2hs 

de estocagem, apresentando microrganismos como leveduras, 

Le.uc..on.0-0.toc.. 
1 

Xan.thomon.a-0 e Aenobac..ten; sendo os três Ülti 

mos produtores de gomas. 

Assim, pode-se verificar que a produção de 

ãcidos e materiais semelhantes ã dextrana, com consequen

te perda da pureza e diminuição da quantidade de açucar 

disponTvel, tem inTcio logo apõs o corte, sendo acelerada 

pela taxa de desenvolvimento dos microrganismos. Portan

to, quanto maior o tempo de estocagem, maior serã o nume

ro de microrganismos e menor quantidade de açúcar estarã 

disponTvel. 

As amostras retiradas das moendas apresen

taram-se altamente contaminadas com os microrganismos en-
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contrados na cana em pedaços como as leveduras, BJz.evi.daba..s: 

tetúum (B. impeJz.iale, principalmente) e TheJz.moac.tinomyc.e

tu, talpophylu.6 (BEVAN e BOND, 1971). Outros autores ci

tam ainda como principais microrganismos presentes no cal 

do bruto Ac.tinomyc.e.6, 

c.hia, EJz.winia, Flavo bac.teJz.ium, L euc.o no-0to e., La e.to ba c..,éilU}.,,

Mi c.Jz.o e.o c.c.u-0 , Sehhcct:-i..a, Stheptom yc.e;., (PEDE RSON, 19 38; PE-

DERSON e HUCKER, 1946; MAYEUX, 1960; MacMASTER e 

197 7). 

RA \'INO, 

As moendas do tandem, a p e s a r d e a p r e s e, ta r 

diferentes temperaturas mostrou um bom desenvolvimento dos 

microrganismos em geral, bem como as ãreas ao redor do 

11 cush-cush·11• 

As leveduras nao estão presentes ate o fi

nal do tandem, enquanto os microrganismos produtores de I 

cidos orgânicos, especialmente os esporulados, são encon

trados, ate o final, consumindo nesse estãgio açücar, pri!!_ 

cipalmente quando em populações elevadas (BEVAN 

1971; MacMASTER e RA�NO, 197 7). 

O caldo misto, que e mistura dos 

e BOND, 

caldos 

das diversas moendas, e um meio favorãvel para desenvolvi 

mento de muitas especies de microrganismos por apresentar 

um Brix variando entre 10 e 18, pH 5 ,0- 5 ,6, temperatura de 

25-309C, abundância de aminoãcidos, sais orgânicos e ino!

gânicos e outros nutrientes. As contagens de bacterias 

são da ordem de 105 a 107 /ml quando a cana e sadia, po-
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dendo atingir valores de 108 quando a cana nao e sadia ou

ficou armazenada aguardando a moagem. 

Esses autores, isolaram Leucono-0toc, B. l� 

polytlcum, B. lm penlale, leveduras termofllicas e Thenmo

actenomycete-0 tal po ph ylu-0 , enquanto outros autores isola

ram Leucono-0toc me-0ente.nolde.-0 (PEDERSON e HUCKER, 1946; 

MacCLESKY � alii, 1947); Le.ucono-0toc cltnovlnum, L. de.x

tnanlcum, Ente.nobacte.n ae.nogene-0, Baclllu-0 coagulan-0, B.

clnculan-0, Baclllu-0 me.gate.nlum e P-0e.udomona-0 (LIMA et 

alii, 1974). 

A clarificação do caldo misto, auxilia gra.!!_ 

demente,na eliminação das celulas vegetativas, porem as 

formas esporuladas poderão ainda permanecer (SKOLE et 

alii, 1977). Assim, apõs o clarificador, que apresenta 

temperaturas prõximas ã 1009C foram isolados bastoneteses

porul a dos i denti ficados como B. me.gate.nlum (BE VAN e BOND, 

1971). 

No xarope, no estãgio de evaporador os gê

neros isolados foram Baclllu-0 e Clo-0tnldlum,que sao orga

nismos termo-resistentes (BEVAN e BOND, 1971). 

Para CLARK et alii (1980) os microrganis-

mos importantes na contaminação do caldo de cana desde 

o campo ate a refinaria são as bactérias produtoras de 

ãcido butlrico, Clo-0tnldlum te.nmo-0acchanolytlcum alem do 

Le.ucono-0toc me.-0entenoide.-0 e L. de.xtnanicum , e levedurasdo 

tipo Sacchanomyce.-0. 
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A con tami nação b a e te ri ana nos processos f er 

mentativos causa grandes prejuízos e por essa razao nã& ê 

preocupação recente, o que aiiãs e bem demonstrado nos 

trabalhos de Pausteur, no fim- do século passado. 

As primeiras informações a respeito de con 

taminanfes da fermentação alcoõlica foram dadas por GUI

C H A R D ( l 8 9 6 ) , s e n d o q u e D E S O N G H E ( l 8 8.9)) , MO N V O I S O N ( 191 O) , 

e MELONI (1953) fizeram uma descrição dos microrganismos, 

relacionados ã fermentações acidentais como a fermentação 

lãtica, acêtica e butírica, os quais pertencem ã vãrias 

espécies e apresentam-se com morfologia de bastonetes lon 

gos ou curtos. 

Esses são no entanto, trabalhos antigos na 

maioria provenientes de outros paises·,- utilizando como ma 

teria prima grãos�- beterrabas ou uvas, que apresentam 

caracteristicas diferentes da cana-de-açúcar que e.emprega

da na produção de ãlcool entre nõs. 

NEVES (1938) parece ser o precurso r  do as

sunto no Brasil, citando em seu trabalho as fermentações 

acetica, lãtica,butirica e do dextrânio, dando ênfase as 

bactérias do gênero Baeillu-0 e Stneptoeoeeu-0. O -mesmo 

autor tambem descreve as características de cada tipo de 

fermentação contaminante, dando ênfase ã fermentação do 

dextrâneo, causada por Leueono-0toe me-0entenoide-0. 

ALMEIDA (1940) enfatiza os fatores que pr� 

piciam o aparecimento das infecções nas fermentações al

coõlicas. 
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GALLI (1961) descreveu os aspectos micro

biolÕgicos das contaminações alcoõlicas, sendo que as bac 

térias responsãveis pela fermentação acetica são 

netes gram negativos, aos pares, não esporulados, 

basto-

aero-

bios obrigatõrios, pertencentes ao gêneroAcetobacten, se� 

do as principais espécies A. aceti, A. acetohum, A. kun

tenzegianum e A. huboxidan:h. As bactêri as responsãvei s P!:, 

la fermentação lãtica pertencem a familia Lactobacteniace 

ae, são bastonetes, aos pares ou isolados, imõveis, ou 

ainda cocos que estão agrupados em cadeias ou 

gram positivos, microaerofilicos, tendo como 

isolados, 

· principais 

espécies pertencentes ao gênero Lactobacilluh: L. acido

philu-0, L. bulganicu-0, L. eahei, L. lei-0chmanii e Stnept� 

coccu-0 lactl-0. As bactérias responsãveis pela fermenta 

ção butirica pertencem ao genero Clohtnidium, sendo as 

especies mais importantes e. pahteunianum e C. -0acchano

butinicum. 

Tambêm relaciona a fermentação do dextra 

neo a presença de Leucono-0toc, sendo L. mehentenoideh, o 

principal agente dessa fermentação, ao mesmo tempo que re 

laciona vãrias bactérias pertencentes aos generos Bacil-

luh, Aenobacten e Stneptoeoccu-0, como sendo os 

veis pela fermentação do levâneo.· 

responsa-

SERRA� alii (1979) ao estudar a contami

naçao da fermentação a l coõl i ca, onde a caracteristica princi

pal foi a formação de pequenos flocos compostos de celu-
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las de leveduras e bactérias no mosto em fermentação, de

tectaram vãrias espécies de Baeillu�, sendo um deles iden 

tificado como Spo11.olac.,tobac.lllu-0,. que apresentou resis

tência ao tratamento ãcido (p.H 1,9-2,0). Esse isolado 

apresentou características morfolõgicas e bioquimicas mui 

to semelhantes a espécie isolada por KITAHARA e SUZUK I

{1963) identificada como Sponolac.,tobac.illu,.s inulllnu,.s. 

Posteriormente, os mesmos autores em 1980 

constataram que a flooulação do fermento era devido a bac 

•teria anteriormente descrita, e que hã uma correlação ne

gativa entre as bactérias e as leveduras vivas, o que nao

ocorre entre as bactérias e a acidez do vinho, uma vez.que

e positiva e altamente elevada.

Portanto, a acidez do vinho e indicativa 

da ocorrência de bactérias contaminantes, jã que essas ria 

sua maioria produzem ãcidos orgânicos. 

Verificou-se que a acidez do vinho e o ren 

dimento alcoõlico se correlacionam negativamente mostran

do o efeito especifico das bacerias, jâ o tempo de ferme� 

tação se correlaciona significativamente com a acidez, a� 

mentando em função da presença de bactérias contaminan

tes. 

O rendimento da fermentação apresentou uma 

correlação negativa com o numero de bactérias presentes, 

mostrando um decréscimo de 15%. 

AMOR.IM !_! alii (1981) ao avaliarem mater.iàl 
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de diferentes destilarias de vãrias .regiões do Estado 

de São Paul o, verificaram que as bacteri as contaminantes p� 

dem afetar o rendimento alcoõlico de forma a reduzir ã ni 

veis de 55% do valor teõrico. 

P.M0RIM e O LI V E I RA ( l 9 8 2) , se r e f e-

rem as bactérias pertencentes aos gêneros Acetobacte�, L� 

ctobac�llu-0, Clo�tnidium, Bacitlu-0, Entenobacte�, Leuco

no-0toe e St�eptococcu�, como sendo as mais atuantes e ge

ralmente associada com fracassos das fermentações devido 

ã formação de ãcido lãtico (homofermentativa) e outros ãci 

dos orgânicos. Tambem descrevem os problemas que a pre

sença desses microrganismos contaminantes traz ã ferme�� 

tação alcoõlica, correlacionando o rendimento alcoÕlico em 

função da acidez fixa do vinho, em função das bactérias 

presentes e concluem que hã uma correlação negativa en

tre esses parâmetros\ efeito resultante da presença des

ses contaminantes. 

A presença de bactérias tipo bacilo Gram 

positivo, em concentrações superiores que 10 8 
cel/ml, le-

va a urna redução do rendimento alcoõlico da ordem de 20 

a 98% do rendimento teõrico, revelando a importância do 

controle das populações bacterianas nos caldos (ALTERTHUM 

et alii, 1984). 

Muitos estudos vem sendo desenvolvidos na 

tentativa de se controlar a infecção nas fermentações al

cõlicas. A aplicação de ãcido sulfúrico, que e uma prãti 
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ca comum {AMORIM e OLI'VEIRA, 1982), de pentaclorofenol 

(GAI, 1945; BARRETO, 1949; ALMEIDA e LIMA, 1953; AYRES, 

1960), de diversas associações de penicilina e cloranfe 

nicol {AQUARONE � alii, 1968); tem sido recomendada para 

combater a infecção, aumentando assim o rendimento. 

SATO � alii {1980) elevaram de 10 e 12% 

o rendimento alcoõlico, quando utilizaram penicilina G p�

tãssica, hexaclorofeno e cloranfenicol, associados nas 

concentrações de 1000 U, 4 mg e 3 mg/1, respectivamente. 



3. MATERIAL E MtTODOS

3.1. Material 

O material para o presente trabalho constou de 

vinho de dornas em final de fermentação alcoõlica, apresenta� 

do contaminantes ao nivel - de 10 7 bacte�fas viãveis/ml. 

As amostras foram coletadas em 17 destilarias 

(aut�nomas e anexas) durante a safra li83/84, sendo a locali

zaçã·o, 'o tipo de tratamento do caldo, e a constituição damos 

to relaci'onados na Tabela. 1. 
• 

Para a realizaçio do _ trabalho 

zaram-se os seguintes meios de cultura. 

l. Meio de Contagem - Isolamento

Dextrose 

Monofosfato de Potãssio 

Cloreto de Potãssio 

Cloreto de Cãlcio 

Sulfato de Magnésio 

utili-

50 ( 30 ;2O}g 

O, 5 5 · ·
g

0,425 g 

0,125 g

0,125g 
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Cloreto Fêrri co 2,5 mg 

Sulfato de Manganês 2,5 mg 

Caseína Hidrolizada 5,0 g 

Extrato de Levedura 4,0 g

Ãgar 20 g 

Ãgua destilada 1000 ml 

2 . Meio para.Armazenagem 

Extrato de Levedura 20 g 

Proteose Peptona 5,0 g 
' 

Dextrose 10,0 g 

KH2P04 2,0 g 

Ãgar l 8, O g

Ãgua destilada 1000 ml 

3. YMA - Meio para Placa Mestra

Extrato de Levedura 3,0 g 

Extrato de Malte 3,0 g 

Peptona 5,0 g 

Dextrose 1 O, O g 

Ãgar 20,0 g 

Ãgua destilada l 000 ml 

Os meios de cultura, corantes e reagentes uti

lizados para os testes bioquímicos e microscõpicos estão des

critos na Tabela 2. 
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3.1.1. Prepauo do material 

. Meios de cultura 

Os meios de cultura foram preparados e este

rilizados por 15 minutos a 121QC em autoclave. 

Tubos de cultur.a(13 x 100 mm): 

Os tubos foram distribu1dos nas estantes de 

alumínio e cobertos com uma placa de crista

lização (_A estante contêm 2 grupos de 20 tu

bos 1, Cada estante, contendo 40 tubos, foi 

acondicionada em saco de papell fechado com 

clips e levado para esterilizar em forno Pas 

teur por 2 hs ã 180QC . 

. "Dispensete"tipo Oxford para distribuição do 

meio líquido em tubos (0-10 ml). 

O di'spensete foi acondicionado em uma jarra 

de ãcido inoxidãvel, coberto com papel aluminio e··pa

pel jornal e esterilizado ã 121QC por 15 minutos 

em autoclave . 

. Palitos de haste longa 

Os palitos foram acondicionados em tubos de 

cultura (25 x 200 mm}, com tampa rosqueãvel e 

autoclavãvel e esterilizados por 20 minutos 

em autoclave. 
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2 4. 

Tabela 2. Materiais utilizados na realização dos testes m\croscõpicos e 
bioquimicosº 

PROVA 

Coloração de Gram 

Coloração de Esporos 

Teste de Motilidade 

Teste de Catalase 

Teste Citacromo Oxidase 

Teste de Fermentação/ 
Oxidação 
Teste de VM (Produção 
de Acido) 
Teste VP (Produção 
de AcetoTna) 
Utilização de Citrato 
Teste Redução de Nitrato 
Descarboxilação de 
Aminoãcidos 
Produção de Urease 

Produção de Indol 

Teste Fenilalanina 
Deaminase 
Teste Crescimento 7% NaCl 
Teste Produção de DNase 
Teste Produção de H2S 

Teste Produção de Lipase 

Teste da Hi.drõlise do 
Aniido 
Hidrólise da Case,na 

Teste daHidr. da Gelatina 

Crescimento em EMB 

MEIO DE CULTURA 

YM 7\gar 

YM Ãga r 
Meio p/Esporulação 
YM Ãgar 
Meio p/Motilidade 
YM 71.gar 

YM Ãgar 

Meio OF 
(Hugh-Leifson) 
Caldo Glucose 
Fosfato (VM) 
Caldo Glucose 
Fosfato (VM) 
Agar Citratode Simmon 

REAGENTE OU CORANTE 

Cristal violeta, sa
franina, lugol 
Verde malaquita, sa
franina 

Agua Oxigenada (3%) 

N-N-dimetil p-fenile
nodiamina monohidro
c lo reto ( DMFB) ,a, na fto l

Solução de vermelho 
de Meti la 
a.-naftol, hidrõxido 
de Potãssio 

Caldo Nutr. +0,1% KN03 Reativo Ge Griess 
Caldo Basal Moller+aa 

Agar Ureia de 
Christensen 
Caldo Peptona Tripti Reativo de Kovacs 
case(Caldo Triptofano) 

Ãgar PHE deaminase 

Meio S:taphyioc.oc.c.Uó 110 

Solução de Cloreto 
ferrico 10% 

Me i o B as a l + DN A H C 1 ( l N ) 

Peptona Iron Agar(PIA} 

Meio Basal+Tween 80 

Agar Nutriente + 1% Lugol 
Amido 

Ãgar nutriente + 
1% Caseina 
S 110 HCl l N 
Cal do Nutr.+ l5%Ge l. 
Meio EMB 



3.2. Métodos 

25. 

O esquema de trabalho para o isolamento das 

bactérias contaminantes da fermentação alcoõlica e da armazena 

menta das culturas puras encontra-se na Figura 1. 

A metodologia para os testes microscõpicos e 

bioquimicos estã descritil por DOESTCH {_1981) e SMIBERT e KRIEG 

{_1981).

O esquema mostrando a reativação dos isolados 

para posteriores testes bioquimicos encontra-se na Figura 2. 

O sistema empregado para identificação dos 71 

i s o 1 a d o s . f o i um a mo d i f i c a ç ã o d o m ê to d o d e L E E e P FE IF FE R ( 1 9 7 5) 

descrito no trabalho de CANHOS (_1980). Algumas modificações

foram introduzidas pela utilização da replicação em tubos,pri� 

cipalmente para os meios líquidos. Os meios liquidas foram adi 

cionados aos tubos esterilizados(distribuídos nas estantes em 2 

grupos de 20} com o auxilio de um dispensete tipo Oxford (1-

10 ml)., assépticamente. 

Placa Mestra 

A maneira de se preparar a placa mestra com o 

auxilio de um replicador multifio de níquel-cromo, contendo 

2Q agulhas estã esquematizado na Figura 2. 

As culturas inoculadas na placa mestra recebe

ram numerações conforme a Tabela 3. 

A placa mestra e a distribuição dos meios líqu1 

dos aos tubos foi feita em câmara de fluxo laminar (Vecco). 
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29. 

Tabela 3. Numeração das culturas. 

NQ ISOLADO PROCEDl:NCIA 

l Usina Barra Grande, SP 

2 Destilaria Jardeste, SP 

3 Usina Santa Bãrbara, SP 

4 Destilaria Brasil ândi a S/A, MS 

5 Destilaria Brasilândia S/A, MS 

6 Destilaria Brasilândia S/A, MS

7 Destilaria Mandu, SP 

8 Destilaria Vale Verde, SP 

9 Destilaria Vale Verde, SP 

10 Usina São José, SP 

11 Desti 1 ari a Guari canga, SP 

l2 Destila ria Ri o Brilhante, MS 

13 Destilaria Rio Brilhante, MS

14 Destilaria Uniãlcool, SP 

15 Destilaria Uniãlcool, SP 

16 Destilaria Brasilândia S/A, MS 

17 Destilaria Guari canga, SP 

18 Usina Santa Elisa, SP 

19 Usina Costa Pinto, SP 

20 Destilaria Moema, SP 

21 Usina Barra Grande, SP 

23 Destilaria Galo Bravo, SP 

24 Usina Barra Grande, SP 
. .

26 Usina Costa Pinto, SP 

27 Usina Barra Grande, SP 

28 Destila ria Galo Bravo, SP 

29 Destilaria California - DACAL, SP 

30 Destilaria Uniãlcool, SP 

Cont. 



Tabela 3. Continuação. 

NQ ISOLADO 

33 

34 

35 

37 

38 

41 

42 

43 

44 

45 

46. 

47 

48 

49 

50 

51 

52 

53 

54 

55 

56 

57 

58 

59 

60 

61 

62 

PROCEDÊNCIA 

Destilaria Rio Brilhante, MS 

Destilaria Jardeste, SP 

Usina Santa Elisa, SP 

Destilaria Uniãlcool, SP 

Destilaria Mandu, SP 

Usina Costa Pinto, SP 

Usina Vale do Rosãrio, SP 

Destilaria Brasi lândi a S/A-DEBRASA, MS 

Destilaria CalifÕrnia, SP 

D estilaria Brasilândia S/A-DEBRASA, MS 

Destilaria California-DACAL, SP 

Destilaria Moema, SP 

Destilaria Vale Verde, SP 

Usina Vale do Rosãrio, SP 

Usina Vale do Rosãrio, SP 

Destilaria Brasilândia S/A-DEBRASA, MS 

Usina São José (Macatuba)., SP 

Usina São José (Macatuba), SP 

Usina São José (Macatubal, SP 

Usina São José (Macat�ba), SP 

Destilaria Galo Bravo, SP 

Desttlaria Jardeste, SP 

Usina Barra Grande, SP 

Destilaria Alcidia, SP 

Destilaria Vale Verde, SP 

Usina Vale do Rosãrio, SP 

Usina Barra Grande, SP 

Cont. 

30.



31 

Tabela 3. Continuação. 

NQ ISOLADO PROCEbtNCIA 

63 Destilaria Jardeste, SP 

64 Destila ri a Brasilândia S/A-DEBRASA, MS 

65 Destilaria Jardeste, SP 

66 Destila ri a Jardeste, SP 

67 Destilaria Galo Bravo, SP 

68 Destilaria California (DACAL), SP 

69 Usina Barra Grande, SP 

70 Destilaria Jardeste, SP 

71 Destilaria Vale Verde, SP 

72 Destilaria Brasilândia S/A-DEBRASA, MS

73 Usina Santa Barbara, SP 



32. 

Apos consulta ã diversos trabalhos de taxono-

mia bacteriana e manuais para identificação, foram construi

das 12 chaves, conforme as Figuras 4, 5, 6, 7,  8, 9, 10, 11, 

12 , 13, 14, 15; as quais foram usadas no presente trabalho, 

per mi t i n d o a i d e n ti f i cação d os i s o l a d os ( W O L F e BARKE RS , l 9 6 8 ; 

GORDON, HAYNES e PANG, 1973; BAUMANN, DOUDORAUF e STANIEIZ, 

1968; BAUMANN, 1968; HENRIKSEN, 1968, 1973; JUNI, 1972, 1978 , 

1981; B0VRE e HAGEN, 1981; SCHELE I FER, KLOOS e KOCUR, 1981; 

KOCUR e SCHELEIFER, 1981; NORRIS � alii, 1981; SHARPE, 1981; 

T EUBER e GEIS, 1981; BERGEY, 1976; BERGEY, 1984).
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ESPORÂNGIO NAO 
DISTINTAMENTE 
ENTUMESCIDO 

PAREDE CELULAR 
FINA 

GRUPO 1 

B. e.o ag ulaw.,
B. ce.Jz.e.l.L6
B. 'üc.he.ni 6 omnú.:i
B. m e.g af.e.AÜ11Yl

B. -6 ub.t,i.,l.ú.,
B. .te.n:tu.ó

B. 6illml.L6

BASTONETES GRAM(+} OU GRAM-VARIÃVEL 
CATALASE (+) 
PRODUÇAO DE ESPOROS 

ESPORO OV.AL 
OU CILTNDRICO 

ESPORO USUALMENTE 
OV.AL (;3). ESPORÃN 
GIO DISTINTAMENíE' 
ENTUMESCIDO 

PAREDE CELULAR 
ESPESSA 

. GRUPO 11 

B. -6.t'1.e.ano.thvunopW.1.L6
B. e.o ag ulaw.,
B. la.te.no-6 po'1.I.L6
B. poümixa
B • mac.e.Jz.an.6
B. lcvwae.
B. popp.lU..ae.
B. le.vitún o Jz.b I.L6 

B. bne.vi-6
B. pulvi6aUe.n1,
B. pan.to .the.ntic.Ll.6
B. c.ifl.c.ulaw.,
B. af..ve.i

Figura 5. Chave para o gênero BamlUó. 

ESPOROS 
ESFERICOS 

35. 

ESPORÃNGIO 
ENTUMESCIDO(.l) 
NAO FERMENTA TI 
V0(2). CASE!NA 
E AMIDO NAO HI 
DROLIZADOS. 
REQUERIMENTOS 
NUTRICIONAIS 
COMPLEXOS 

GRUPO III 

B. -6 phavu.c.Ll.6
B. paJ.i.te.uJÚÁ.



1 
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1 
GLUCOSE 

( - )

(-) 

IN IBITÕRIA 

UREASE 

(_+} 

• 
(-) 

HIDRÕLISE DA 
CASETNA 

ESPORO OVAL OU CILfNDRICO 
CRESCIMENTO A 609C 

CRESCIMENTO EM 
CONDIÇÕES ANAERÕBICAS 

1 

(+) 

B • c..o ag ul..anJ.i

(+) 
1 

Leciti nas e 

1 1 

(-) (+} 

36. 

PEQUENAS GRANDES CELULAS 
CELULAS NAO VACUOLADAS 
VACUOLADAS 
B. iU,c..he.VIÁ,6oJz.mLó B. c..e.'Le.UJ.i

1 

J\CIDO EM GLICOSE(NH4)(_+)

1 

(-} 

(+) 

GLUCOSE NAO INIBITÕRIA 

e-)_ 
' 

GRANDES CEL ULAS 
VACUOLADAS 
B. me.gaxe.,11.iu.m

1 
VP 

(+) 
1 

PEQUENAS CELULAS 
NAO VACUOLADAS 
B. -6u.b�

E VARIANTES 

B. lentUJ.i B • 6vzm UJ.i 

Figura�- Chave para o Grupo Ide Baclllu.6. 



(-) 

(-) 

NAO LATERALMENTE 

(- )_ 

ESPORO USUALMENTE OVAL
ESPORANGIO ENTUMESCI DO 
CRESCIMENTO A 65QC pH 7,0 

CRESCIMENTO a 60QC, pH 6,0 

(+) 
POS I ÇAO DO B • c.oa.gu.lcw., 
ESPORO NO ------, 
ESPORANGIO �ATERALMENTE

L. latvz.MpOJu.16

(+}
PRODUÇAO DE GÃS ------., 

(+ }ÃCIDO
1 

C+) VP (-l 
B.po.lúni,xa. 1 

B • ma.c.eJz.a.n6

37. 

(+). 

NÃO PATOGtNICOS PARA INSETOS 
1 

PATOGtNICO P/INSETOS 
BOM CRESCIMENTO EM NUTRIENTE AGAR 

HJDRÕLISE DO 
AMIDO 

1 

(-} 

l

NAO H 1 DRÕL ISE 
DO AMIDO 

CRESCIMENTO EM 
CALDO GLICOSADO' EM

ANAEROBIOSE 

POBRE CRESCIMENTO
EM NUTRIENTE AGAR
B • iaJLv a.e. 
B. papUUa.e.
B·. f.e.ntJ.manbu.-6 

,-h 
B. b11.e.v..U B. pulv.láa.den6

NAO CRESCIMENTO CRESCIMENTO CALDO 10% NaCl 
EM CALDO COM 10% NaCl B. pa.n:to.then.tlcu.6

1 (-} ----vp e INDOL ---- (+} 
B. wc.ula.Yl-6 B. ai.ve.l

Figura .7. Chave para Bastonetes do Grupo II. 
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HIDRÕLISE
DA 

CASEINA 

1 

CORPO 
PAROSPORAL 
NO ESPORÂNGIO

(e-) 1 ( +)

(-) 

65QC 

(f)
i 

B. la..hvae.

(;) 
l 

GEN-ERO BACILLUS 
CATALASE 

(+) 

{-) 

65QC {-) 

(_) 
HID_RÕLISE DO AMIDO 

{ -1:) 

CRESCIME1HO ANAERÕBIO
rn AGAR 

39. 

{+) 

(+) 

�oppü.J..ae. ACIDO A PARTIR
DE GLI COSE/NH 4 liC IDO E GliS 

A PARTIR DE 
GLUCOSE/NH4

B • f e.,nüm o JÚJ w.,

(-)
1 

B. 1, phavú.CJ.U,
(AMIDO-N02-
CAS VAN+PHE)

(+) 
1 

B. b1Le.v.ú,
(AMIDO-NOz-N03{v)

. CAS+) 
(-) 

CITRATO 

(-) (+) 
,-----'--, 

B. me.gatvú.um

(+) 

B. mace.M.n6 ( CAS .ft-)) 
N03-!'l02v)

CRESCIMENTO A!�A
ERCiBI CO Erl AGAR 

<6,0 pH EM CALDO VP >6,0

B. wCJLtruui

{CITRATO A 
MAIORIA.(-})

(-} 
E. frúzmu.6 1 

HIDRÕLISE
(-) DO.AMIDO (+) 

1 ( +)

CRESCIMENTO
A 509C 

B. pumUu,6 B. 1, ub-ti.ti6
(N03-NOz(-))

(-) 

B. al.vei..

1 
(;.;) 

liCIDO E Glis NaCl A PARTIR DE 
'GLUCOSE .(-=) ]% • 

(-) . - (+) r--
-'--

--l
+

),...=. -=-------'-->.1 

CRESCIMENTO 
ã pH 5,7 

(+)

B o:_,_ B. coa."-

.po..[.,(,111.(Aa. guR..an6 

B. U.cl1e-
11.·.[60Ju1ú,/;,

. Figura 9. Chave para o g�nero BaclU.u6-. 
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46. 

4. RESULTADOS

Foram isoladas 71 culturas bacterianas a par

tir de amostras de vinho de dornas em final de fermentação al 

cõlica, das quais 66 culturas foram caracterizadas (Figura 16) 

e identificadas (Figura 17). 

Na Figura 18 são mostradas as pocentagens de 

cada um dos microrganismos isolados. 

As caracteristicas microscõpicas e bioquimi-

cas das bactérias isoladas encontram-se na Tabela 4. 

O agrupamento das bactérias isoladas de acordo 

com a sua proced�ncia encontra-se na Tabela 5. 

A Tabela 6 mostra a distribuição tlos generos 

das bactérias de acordo com o tratamento do caldo e a consti

tuição do mosto utilizado em cada destilaria. 

A distribuição das bactérias isoladas de acor

do com o tipo de destilaria (Anexa ou Autônoma), o tipo de tra 

tamento do caldo e a constituição do mosto encontra-se na Ta

bela 7. 
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Tabela 6. Distribuição dos gêneros de acordo com o tratamento do caldo e 

constituição do mosto. 

TIPO 
TRATA- IDENTIFICAÇAO DOS PROCEDtNCIA MENíO NQ DO ISOLADO 

NO ISOLADOS(GEAEROS) 

CALDO 

U.B.G., SP l MiCJW e.o e.e.LI.ó s p. 1 , 24 
13 aú:U..Uó s p . 58,-62', 69

L ac..:to 6 ac.LUr.v., sp. 27 
N. I. 21 

U.S.J.M., SP l A c.in.uo b..a.c..:teA s p . 10 
Bac.iilr.v., s p . 52, 53, 54, 55

U. V. R. , SP l Bac.iilr.v., s p . 42, 49, 50, 61 

U.S.E., SP l A c.in.uo b.ac..:te.n s p . 18 
B ac.i.Ur.v., sp. 35 

U.C.P., SP l Ac.in.e.-toba.c..:te.n sp. 19 
B a e.ili r.v., sp. 41 
N. I. '26 

U.S.B., SP 8 Ac.in.uoba.c..:teA sp.
B ac.i.UU6 sp. 73 

D.Alc1dia, SP 2 Bac.J.,Uw., sp. 59 

D.G.Bravo, SP 2 Mi Mo e.o e.e.LI.ó s p. 23 
Lado6.acúlir.v., sp. 28 
BaúUr.v., s p. 56, 67 

D.Jardeste, SP A c.in. uo b a. c;t eJz. sp. 
Bac.i.Ur.v., sp. 3.4, 5 7 ,63 ,65 ,66 ,:?O 

D.Mandu, SP .3 Ac.-i.nuoba.c.teA sp. 
Ba.� s p . 38·

D.Moema, SP 3 Acl.netoba.c.teJt. sp. 20-
Ba.cil,lu.6 sp. 47 

Cont. 



Tabela 6. Continuação. 

PROCEDÊNCIA 

D.V.Verde, SP

DEBRASA, MS 

D.Guaricanga,SP

D. Ri o B te . , MS

D. Uniãlcool, SP

DACAL, SP 

LEGENDA: 
TIPO TRATAMENTO 

TIPO 
TRATA
MENTO 

DO 
CALDO 

4 

5 

5 

6 

7 

7 

IDENTIFICAÇAO DOS 
ISOLADOS (GÊNEROS) 

Aune:tobac:t:e.tt. sp. 
BacJ.11.,l.ló s p. 

A une.to b.ac;te.tt. s p . 
B acJ.11.,l.ló s p . 

A une:to ba c:t:e.tt. s p . 

Aune:tobac;te.tt. sp. 
B aúUl.ló s p . 

Aune:tobac;te.tt. sp. 
Le.uc.ovwótoc. sp. 
Bauill.ló s p. 

Aune:tobac;te.tt. sp. 
Bauil!.J...6 sp. 

Caldo Aquecido 
Caldo Aquecido 
Caldo Aquecido 
Caldo Aquecido 
Caldo Aquecido 
Caldo Aquecido 

- -Decantado 
- Decantado 
- Decantado 
- Decantado
Decantado 

Caldo Diretos/Aquecimento 

N9 DOS ISOLADOS 

8, 9 
48, 60, 71 

A, 5, 16 

5 8. 

,43, 45, 51, ó4, 72 

11 , 17 

12, 1 3 
33 

14, 15 
30 
37 

6 
44, 46, 68, 23 

+ Melaço
+ Xarope
+ Pré-evaporado
Pré-Evaporado + Xarope 

1 -
2 -
3 -
4 -
5 -
6 -
7 -
8 - Caldo Direto, peneirado+ Melaço 
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Tabela 7. Dtstribuiçâo das bactêrias isoladas de acordo com o tipo de 
de destilaria (Anexa ou Aut�noma) e tipo de tratamento do cal

do e constituiçâo do mosto, 

TIPO TIPO IDENTIFICAÇAO DOS ISOLADOS ORIGEM DE TRATAM. 
DESTIL. CALDO (GtNERO E ESPtCIE) 

U.B.G., SP A l ,Vilc.M c..o C.C..Uó J!..tjí..ae.
B_. 1.) ub �
B • b;z_e, V V.,
[ac..to b aclte.Uó s p .
BaWÁ:. U6 s p .

U.S.J., SP A l A úne;t:o b.ac..te.Jt e.aí!.. e.o ac.e..:U c.Uó
B. megaxé.uWYI ·

B. 1.iub�

U.V.R., SP A l B. 1.iub�
B. me.gate.f/Á..wn

U.S.E., SP A l Aúnetobac..te.Jt c..af!..c.oac..e..:Uc..Uó
B. b.1te_ V V.,

U.C.P., SP A l A úne;t:o bac..te.Jt c.af!..c.o ac.e..:Uc.Uó
B. bJz.e.v-l6

BaWÂ:.Uó sp. 

U.S.B., SP A 8 Aúnetobac..te.Jt c..af!..c.oac.e..:Uc..Uó 
B .• 1.i ub-tlU.!.i 

D.Alei dia, SP B 2 B: 1.iub� 

O.Galo Bravo, SP B 2 MiCJz..oc.oc.c.Uó f!..tJlae. 
Lac..tobaúU..Uó sp. 
B. b1te.vl6
8. � ub.t:lU.h

D.Jardeste, SP B 3 Ac.lne.tobac.t.eJL c.aleoaeetleu.6 
B. � ub.tlU!,

D.Mandu, SP B 3 A c.lnetobac:t.vr. c.aleoaeetiC.Ll.6 
B. � ub.ti..U.6

Cont. 



Tabela 7. Continuação. 

TIPO 
ORIGEM DE 

DESTIL. 

D.Moema, SP B 

D.V.Verde, SP B 

DEBRASA, SP B 

D.Guaricanga, SP B 

D. Rio Bte., MS B 

D.Uniãlcool, SP B 

DACAL, SP B 

LEGENDA: 

TIPO 
TRATAM. 
CALDO 

3 

4 

5 

5 

6 

7 

7 

IDENTIFICAÇAO DOS ISOLADOS 
(GENERO E ESPÉCIE) 

Aúnetobaeten ea,leoaee;üew, 
B. megatoúwn

Aúne;tobacten ea,leoaee;üeUJ.i 
B. ,5ub�

Aúne;tobacte_n ea,leoaee;üeUJ.i 
B. bJLevv.
B. ,5 ub.:tLü..i:,

Aúne;tobact� ea,leoaee;üeUJ.i 
Baci.llw, s p . 

Aúne;tobacten �af._eoaee;üeu6 
B. ,5ub�

Aúne;tobacten ea,leoaee;üeUJ.i 
Leueono'5toe mu evitenoide.J.i 
B. ,5ub�

Aúne;tobacten ea,leoaee;üeUJ.i 
B. bne_vv.
B. ,5ub�
B. me_ga;teniwn

TIPO TRATAMENTO l - Caldo Aquecido - Decantado+ Melaço
2 - Caldo Aquecido - Decantado+ Xarope
3 - Caldo Aquecido - Decantado+ Pré-Evaporado

60. 

4 - Cal do Aqueci do - Decantado Pré-Evaporado + Xarope
5 - Caldo Aquecido Decantado
6 - Caldo Aquecido
7 - Caldo diretos/Aquecimento
8 - Caldo direito� peneirado+ Melaço

A - Destilaria Anexa 
B - Destilari:a Autônoma 
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5. DISCUSSAO

Das 66 bactérias isoladas e jdentificadas, 47 

(71,1%) apresentaram reação de Gram positivas, e destas 41 

(62,1%) apresentaram morfologia de bastonetes, exibiram espo

ros e produziram catalase positiva. 

Esses 41 isolados foram classificados de acor-

do com o Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey 
-

(1974), parte 15, como pertencendo ã Familia 

nero Bac.lffu.6. 

Bac_iffac_e.ae., g� 

De acordo com a similaridade para os testes bi� 

químicos, esses foram agrupados e classificados quanto ã espe 

cie utilizando-se das chaves construidas a partir da literatu 

ra consultada. 

Para os isolados numeras 33, 34, 37, 38, 41, 42, 

48, 50, 51, 52, 54, 55, 57, 58, 59, 60, 61, 63, 64, 65, 66, 

67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, que representa� 68,3% dos basto

netes G + isolados, as caracteristicas importantes que levaram 

a identificação do gênero-espêcie foram: catalase (+); VP (+); 
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crescimento 7% NaCl; redução de N03-No2 (+), produção de ãci

do em glicose, hidrÕlise da caseina, crescimento a 50QC, per

mitindo que fossem classificados como Baeillu� �ubtili� {Ta

bela 8). 

Para os isolados numeras 46, 47, 49 e 53 (Tab� 

la 9), a morfologia bacteriana apresentando celulas grandes, 

de Gram variãvel, esporuladas, muitas vezes exibindo glÕbu-

los não corados, e os resultados obtidos dos testes bioqui-

micos, levou a identificação desses isolados como sendo Baeil 

lu� me.gate.-JLium, que representaram 9,8% dos :bastonetes espo

rulados isolados. 

As caracteristicas bioquimicas que levaram au 

essa identificação foram: catalase (+), VP (-), crescimento em 

7% NaCl {S 110), produção de ãcido em glicose, hidrÕlise do 

amido e caseina (+), e redução de N03-No2 variãvel.

Foi observado que em 3 isolados (47, 49, 53), 

as colônias apresentavam coloração alaranjada quando do isola 

menta. Entretanto, essa caracteristica foi perdida com o pa� 

sar do tempo pelos isolados 47 e 49 e sõ se manteve para o 

isolado 53. 

Consultando a literatura, verifica-se que as 

especies de Baeillu� pigmentadas ocorrem frequentemente com 

colônias amarelas, rosas ou laranjas. No entanto, em muitos 

organismos a produção de pigmento pode ser verificada como 

sendo uma propriedade transitõria {GORDON, HAYNES e PANG, 1973) 

que estã relacionada a linhagens de Baeillu� de especies bem 

definidas, particularmente B. �ubtili�, B. pumilu� e B. me.ga-
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,t e ni u.m ( T U R N E R e J E R V I S , 1 9 6 8 a } • O s me s mo s a u to r e s ( 1 9 6 8 b } , 

relataram que dentre as espécies de Ba.c.illu.J.i isolados de pa.!!_ 

tano salino e outros tipos de solo, usando como tratamento.se 

letivo o calor, uma grande proporção de 70%, exibiram colô-

nias laranjas, amarelas ou rõseas, onde se encontrou carotenõi 

de s. 

Segundo alguns autores, essas linhagens nao 

sao facilmente encontradas em solos não salinos, embora pos

sam ocorrer eventua1mente em outros tipos de solo e parece 

que o fator ecolõgico principal governando a distribuição de�

sas linhagens pigmentadas e a salinidade (HOROWITZ - WLASSO

VA (1931); BROWN (1964), que seleciona os organismos saltole-

rantes, e por essa razao prevalecem sobre a população 

NER e JERVIS, 1968a). 

(TUR-

Verifica-se que o isolado 46 nao apresentou e�· 

lônia pigmentada, enquanto os isolados 47, 49 e 53 , exib..iram co 

lônias rugosas e alaranjadas. Ao se verificar o tipo de tra 

tamento dado ao caldo, observou-se que o isolado 46 era pro

veniente de uma destilaria onde não se faz tratamento térmico 

do caldo e que os isolados 47, 49, 53 são originãrios de in

dustrias onde se faz tratamento termice ao caldo. 

Com base na literatura (TURNER e JERVIS, 1968). 

o aparecimento das linhagens apresentando colônias pigmenta

das pode ser explicado pelo tratamento termice ao caldo, se

lecionando essas linhagens coloridas. 
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Para os isolados numeros 35, 43, 44, 45, 56 e 62 

(Tabela 10), as características importantes que levaram a 

identificação dos isolados como Baeillu� b�evi� foram: basto-

netes Gram positivo; esporulados, com col6nias de co 1 oração 

branco-acinzentadas, opacas que se espalhavam rapidamente por 

toda a placa, e que em meio liquido formavam película� catal! 

se (+), VP (-), produção-de ãcido em glicose(+), crescimento 

em 7% NaCl (-), redução N03 -No 2 (variãvel),hidrõlise do ami

do (-) e hidrõlise da caseína (+), sendo que representaram 14,6% 

dos esporulados isolados. 

Como se pode observar a maior porcentagem dos 

isolados (71 ,1%) pertence ao gênero Baeillu�, fato esperado, 

uma vez que estas bacterias estão amplamente distribuídas na 

natúreza, frequentemente isoladas do solo, que e um ambiente 

heterogêneo e permite o desenvolvimento de muitas espécies ml 

crobianas; e apresentam a capacidade de resistir as adversida 

des do meio por formar esporos. 

As condições peculiares de cada etapa na indus 

tria dõ--,açucar e ãlcool, como as altas temperaturas e os valE_ 

res de pH irã selecionar a população bacteriana contaminante 

do caldo de cana favorecendo os esporulados que tem capacida

de de resistir as adversidades do -meio. 

O isolado nümero 30, foi �coletado em dor-

nas em final de fermentação, de uma destilaria que não tra 

tava o caldo com aquecimento ou biacidas ria ipoca da coleta 

apresentava uma contaminação acentuada de 1,2 x 10 8 bactirias/
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ml nas dornas de fermentação e grande formação de gomas nas 

peneiras do " rnsh-cush 11 que precisava ser removida manualmente. 

O histõrico do isolado associado ãs caracteris 

ticas morfolõgicas e bioquimicas (Tabela 11) levou a identifi 

caçao desses microrganismos contaminante�como sendo Leuc.onoh

to e.. 
+ O tipo de morfologia celular, cocos G , usual 

mente aos pares, crescendo na presença de 7% NaCl e' de azida 

de sÕdio, formação de polissacarideos ã partir da sacarose, 

não utilização de citrato, formação de ãcido a partir de saca 

rose, glucose, frutose e lactose, leva a identfficã-lo como 

Leuc.anohtoc. mehentehoideh (Tabela 11). 

Apesar da literatura dar grande ênfase na dete 

rioração causada por Leuc.onohtac. mehentehoideh, esse micror

ganismo somente foi isolado de destilaria que não tratava o 

caldo com aquecimento e representou 1,5% das bacterias iso

ladas e identificadas. 

De acordo com a literatura (STIRLING e WITTEN

BURY (1963), a sua ocorrência e de 80% das bacterias lãticas 

associadas ãs plantas e a sua capacidade de se multiplicar no 

caldo de cana deteriorando-o tem sido verificada (PEDERSON e 

HUCKER, · 1946; MacCLESKEY � alii, 1947; FAVILLE, 1957; EGAN 

1966; BEVAN e BOND, 1971; MacMASTER e RA'UNO, 1977). 

No entanto, o fator temperatura limita o apar� 

cimento desses microrganismos na destilaria, uma vez que nao 

foi i so 1 a do nas destila ri as que fazem tratamento termi co do cal do. 
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Dadas as características dos isolados 27 e 28 
-

(Tabela 12), estes foram classificados como pertencendo ao g� 

nero Laetobaeillu-0 sp, sendo que representam 3% da popul� 

ção de bastonetes isolados. 

Como se sabe, a ocorrência de Laetobaeillu-0 sp 

nas plantas representa apenas 10% das bacterias lâticas (MUNDT 

e HAMMER, 1968), sendo que desses, os mi-crorganismos que podemalca.!!_ 

çar a industria do a�ücar e ãlcool são as linhagens acidÕfi 

l as , a ç u c ar to l era n te s e o mo L. e o n 6 u-0 u-0 ( S H AR P E , G AR V I E e T I L

BURY, 1972) e ocasionalmente L. planta11..um e L. ea-0e.i se multi 

plicam no caldo deteriorando-o. 

Os isolados l, 23 e 24 (Tabela 13) foram elas 

sificados como pertencentes ã familia Mie11..oeoeeaeeae, por se 

rem cocos Gram positivos, catalase (+). 

Os isolados l e 24 apresentaram colônias pequ� 

nas e de coloração creme, enquanto o isolado 23 tinha colônia 

com coloração bege. 

G r a n d e d i f i e u l d a d e f o i e n c o n t r a d a n a d i f e r en e i a 

çao dos gêneros para esses isolados. Porem, ao se comparar 

os resultados morfolõgicos e bioquímicos, para os isolados l 

e 24, com a literatura consultada, esses microrganismos estão 

mais relacionados com o gênero Mie11..oeoeeu-0 e por apresentarem 

coloração creme foram classificados como MieM..eoeew., fylae, 

(SCHELEIFER, KLOOS e KOCUR, 1981), enquanto o isolado 23 que 

apresentou colônias bege, celulas com movimento, crescimento 

em 7% de NaCl, estâ mais relacionado com o gênero Pfanoeoeeu-0 
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e, segundo KOCUR e SCHLEIFER {1981) uma maneira fâcil de iden 

tificã-los e o crescimento em altas concentrações de sal (12%) 

e a produção de pigmento marron-amarelado. 

Os isolados números 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 

11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, l9�e 2 0  apresentaram caracte

rísticas morfolÕgicas, microscópicas e bioquímicas (+ de 95%) 

idênticas, devendo-se tratar do mesmo microrganismo (Tabe-

la 14). De acordo com o manual de Bergey, parte 10, esses 

bastonetes curtos (cocobacilos), Gram negativos, catalate (+), 

oxidase negativa; Indol; VP; descarboxilação de aminoãcido, ne 

gativo; metabolismo estritamente aerõbio, movimento positivo, 

pertencem ã família Nei-0-0ehiaeeae, genero 

pecie A. ealeoaeetieu-0. 

Para BERGEY (1974), a família Nei-0-0ehiaeeae a-
-

presenta 4 generos: Nei-0-0ehia, Bnanhamella, Mohaxella�eAeine-

tobaeten, enquanto para B0VRE e HAGEN (1981), baseados nos es 

tudos utilizando técnicas genêticas de transformação e hibri

dização e têcnicas de cromatografia -líquido-gasosa, essa famflia aprf::: 

senta 4 gêneros: Aeindobaê.:tvi,, MoM.Jcella, Nw-0euo. e K1ngeLto.; 

e 2 subgêneros para Monaxella: Monaxella e Kingella. 

Os estudos de BAUMAN, DOUDOROFF e STANIER {1968 a 

e b) e JUNI (1972, 1978), distinguem o gênero AeLnetobaetende 

outros gêneros da família NeL-0-0enLaeeae com base na reação de 

oxidase que é negativa somente para esse genero. 

A produção de ãcidos i partir da glicose aero

bicamente foi de grande importância para classificação desses 
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microrganismos, sendo os produtores de ãcido considerados co

mo linhagens de Ba.c.:te.lÚum a.n.1-:tJta.:tium•:ou He.1te.lla. va.gi,n.1-c.ola., e.!!_ 

quanto os não produtores de ãcidos a partir da glicose chama 

dos de Monaxe.lla lwoóó1- e M1-ma polymonóa. (JUNI, 1984). 

Os resultados dos trabalhos de JOHSON, ANDER

SON e ORDAL, 1970; JUNI {1972) utilizando têcnicas g�nêticas, 

sao a base para a unificação do gênero A�in.e.:tobac.:te.Jt para as 

bactérias anteriormente chamadas de Ba.c.:te.,úum an.i:tna.:tum, Cy:t� 

phaga an.i:tna.:ta, C. lwoóii, Viploc.oc.c.u.6 muc.o.6u.6, He.ne.lla c.a.6e.� 

ly:tic.a, H • .6apon.iphylum, H. va.gin.,i,c.ola., B5W, Mic.noc.oc.c.u.6 c.al

c.oac.e.:tic.u.6, M-: c.e.nióic.a.n..6, Mima polymonóa, Monaxe.lla. gluc.o,,e..,[:ti 

e.a, M. lwoó,-6,i,, Ne.i-0.6e.1tia._,. Win.ogna.d.6k.y e outras relacionadas ao 

genero Ac.hnomoba.c.:te.n e Alc.a.lige.n.e.-0. 

B0VRE � alii (1976) verificou que hã uma dif� 

renciação evolutiva dentro do gênero Ac.ine.:toba.c.:te.Jt, quando uti li 

zou a têcnica de transformação para o gene Strr . 

De acordo com o Subcomitê de Taxonomia de Mo

raxella e Bactêrias Afins (1971), o gênero Ac.ine.:toba.c.:te.Jt deve 

incluir somente as linhagens que apresentam oxidase negativa, 

embora originalmente PREVOT {1954) incluía como pertencentes 

ao genero bactêrias oxjdase positiva e negativa. 

Os trabalhos de LAUTROP {1974), HENRIKSEN e B� 

VRE (1968, 1976) tem mostrado que Ac.in.e.:toba.c.:te.Jt, oxidase neg� 

tivo, e os microrganismos oxidase positivo pertencem ao gene

ro Monaxe.lla e devem ser considerados gêneros da mesma famí-

1 ia. 
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A especiação de Aeinetobaeten nao. tem sido fei 

ta pois ainda não hã um critirio claro que possa estabelecer 

diferentes espécies. BAUMANN {1968) dividiu os microrganismos 

pertencentes ao gênero Aeinetobaeten em vãrios grupos nutri

cionais baseado principalmente na capacidade de usar uma se

rie de fontes de carbono, enquanto HENRIKSEN {1973) sugeriu 

que sejam chamados de Aeinetobaeten lw_E_á__6i aqueles microrga

nismos não produtores de ãcidos a partir de açucares. 

De acordo com os resultados obtidos e com base 

na literatura consultada, esses isolados (NQs 2 a 20) foram 

classificados como Aeinetobaeten c.alc.oac.etieu..6 ,· sendo que o is� 

lamento desse gênero na industria alcooleira não e citado na li tera 

tura consultada. 

A presença desses microrganismos se reveste de 

importância pelo fato de apresentarem capacidade de resistên 

eia e marcas nutricionais. Jã foram isolados fagos liticos 

(HERMAN e JUNI, 1974), bem como plasmideos jã foram encontra 

dos em muitas bactérias pertencentes ao gênero Aeinetobaeten 

{MURRAY e MOELLERING, 1979; HINCHLIFFE e VIVIAN, 1980), sendo 

que alguns plasmideos podem ser transferidos por conjugação i 

partir de P-0eu.domona.6 para Aeinetobaeten, onde são residen

tes estiveis. (OLSEN e SHIPLEY, 1973). Com a utilização de 

plasmideos é possivel mobilizar o cromossomo de Aeinetobaeten 

e transferir os genes para linhagens receptoras (TOWNER e VI

VIAN, 1976a), o que demonstrou que o cromossomo desses mi crorga,i� 

mos e circular (TOWNER e VIVIAN, 1976b}. 



76. 

Assim, por essa capacidade de transferência de 

material genetico para outra bacteria por conjugação, ou pela 

atuação de fagos l"íticos, a importância desse gênero na industria al 

cooleira estã no fato desses microrganismos terem a capacida

de de apresentar resistência aos antibiõticos e biocidas nor 

malmente utilizados na industria alcooleira e poderem trans

ferir tais caracteres entre bacterias não resistentes e assim 

aumentar a população resistente levando a problemas na indus

tria. 
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6. CONCLUSOES

, l. Foi constatado nas desti 1 ari as que fazem o tratamento 

termico do caldo uma população de bactérias constituí

da quase que exclusivamente por bastonetes Gram positl 

vos esporul a dos (62,1%), enquanto que bastonetes Gram ne

gativos, não esporulados foram encontrados em menor prQ 

porçã·o (28,8%); 

2. Bactiria pertencente ao genero LeuQono�toe foi isolada

somente de amostras provenientes de destilarias que nao

faz.em o aquecimento do cal do;

3. A diferença da população bacteriana entre as destila-

ri.as que tratam o caldo daquelas que não o fazem,1
como e1.

perado, demonstra o efeito seletivo do tratamento tér

mico, favorecendo as bactérias esporuladas;

4. O aparecimento de colônias pigmentadas de Bac.LUw mega.te.

JÚum sã ocorreu nas destilarias que aplicam tratamento

térmico ao caldo;

5. Face ao isolamento de grande numero de bastonetes espo

rulados, os quais se encontraram em altas concentrações
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(10 7 bacterias/ml) nas amostras, torna-se necessirio o

estudo-para um controle e fetivo de tais bacterias; 

6. O aparecimento de bacterias do��ipo-cocobacilo, Gram ne

gativo, ainda não citado na literatura consultada, em

quase todas as destilarias,- se reveste de importância pe

la capacidade de produzir goma (poli-meros), podendo afe-

tar o processo fermentativo por provocar a 

do fermento.

floculação
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