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1. - INTRODUCAO

A cana-de-agucar, como material vegetal, esta sujeita a acdo de
microorganismos, atividade esta, que pode ser iniciada no campo,
dependendo das condi¢cGes fitossanitarias da cultura, desenvolvendo-se
acentuadamente apds o corte, durante o armazenamento e na moagem.
Durante o processamento, ocorre um controle dessa atividade.

As principais fontes de microorganismos para a usina sdo: a propria
flora epifita da cana-de-acucar, o solo carreado com 0s colmos, a poeira e
0s equipamentos infeccionados ou mesmo 0s materiais contaminados
utilizados no corte e no processo. A carga microbiana normal pode ser
aumentada sensivelmente quando a cana-de-acucar for atacada por pragas
e doencas, um exemplo classico é o complexo broca-podriddo, causando
maiores prejuizos para o processamento.

Os efeitos dessa atividade microbiana na fabricacdo do acucar séao
multo bem conhecidos, tanto pela perda de sacarose como também pelos
problemas operacionais causados pelos produtos resultantes, sem somar
sua interferéncia no préprio controle da fabricacdo de agucar.

Entretanto, os efeitos econdmicos da biodeterioracao da cana-de-
acucar e de seus produtos intermediarios durante a fabricacdo sao dificeis
de serem dimensionados, tendo em vista os efeitos diretos e indiretos na

recuperacao de sacarose.

2. - MICROORGANISMOS

Os microorganismos atuantes na agroindustria acgucareira sao:
bactérias, fungos e leveduras.

Destes, as bactérias sao os que maiores problemas causam, tendo
em vista a facilidade com que se adaptam as condicdes existentes em
cada fase particular da fabricacdo do acucar, e também pelo seu rapido
tempo em duplicar suas coldnias.

Estes grupos de microorganismos podem ser subdivididos em funcéo
de algumas caracteristicas préprias. Assim, com relacdo a temperatura de
crescimento sdo classificados em: psicrofilos que atuam em temperaturas
menores do que 10°C; meséfilos em temperaturas entre 20 a 45°C, e
termoéfilos - com atividades a temperaturas maiores do que 45°C. Deve-se

5



ressaltar que estes microorganismos atuam em faixas de temperaturas
muito amplas, existindo para cada tipo, temperaturas minimas, Otimas e
maximas de atividade.

Dentre os tipos de microorganismos pode-se ainda identificar os
anaerdbios e os aerobios, sendo que as condi¢cfes anaeroObias e aerdbias
favorecem uns em detrimento de outros.

Alguns microorganismos sao osmofilicos, crescendo em meios de
alta concentracdo osmoética, isto €, em altas concentracdes de acucares,

causando a deterioracdo de xaropes, méis e do proprio agucar.

2.1. - Crescimento dos microorganismos
O crescimento dos microorganismos pode ser representado
graficamente pela Figura 1, onde se identificam as seguintes fases:
adaptacao ou inicial, exponencial, estacionaria e de declinio.

Fase estacionaria

Fase exponencial

Numero de células

Fase Inicial

Tempo

Figura 1. — Curva de crescimento de microorganismos.

Na fase de adaptacéo ou inicial ou lag-fase, ndo ocorre crescimento,
havendo adaptacdo dos microorganismos ao meio. Na fase exponencial
aparece um crescimento multo rapido e praticamente constante do numero
de microorganismos, mostrando um aumento logaritmo. A fase seguinte,
estacionaria, é assinalada por um equilibrio de microorganismos, de modo
que o namero de células que morrem é o mesmo que nasce. E uma fase de
acumulo de produtos. A ultima das fases, a de declinio, é caracterizada
como uma fase em que o numero de microorganismos decresce em uma

proporcdo constante. Evidentemente que entre estas fases, ocorrem



interfases que apresentam caracteristicas intermediarias de transicéao.

O crescimento dos microorganismos € regulado por muitos fatores,
dentre o0s mais importantes tem-se 0s seguintes: meio, umidade,
temperatura, pH e substancias inibidoras. Assim, por exemplo, o caldo de
cana-de-agucar € um meio favoravel, contendo cerca de 15% de sacarose,
0,5% de acucares redutores e adequadas quantidades de nitrogénio e de
sais minerais alem dos fatores acessoOrios para o crescimento de

microorganismos.

2.2. - Bactérias

As bactérias sdo organismos unicelulares, destituidos de clorofila e
gue se reproduzem por fissdo binaria.

As bactérias variam de 2 a 5 pu, apresentando formas esféricas
(cocos), espiraladas (espirilos) e de bastonetes (bacilos).

As caracteristicas morfolégicas mais importantes das bactérias séo:
- formacao de capsulas: que aumenta a resisténcia as condicdes de calor e
de preservativos, formando uma capsula de material viscoso (dextrana).
- formacao de esporos; que aumentam a resisténcia as condi¢cdes de calor,
dessecacéao e de preservativos.
- formacdo de agregados: formados sob determinadas condicdes

desfavoraveis estes agregados de células sdo de dificil destruicao.

2.2.1. - Fatores de crescimento das bactérias

2.2.1.1. - Meio:

O caldo de cana é um meio favoravel ao desenvolvimento,
considerando-se a sua composicdo que apresenta elementos que
satisfazem as bactérias. Algumas bactérias podem usar formas de
carboidratos simples ou mesmo complexas, ou podem hidrolisar
carboidratos mais complexos, alem de poder utilizar 4cidos organicos e de
seus sais, alcool e esteres. As formas de nitrogénio existentes podem
satisfazer prontamente, como a amoniacal e a nitrica alem de outras mais
complexas, como aminoacidos ou mesmo as proteinas, como o fazem as

bactérias do acido lactico. O meio pode conter as vitaminas ou as bactérias
7



terem condi¢cdes de sintetiza-las

2.2.1.2. - Umidade:
As bactérias necessitam de maior quantidade de umidade disponivel

do que os fungos e as leveduras, sendo limitante para o crescimento.

2.2.1.3. - Temperatura:

As bactérias cobrem ampla faixa de temperatura de 0 & 85°C
existindo uma temperatura minima, 6tima e maxima de crescimento, sendo
gue peguenas diferencas de temperatura podem resultar em diferentes
crescimentos. Alguns géneros de bactérias podem se desenvolver em

diferentes faixas de temperaturas.

2.2.1.4. - pH
As bactérias geralmente trabalham em pH proximo a neutralidade,
porem, muitas espécies se desenvolvem a pH &cido, chegando mesmo a

ser tolerantes a acidez elevada.

2.2.1.5. - Substancias inibidoras:
Sdo os preservativos (bactericidas), ou mesmo substancias

produzidas pelas préprias bactérias que limitam o crescimento.

2.2.2. - Bactérias importantes

As bactérias mais importantes para agroinddstria acgucareira
pertencem aos géneros Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus,
Acetobacter, Clostridium e Bacillus.

Os Streptococcus como homofermentativos formam alem do &cido
lactico, o 4cido acético e o anidrido carb6énico.

Os Leuconostoc sendo heterofermentativos formam além da
dextrana, os acidos lactico e acético e o anidrido carbdnico.

Os Lactobacillus formam &cidos lacticos a partir dos agucares.

2.3. - Fungos
Poucos fungos sao unicelulares, sendo a maioria multicelulares
8



formando longos filamentos delgados denominados de hifas. Estas,
geralmente a ramificam livremente e se entrelagam, dando origem a uma
massa floculenta denominada micélio, com estruturas préprias de cada
género.

A morfologia dos fungos, portanto, a sua forma e estrutura é julgada
pela aparéncia macroscopica e microscopica.

As unidades mais comuns de propagacao de fungos sdo 0s esporos
(sexuado e assexuadamente), sendo geralmente pequenas células
(aéreas) ou mesmo freqiientemente duas ou mais.

Algumas espécies de fungos produzem esclerécios, que se
constituem em uma massa compacta de hifas modificadas, dotadas de
paredes externas espessas, espalhadas entre os micélios. Estes
esclerocios sdo muito mais resistentes ao calor e as condi¢cdes adversas
do que o resto do micélio, sendo, portanto, capazes de resistir a periodos
desfavoraveis, apés o que germinam formando um novo crescimento

micelial.

2.3.1. - Fatores de crescimento dos fungos

2.3.1.1. - Meio:

De maneira geral, podem utilizar-se de diversos tipos de nutrientes
variando dos carboidratos mais simples aos mais complexos, isto porque a
maioria possui enzimas hidroliticas, crescendo assim, em funcdo das suas
amilases, proteinases, etc. Os fungos sendo aerdbios necessitam de
oxigénio para o seu crescimento, o que depende da transferéncia da

massa de oxigénio no meio.

2.3.1.2. - Umidade:
Os fungos sado, menos exigentes em agua disponivel do que as

bactérias e as leveduras.

2.3.1.3. - Temperatura:
Os fungos, em sua maioria, sdo considerados mesoéfilos, estando a
temperatura 6tima ao redor de 25 - 30°C e para algumas poucas espécies
9



de 35 - 37°C.

2.3.1.4. - pH:
A faixa de pH em que os fungos podem crescer € muito ampla, indo

de 2 a 8,5 contudo a maioria tem o crescimento favorecido em pH acido.

2.3.1.5. - Substancias inibidoras:
Alguns compostos quimicos sdo micostaticos, inibindo o crescimento
dos fungos, como acetatos e propianatos que s&o fungicidas. Alguns
fungos produzem compostos inibidores de outros microorganismos, como a

penicilina.

2.3.2. - Fungos importantes

Alguns géneros de fungos sao importantes como Neurospora,
Colletotrichum, Fusarium e Aspergillus.

Os Neurospora spp sdo espécies que se desenvolvem na cana-de-
acucar, palhico e no bagaco e sendo também muito comum o seu
aparecimento em areas de aplicagcdo de vinhaca.

O Colletotrichum falcatum went € a espécie responsavel pela
"podriddo vermelha" que juntamente com a broca da cana (Diatreae
saccharalis) podem causar prejuizos sensiveis.

Os Fusarium spp desempenham atividade paralela, porém inferior a
dos Colletotrichum, contribuindo para maior perda de sacarose no campo e

indiretamente no rendimento industrial.

2.4. - Leveduras

As leveduras sdo microorganismos de dificil definicdo, sendo
caracterizadas como "fungos verdadeiros", cujo crescimento dominante é
na forma unicelular. A reproducado é assexuada por brotamento multilateral
e polar ou por fissdo, e sexuada por meio de ascoporos. As caracteristicas
morfoldgicas das leveduras determinadas por microscopio mostram formas
de esféricas e ovoide, péra, cilindrica e mesmo alongada em
pseudomicélio.

O tamanho é variavel. Apresenta partes visiveis como a parede
10



celular, citoplasma, vacuolos, glébulos de gordura e granulos, e através de
coloracOes especiais pode-se verificar os nacleos.

2.4.1. - Fatores de crescimento das leveduras
2.4.1.1. - Meio:

Os acucares sédo os melhores nutrientes para energia das leveduras,
gue também podem oxidar acidos organicos e alcool. Como fonte de
nitrogénio utilizam desde compostos simples como aménia e uréia até
aminoacidos, entretanto necessitam de fatores acessoriais de crescimento.
As leveduras crescem em meio aerdbio, apresentando o0s tipos

fermentativos, crescimento lento em condicdes aerdbias.

2.4.1.2. - Umidade:

O melhor crescimento das leveduras da-se em meio contendo alto
teor de umidade disponivel, e como muitas espécies de leveduras crescem
em concentracfes mais elevadas de acucares do que as bactérias, conclui-
se que exigem menos umidade do que as bactérias, porém mais do que 0s

fungos.

2.4.1.3. - Temperatura:
Da mesma forma que os fungos, as leveduras sao mesofilos, com um

6timo de crescimento a 25 - 30°C e no maximo a 35 - 47°C.

2.4.1.4. - pH:
Na faixa de pH de 4,0 - 4,5 o crescimento das leveduras é
favorecido, isto é, em reacdo acida, e s6 se desenvolvem em pH alcalino

guando séo adaptadas.

2.4.1.5. - Substancias Inibidoras:
Muitos compostos quimicos podem dificultar o crescimento das
leveduras, porém, muitas espécies podem ser adaptadas a estas

substancias em doses convenientes.
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2.4.2. - Leveduras importantes
Os géneros mais importantes sdo os Saccharomyces e Candida.
Dentre os Saccharomyces, 0s Saccharomyces cereviseae e uvarum
apresentam especial importancia como produtores de alcool, sempre estao

presentes no caldo de cana-de-agucar.

3. - EFEITOS DOS MICROORGANISMOS NA AGROINDUSTRIA

ACUCAREIRA

Os efeitos da atividade microbiana na fabricacdo do acucar podem
ser caracterizados como: perdas de sacarose por inversdo e oxidacao,
influéncia na polarizacdo e consequentemente no controle quimico,
aumento da viscosidade dos produtos intermediarios e problemas
operacionais causados por entupimento de bombas, tubulacdes e filtros.

As causas e efeitos dessa atividade sdo manifestadas em diferentes
fases da agroindustria, como: lavoura, industrial e armazenagem do

acucar.

3.1. - Lavoura

Esta etapa envolve a rigor o ciclo da planta e a armazenagem no
campo e no depdsito da usina.

Durante o ciclo da cultura, a planta esta sujeita a variacbes na
condicdo fitossanitaria. O principal efeito é causado pela perda de
sacarose consequente do ataque do complexo broca-podriddo. A perda
inicial € causada pela broca da cana-de-acucar (Diatreae saccharalis) no
colmo, que resulta no consumo do parénquima, dando condicdes de
entrada de fungos, especialmente do Colletotrichum falcatum que causa
inversdo da sacarose, e do Fusarium spp.

A atividade desses microorganismos no interior do colmo provoca a
formacdo de gomas e de uma substancia avermelhada, esta consequente
da reacédo de defesa natural da planta contra os microorganismos.

Logo apdés o corte, comecga ocorrer a biodeterioracao da cana-de-
acucar, com o crescimento de microorganismos dentro do colmo,
especialmente bactérias do &cido lactico, causando a fermentacdo e queda
do pH do caldo, perda da sacarose e formacdo de dextrana, esta

12



provocando problemas nas etapas de fabricacdo do acucar.

Durante a estocagem da cana, o numero de microorganismos cresce
rapidamente. A flora microbiana da cana-de-acucar é muito diversa, porém
com predominancia de bactérias.

Dentre os microorganismos que causam esta biodeterioracao da
cana cortada, 0 que maiores prejuizos causa € o0 Leuconostoc
mesenteroides, e com menor significado o Leuconostoc dextranicum;
sendo estimada a perda diaria de sacarose recuperavel da ordem de
4,75%. A atividade destes microorganismos resulta na formacgdo de
dextrana com o0 aumento da viscosidade do caldo, provocando
significativos problemas no processamento.

A infeccdo dos Leuconostoc spp ocorre principalmente através das
extremidades do colmo cortado onde coloniza em seus tecidos, porém o
mecanismo de como isto ocorre ndo estd bem definido. Assim, o uso de
colheita mecanica, principalmente nas colheitadeiras que provocam o
seccionamento do colmo em toletes curtos, aumenta o grau de infeccdo da
cana e consequentemente a velocidade da deterioragéo.

As condi¢cbes climaticas controlam a atividade microbiana e
consequentemente a biodeterioracao, podendo aumentar ou reduzir a
perda de acucares e 0s problemas dos seus efeitos.

Outro fator que tende a diminuir o numero de microorganismo é a
pratica da despalha a fogo. Entretanto, observacfes feitas mostraram que
a queima da cana parece ndo eliminar os microorganismos, contribuindo
para carrear microorganismos no solo aderente a exsudacdo do colmo
consequente da pratica da despalha a fogo, além de aumentar a
susceptibilidade da cana a entrada de microorganismo através das
rachaduras da casca provocadas.

3.2. - Industria
A fase industrial compreende a lavagem de cana, extracdo e demais

operacdes de processo.

3.2.1. - Lavagem de cana-de-agucar
Trabalhos realizados envolvendo &agua de lavagem de cana
13



mostraram uma correlacdo entre o nivel de contaminacdo da agua de
lavagem com o do caldo misto

O numero de microorganismo encontrado na agua de lavagem é da
ordem de 25.000/grama, sendo constituido de uma microflora mista. Os
estudos também indicaram que a recirculacdo da agua parece conduzir a
eleva, das contaminacdes com Bacillus spp e Clostridium.

De onde se pode concluir que a lavagem de cana elimina parte dos
microorganismos com terra, mas também pode inocular um numero

significativo.

3.2.2. - Extracao

A microflora do caldo misto é muito variada, sendo constituida de
bactérias, fungos e leveduras, com origem no préprio caldo extraido (flora
epifita da cana-de-aclcar), no solo aderente e na prépria moenda. O
numero de microorganismos alcanca cerca de 300.000/grama e
considerando-se as condicbes do meio (composicdo do caldo, pH e
temperatura) este numero Pode crescer rapidamente, sendo
predominantemente constituido de Leuconostoc mesenteroides.

Como resultado da atividade desses microorganismos ocorre uma
perda de sacarose por inversdao e como um efeito secundario da infeccéao
microbiana ocorre a formacdo de uma secrecao viscosa de dextrana e de
gomas, com subsequente efeito prejudicial na fabrica.

Outros efeitos decorrentes da atividade dos microorganismos sédo o
aumento de acidez do caldo e a consequente queda do pH, a queda de
pontos de pureza, além do aumento da viscosidade dos caldos. .O
aumento normal da acidez % Brix é da ordem de 50 a 100%, enquanto que
em moendas infeccionadas é de 200 a 400%, provocando uma perda que
pode chegar até 1% de sacarose.

A queda natural de pureza que ocorre entre o caldo do esmagador e

0 caldo misto pode sofrer um adicional de mais de 1,5 pontos.

3.2.3. - Purificacéo
A despeito do curto intervalo de tempo entre os processos de
moagem e clarificagdo, had um significativo crescimento do numero de
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microorganismos nos dois estagios de retencdo de impurezas grosseiras
do caldo, peneiragem e separador de areia, que antecedem a clarificagao,
e que causam uma significativa perda de sacarose.

As peneiras de caldo, estaticas ou vibratdrias, pela proépria
constituicao e dificuldade de limpeza se constituem em pontos de infecgéao,
gue continuamente inoculam uma carga adicional de microorganismo no
caldo e no bagacilho que retorna a moagem.

No separador de areia a tendéncia e aumentar o numero de
microorganismos, agravada em equipamentos superdimensionados.

Na clarificacdo, o comportamento dos microorganismos pode ser
diferenciado em funcdo do processo. Na defecacdo simples, a temperatura
dos tanques de calcinagem é favoravel ao desenvolvimento especialmente
de Leuconostoc. Neste estagio do processo de fabricacdo do acucar bruto
(Demerara), os caldos provenientes de cana deteriorada contendo um
excesso de acidos, requerem uma adicdo extra de cal para neutralizar esta
acidez.

Na sulfo-defecacao, a aplicagcdo do anidrido sulfuroso que, sendo um
poderoso anti-séptico, concorre para eliminar grande parte de
microorganismos, reduzindo-se o numero para cerca de 30.000/grama, o
gue representa uma carga microbiana muito baixa quando comparada com
a do caldo misto. Entretanto, esta pode aumentar néo significativamente
nos tanques de calcinagem.

Na etapa de aquecimento (102 - 105°C), o nUmero de
microorganismos decresce acentuadamente, estando presente apenas 0s
terméfilos através das suas formas de resisténcia. Por outro lado, o
excesso de cal usado na neutralizacdo de caldos deteriorados,
especialmente quando o cal é de baixo teor de CaO disponivel, pela
formacdo de mais incrustacfes, pode concorrer para decrescer a eficiéncia
de transmissao de calor.

Na operacdo subsequente, a decantacdo, o0 numero de
microorganismos néo sofre alteragcdo, mas é acentuado o efeito da cana
deteriorada, e conseqientemente do seu caldo. A presenca de maior teor
de gomas provoca um aumento da viscosidade do caldo, a qual aumenta o
tempo de decantacdo e evita uma remocao satisfatoria do material em
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suspensao. Desse modo, o caldo clarificado pode ser turvo, resultando
também um maior volume de lodo.

Na filtracdo do lodo, o numero de microorganismos cresce de
maneira altamente significativa, com perda de sacarose, devido as
condicbes favoraveis do lodo em nutrientes (nitrogénio e fosforo),
temperatura, pH e o teor de sacarose e da propria inoculacdo de
microorganismos através do bagacinho. A filtracdo do lodo € dificultada
pela viscosidade, agravada com canas deterioradas, e pela obstrucéao
parcial dos crivos da tela. Um desempenho pouco satisfatério da filtracao,
muitas vezes pode ser atribuido a acdo de microorganismos de alta

temperatura (termofilos).

3.2.4. - Evaporagao, Cozimento e Cristalizagéo.

Durante as etapas de concentracdo, evaporacdo e cozimento, O
numero de microorganismos presentes é relativamente baixo, em virtude
da destruicdo pelo calor e parte das bactérias termofilas, sofre uma
eliminacdo durante a decantacdo, quando se concentram no lodo. A
populacdo microbiana do xarope e da massa cozida € constituida
especialmente de bactérias que apresentam formas de resisténcia, sendo
da ordem de 400 - 500/grama, ndo ocorrendo assim crescimento.

Os efeitos que se constatam nestas etapas sdo consequentes da
atividade dos microorganismos nas fases anteriores, sendo caracterizadas
especialmente pelo aumento da viscosidade dos xaropes e massas cozidas
ocasionado pela dextrana.

O principal efeito devido a dextrana nos evaporadores resulta em
incrustacdo excessiva, que conduz a uma menor transferéncia de calor,
sendo agravada pela sua combinagdo com o aumento da viscosidade.

Os prejuizos mais sensiveis decorrentes da biodeterioracdo séo
verificados na cristalizacdo da sacarose. A viscosidade provoca
decréscimo na faixa de cristalizacdo, que pode chegar até 50%, com alto
teor de dextrana. Além da reducdo da cristalizacdo, pode ocasionar. A
formacé&o de cristais anormais.

Os cristais normais de sacarose sdo monoclinicos e levemente
alongados ao longo do eixo b.
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A dextrana retarda o crescimento ao longo dos eixos a e b e provoca
um alongamento do eixo c ocasionando cristais em forma de agulha. Estes
cristais sdo indesejaveis por dificultar a separacdo das massas cozidas nas
turbinas e por comprometer a qualidade do acucar refinado obtido do
acucar bruto.

A esgotabilidade dos méis € dificultada nos cristalizadores, devido a
reducdo da cristalizacdo pelo aumento da viscosidade ocasionada pela
dextrana, provocando um aumento da pureza do mel final e do volume de
melacgo/TC.

Durante a cristalizacdo da sacarose, as bactérias termdéfilas dos
meis, sdo excluidas dos cristais normais, mas os cristais imperfeitos, tais
como germinados e conglomerados, contém em sua estrutura mel e,
portanto, entre as impurezas, existe significativa quantidade do tipo
biol6gico (microorganismos).

Finalmente, como conseqUéncia do aumento da viscosidade
proveniente da biodeterioracao ocorre um aumento do tempo de cozimento
gue conduz a uma maior perda de sacarose por inversao e consumo de

vapor.

3.2.5. - Centrifugacéo
A separacdo de cristais e méis das massas cozidas de alta
viscosidade é dificil e ineficiente, especialmente em centrifugas
intermitentes, devido a acdo do conjunto de viscosidade e "cristais

agulhas".

3.2.6. - Estocagem

Durante a estocagem do acucar, o principal fator que pode
proporcionar contaminagdo microbiana é a umidade, uma vez que para ser
estocado, 0 mesmo passa por um tubo secador com corrente de ar quente

em sentido contrario ao produto, isto no caso dos acucares granulados.
Para os acuUcares liquidos, especial atencdo deve ser dada ao
reconstituido com agua, pois caso esta ndo seja de boa qualidade e
desprovida de microorganismos, certamente ird contaminar o acgucar ali
diluido, o que nédo ocorre com o0s acucares liquidos obtidos pelo processo
17



de inversao.

4. - TIPOS DE ACUCARES DE CANA

Varios sdo os tipos de acUcares que podem ser obtidos a partir da
cana-de-acgucar.

A Tabela 1 apresenta os tipos de agUcares que podem ser obtidos a
partir do processamento da cana-de-acucar de forma artesanal ou
industrial.

Tabela 1. — Tipos de acucares obtidos a partir da cana-de-

aculcar.
Artesanais Mascavo e rapadura
AcuUcar organico |Producao e processamento por métodos especificos
Acucar Bruto Demerara, VHP, Standard.
Cristais Superior, standard.
Refinados Granulado, amorfo.
Liquidos Diluidos ou invertido

AcUcares como o demerara, e o VHP (very high polarization) séao
denominados também de acuUcares crus e sao destinados a fabricacdo de
novos acucares como o cristal e o refinado. Em sua grande maioria sao
exportados.

No tocante a utilizacdo de acuUcares para as mais diversas industrias
alimenticia, tem-se basicamente trés tipos de acucares, sendo eles o
cristal, o refinado e o liquido.

Na Tabela 2 a seguir, verifica-se cada tipo de acucar, suas

caracteristicas fisicas e sua utilizacdo na indastria alimenticia.
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Tabela 2. — Tipos de acgUcar para utilizagdo industrial.

ACUCAR PARA UTILIZACAO INDUSTRIAL

TIPOS CARACTERISTICAS UTILIZAC}AO
e Auséncia de corantes e Produtos Farmacéuticos
e Pureza elevada e Confeitos onde
e Baixo Teor de Umidade aparecem o0s cristais
e Auséncia de e Xarope de excepcional
Refinado empedramento transparéncia
Granulado assegurando fluidez e Mistura seca onde o
e Cristais bem definidos e aspecto visual,
granulometria homogénea escoamento e
(fina, média ou grossa). solubilidade rapida séao
e Brancura excepcional importantes.
e Consumo Doméstico
e Baixa cor e Misturas solidas de
Refinado |e Dissolucao rapida dissolucao instantanea
Amorfo |e Granulometria fina e Bolos e Confeitos
e Brancura excelente e Caldas Transparentes e
Incolores
Glact e Granulometria muito fina | ° Prepgro de glaces,
acucar . o suspiros, bolos,
(acucar de confeiteiro) )
chantilly.
Destinado ao uso geral da
e Aclcar em forma | industria alimenticia:
Cristal cristalina, produ;ido e Bebidas
diretamente em usina, |® Massas
sem refino. e Biscoitos
e Confeitos
e Produtos farmacéuticos
Xarope e Solucao aqucisa .de acucar | e ApliE;ad_o onde a
Simples e Alta t_ran_sparenma auséncia de cor e
e Alta limpidez essencial, como bebidas

claras, balas e doces

e Solucado aquosa contendo
aproximadamente 1/3 de

glicose, 1/3 de frutose e : g;urt,aésteesm calda
Xarope 1/3 de sacarose. e Balas e caramelos
De e Poder anticristalizante )
AcuUcar e Poder umectante * |E;IC;),I’_eS
Invertido |e Sabor caracteristico : Biif(;?t?)s
e Resisténcia a .
e Bebidas carbonatadas

contaminacgéo
microbioldgica

Cada tipo destes acucares possui caracteristicas proprias como

descrito a seguir nas Tabelas 3, 4 e 5.

19



Tabela 3. - Caracteristicas do acucar cristal destinado ao

mercado interno.

Especificacdo de Acucar — CRISTAL — Mercado Interno

Es%e(:)mal Tipol | Tipo2 | Tipo 3
Polarizacéo °S min. 99,8 99,8 99,8 99,7
Umidade % max. 0,04 0,04 0,04 0,04
Cinzas Condutimétricas % max. 0,04 0,04 0,05 0,07
Cor ICUMSAWY Ul max. 100 100 150 200
Acucares Redutores % max. - - - -
Sulfito mg/kg max. 20 20 20 20
Pontos Pretos N° max. 7/100g | 7/100g {10/100g{15/1009g
Reflectancia % min. 68 68 66 64
Residuo Insoluvel 1-10 max. 5 5 6 8
Particulas Magnetizaveis mg/kg max. 3 3 5 10
AM mm - - - -
Granulometria CV % max. - - - -
% passante min. | 95 #30 - - -
Mesdfilas Aerbdbias UFC/g max. - - - -
Bolores UFC/g max.
- 1000 1000 1000 1000
Leveduras UFC/g max.
Salmonellas em 25¢g ausente |ausente |ausente |ausente
Totais UFC/10g por amostra - - - -
Max. Méd. 5 amostras - - - -
"Flat Sour" UFC/10g por amostra - - - -
Max. Média 5 amostras| - - - -
UFC/10g méx.
Produtora}s de H,S p/amt. - - - -
Max. -
+ em 5 amt. max. - - - -
N&o Produtoras de +em 6 tubos _ i _ _
H,S max.
Max. +em 5 amt. max. - - - -
Arsénio ppm max. 1 1 1 1
Cobre ppm max. 2 2 2 2
Chumbo ppm max. 2 2 2 2
Ferro ppm max. - - - -

(1) - Método ICUMSA GS 2/3-9
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Tabela 4. - Caracteristicas do acucar liquido destinado ao

mercado interno.

Especificacédo de Aclcar LIQUIDO — Mercado Interno

Xarope Simples Xarope
Padréo | Tipo A | Tipo B | Invertido
Cinzas Condutimétricas % max. 0,2 0,2 0,2 0,3
Cor ICUMSA™, 420nm Ul max. 60 60 60 100
pH (solucéo a 50° Brix) 6,5-75|65-75|65-75]| 45-55
Massa Especifica kg/l - 20° C 1,3 1,3 1,3 1,4
Brix a 20° C ° Brix 65-68 | 65-68 | 65 -68 -
AcUcares Redutores % max. 0,4 0,4 0,4 -
Polarizacéo °S min. 99,0 99,0 99,0 -
Solidos totais % - - - 72,0-77,0
Inversédo (sobre Sol. Total) % - - - 60,0 - 70,0
Dextrana mg/kg max. - - 200 -
Mesofilas Anaerdbias UFC/g max. - 100 - -
Bolores UFC/g max. 10
Leveduras UFC/g max. 1000 10 1000 1000
Salmonellas Em 25g |ausente | ausente | ausente | ausente
Totais UFC/10g ~ (poramostia) - 150 - '
MAX. Média de 5 i 125 i i
amostras
N N por amostra - 75 - -
Flat Sour, UFC/10g Média do 5
max - 50 - -
amostras
UFC/10g i 5 ) )
Produtoras de H,S p/amt. max
max. +em 5 amt. ) 2 ) )
max.
+emb6 ) 4 i i
N&o Produtoras de H,S | tubos max.
max. +emb5 amt. ) 3 ) )
max.
Arsénio ppm max. 1 1 1 1
Cobre ppm max. 2 2 2 2
Chumbo ppm max. 0,5 0,5 0,5 0,5

(1) - Método ICUMSA GS 2/3-9
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Tabela 5. — Caracteristicas do acucar refinado destinado ao mercado interno.

Especificacdo de Agucar - REFINADO- Mercado Interno

GRANULADO Glaciuca
- Amorfo
K Certif. K E B D 45/K 45/E 45/EX r
Polarizacdo °S min. 99,8 99,8 99,8 99,8 99,8 99,8 99,8 99,8 99,0 99,0
Umidade % mMAax. 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,3 0,3
Cinzas Condutimétricas % max. 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,2 -
Cor ICUMSA™W Ul méax. 45 20 20 20 20 45(1) 45(1) 45(1) 50 -
Acucares Redutores % max. 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,4 -
Sulfito mg/kg max. 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Pontos Pretos N° max. 10/kg 10/kg 10/kg 10/kg 10/kg 20/kg 20/kg 20/kg 20/kg -
Reflectancia %min. - - - - - - - - 85 90
Residuo Insoldvel 1-10 max. 3 3 3 3 3 4 4 4 5 5
Particulas Magnetizaveis mg/kg max. - - - - - - - - - -
AM mm 0,35-0,45 | 0,35-0,45 | 0,45-0,60 | 0,6-1,0 1,0-1,4 |0,35-0,45 | 0,45-0,60 | 0,55-0,70 - -
Granulometria CV % max. 35 35 35 35 35 35 35 35 - -
% passante min. - - - - - - - - 90 #20 90 #60
Meséfilas Aerdbias UFC/g méax. 100 - - - - - - - - -
Bolores UFC/g max. 10 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Leveduras UFC/g méx. 10
Salmonellas em 25g ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Totais UFC/10g por amostra 150 - - - y y - - - -
max. Média de 5 amostras 125 - - - - - - - - -
"Flat Sour" UFC/10g por amostra 5 - - - . . - . . .
max. Média de 5 amostras 50 - - - - - - - - -
Produtoras de H,S UFC/10g max. p/amt. S - - - - - - - - -
max + em 5 amt. méx. 2 - - - - - - - - -
Ndo Produtoras de H,S + em 6 tubos méx. 4 - - - - - - - - -
max. +em 5 amt. max. 3 - - - - - - - - -
Arsénio Ppm max. 1 1 1 1 1 1 1 1
Cobre Ppm max. 2 2 2 2 2 2 2 2
Chumbo Ppm max. 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Ferro Ppm méx. 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

(1) - Método ICUMSA GS 2/3-9
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A caracterizacdo fisica e quimica dos acuUcares obedecem a normas
estabelecidas por entidade internacional que trata deste assunto
especificamente, bem como dos métodos de andlises que devem ser
utilizados para a obtencdo dos resultados que servirdo para a equiparacao
aos padroes

O mesmo, jA& ndo ocorre quando se trata de valores referentes a
caracterizacdo microbiolégica destes acucares, e uma vez inexistindo
padrbes, muitas empresas ditam as especificacbes conforme suas
necessidades de producado alimenticia de sua necessidade, como consta na
Tabela 6.

Tabela 6. - Padrées nacionais para o controle microbiolégico do

acucar
TERMOFILAS
Exigido Por: |Mesofilas | Fungos/Bolores Salmonella
Flat-Sour H,S (+) H,S ()
Nestlé 1000 100 50 100 100 1
UFC/g UFC/g esporos/g | esporos/g | esporos/g UFC/5¢g
100
Lacta - UFC/g - - - Ausente/ 25¢g
1000 500
RMB UFClg UFClg - - - Ausente/ 25¢g
10 10 50
LPC (Danone) UFClg UFClg esporos/g - - Ausente/ 25¢
Copersucar - 100 - - - -
P UFClg
1000
ABIA - UFClg - - - Ausente/ 25¢g
100 100
Q-Refresko | g UFC/g - - - -
1000 Ausente/25
Parmalat - UFClg - - - g
- 1000
Fieischman - UFClg - - - Ausente
1000
Bols - UFClg - - - Ausente/ 25¢g
1000
Vonpar - UFClg - - - Ausente/ 25¢

Coliformes totais e fecais: Ausentes para todos
Fonte FERMENTEC S/C LTDA.
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Diante do anteriormente exposto, propde-se estabelecer um protocolo
com o proposito de se padronizar os métodos analiticos referentes as
caracteristicas microbiolégicos aos quais 0os acUcares serdo submetidos,

facilitando assim comparacfes entre resultados.

5. - PROTOCOLO PARA AMOSTRAGEM E PREPARO DAS
AMOSTRAS

5.1. - Amostragem
Coletar 50 g de acucar de cada 5 sacos do lote em questdo, e
acondicionar em frascos esterilizados, sendo que a amostragem deve ser a

mais representativa possivel do lote.

5.2. - Preparo da amostra a ser utilizada para as analises
Pesar 20 g de aclcar e passar para erlenmeyer esterilizado de 250 ml.
Completar com agua destilada esterilizada até 100 ml. Agitar até completa

dissolucao do acucar.

5.3. - Protocolos

5.3.1. - Protocolo 1 Contagem de mesofilas totais (aerdbias)

Remover 5 ml da amostra preparada e distribuir 1 ml em cada 5 placas
de Petri. Adicionar o meio de cultivo Glicose-Triptona Agar, homogeneizar,
esperar solidificar e incubar por 72 horas a 30°C. Fazer também 5 placas com
diluicdo 10*

Fazer a contagem das colbnias totais e também das colbnias
produtoras de acido (colénias com halo amarelado) e expressar o resultado
total de mesofilas/grama de acgucar.

5.3.2. - Protocolo 2. Contagem de leveduras e bolores
Remover 5 ml da amostra preparada e distribuir 1 ml em cada 5 placas
de Petri. Adicionar o meio de cultivo Potato Dextrose Agar (PDA) acidificado

com pH 3,5 e homogeneizar, esperar solidificar o meio e incubar por 4 - 5 dias
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a 30°C.
Contar o numero de leveduras e fungos que desenvolveram nas 5

placas e expressar como total de leveduras e bolores/grama de acucar.

5.3.3. - Protocolo 3. Contagem de esporos de termofilos aerdbios
totais e "flat-sour”

Utilizando a amostra preparada (20g acucar/100 ml &gua estéril),
submeter a um choque térmico (ebulicdo por 5 minutos em banho-maria), e
apos, resfriar em agua imediatamente. Repor o volume evaporado com agua
destilada estéril.

Pipetar 2 ml desta amostra que sofreu choque térmico e distribuir em
cada 5 placas de Petri. Adicionar o meio de cultivo Glicose-Tryptona Agar,
homogeneizar, esperar solidificar e incubar por 48 horas a 55°C. Apés, contar
as colonias com halo amarelo presentes nas 5 placas e multiplicar o total por
5 para se obter o resultado expresso em numero de esporos termoéfilos de
“flat-sour"/10 g de acucar.

Obs.: As colbnias de "Flat-sour® s&do caracteristicas. Elas sé&o
arredondadas, variando de 2 a 5 mm de diametro, e apresentam um "ponto”
central tipico, opaco e, pela reacdo da producdo de acido na presenca do
indicador (purpura de Bromocresol) é usualmente circundado por um halo
amarelo. Este halo pode ser significante ou nédo; se certos tipos de acidos
existirem em pequenas quantidades, ou também se na placa houver um
crescimento excessivo destas coldnias, todo o meio se torna amarelo. O halo
também pode desaparecer ap0Os a retirada da placa da estufa de incubacao;
em funcao disto, as placas devem ser retiradas da estufa no momento exato
da contagem.

Quando a producdo de acido for duvidosa apds 48 horas, continuar a
incubacdo até 72 h. Se houver um crescimento excessivo de colbnias na
placa, o tamanho e as caracteristicas das mesmas podem ser atipicos, e se a
contagem se tornar impraticavel, uma segunda amostra do acucar deve ser
plaqueada, usando diluicbes da solucdo original. Porém, nas analises de

rotina do acucar, essa segunda diluicdo ndo é necessaria, na maioria dos
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casos.
Para a enumeracado dos esporos de termofilos aerobios totais, contar as
colénias presentes em todas as placas, multiplicar por 5 e apresentar o

resultado como o numero de esporos /10 g de amostra.

5.3.4. - Protocolo 4. Contagem de esporos de terméfilos anaerdbios
nao produtores de H,S (Clostridium thermosaccharolyticum)

Utilizando a amostra preparada (20g acucar/100 ml agua estéril),
submeter a choque térmico (ebulicdo por 5 minutos em banho-maria), e apos,
resfriar em agua imediatamente. Repor o volume evaporado com &gua
destilada estéril.

Dividir 20 ml da amostra que sofreu tratamento térmico para 6 tubos (ou
seja +3,3 ml/tubo) contendo Liver Broth exaustados (aquecidos a 55°C).
Colocar 3 ml de Agar selo (agar 2%) sobre a superficie do meio de cultura.
Solidificar o Agar rapidamente, mergulhando os tubos em &gua. Incubar a
55°C, por 72 h. e proceder a contagem. Nos tubos em que houver
crescimento dos terméfilos anaerébios, o Agar vai ser "empurrado” para cima.
Anotar os resultados destes tubos como positivos.

Este é um teste considerado qualitativo, ja que ndo permite expressar

os resultados em termos de nimeros de esporos por peso de acuUcar.

5.3.5. - Protocolo 5. Contagem de esporos de termofilos anaerdbios
produtores de H,S (Desulfotomaculum nigrificans)

Utilizando a amostra preparada (20g acucar/100 ml &gua estéril),
submeter a choque térmico (ebulicdo por 5 minutos em banho-maria), e apés,
resfriar em &gua imediatamente. Repor o volume evaporado com agua
destilada estéril.

Dividir 20 ml da amostra que sofreu tratamento térmico para 6 tubos
(+3,3 ml/tubo) contendo Agar Sulfito, aquecidos a 55°C. Depositar o indculo
abaixo da superficie do meio e agitar delicadamente para misturar, sem
introduzir ar. Resfriar rapidamente em banho de gelo e incubar a 55°C/48h,
fazendo uma leitura preliminar com 24 h de incubacé&o, pois algumas cepas
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ndo produzem H,S mas podem crescer e escurecer completamente o meio.

OBS: No Agar Sulfito, a deterioracdo sulfidrica pelas bactérias é
detectada através da formacao de areas esféricas negras, escuras. Devido a
solubilidade do hidrogénio sulfito e a sua fixacdo pelo ferro contido no meio,
ndo é observada a formacdo de gas. As areas enegrecidas devem ser
contadas para se obter resultados quantitativos.

Considerando que, em 6 tubos tem-se 4 g de acgucar, o total de colbnias
multiplicado por 2,5 nos da4 a contagem de bactérias de deterioracédo

sulfidrica/10 g de acucar.

5.3.6. - Protocolo 6. Contagem de Bacillus cereus

Dissolver 20 g de acucar em 180 ml de agua destilada esterilizada.
Desta amostra, retirar 1 ml e distribuir por espalhamento em 3 placas de Petri
com meio Manitol Yolk Polymyxim (MYP - Agar), da seguinte maneira:

12 placa - 0,3 ml

2% placa - 0,3 ml

3% placa - 0,4 ml

O espalhamento deve ser feito com o auxilio da Alga de Drigalsk.

Incubar as placas a 30-32°C/24 horas.

Observar as coldnias tipicas de B. cereus no Agar Manitol Yolk
Polymyxin: sdo esféricas, com bordas perfeitas, planas, secas e cerosas,
rodeadas por um grande halo de precipitacdo, devido a reacdo com gema do
ovo. Toda a regido do meio ao redor das coldnias apresenta uma coloragao
rosea (tipica da ndo fermentacdo do manitol) que, combinada com o material
precipitado na reacdo com a gema de ovo, adquire uma coloracdo résea
leitosa. Caso a coloracdo résea e/ou o halo de precipitacdo ndo sejam
evidentes com 24 horas de incubacao, recomenda-se reincubar as placas por
24 horas adicionais.

Contar as colbnias e expressar o total das colénias contadas nas
placas/gramas de acgucar. A somatoria total das colonias desenvolvidas
multiplicada por 10 expressa o n° de UFC/gramas de acglcar.

Confirmacéo das colénias
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Selecionar pelo menos 5 coldnias tipicas bem isoladas, inocular em
tubos de Agar Nutriente NA inclinado e incubar a 30°C/24h, para obtencéo do
indculo a ser utilizado nos testes de confirmacdo. Ndo havendo colbnias
isoladas, purificar as coldnias suspeitas antes da realizacdo dos testes
bioquimicos. Para a purificacdo, inocular uma al¢cada da cultura, tomada bem
no centro da colénia, em placas de MYP, sem estriar. O in6culo deve ser
simplesmente depositado em um pouco da superficie do meio, sendo possivel
transferir até seis coldnias para uma mesma placa de MYP, inoculadas em
pontos bem separados. Incubar as placas a 30°C/24-48h.

O Agar MYP pode permitir crescimento de B. anthracis, patogénico,
com colbnias indistinguiveis das colénias de B. cereus. Por esse motivo, o
manuseio dessas culturas deve ser feito com cuidado para prevenir riscos de
contaminacédo do analista e do laboratoério.

Utilizar as culturas obtidas em NA ou purificadas em MYP para inocular

0S meios-testes relacionados abaixo:

5.3.6.1. - Teste de utilizacdo anaerébia da glicose (caldo vermelho
de fenol 1% glicose).

Inocular uma algcada da cultura no meio previamente desaerado (fervura
por 15 minutos em banho, com as tampas afrouxadas seguida de imediato
resfriamento em banho de gelo). Cobrir a superficie do caldo com dleo
mineral ou vaselina liquida estéril e incubar a 35°C/24h. Observar se ha
ocorréncia de viragem acida do indicador, alterando a cor do meio de
vermelho para amarelo (teste positivo) ou se 0 meio permanece com a cor
inalterada (teste negativo). As cepas de B. cereus utilizam a glicose

anaerobiamente.

5.3.6.2. - Teste de decomposicdo da tirosina (Agar Tirosina).

Estriar uma alcada da cultura na rampa dos tubos de Agar Tirosina
inclinado e incubar a 35°C por até 10 dias. Observar periodicamente se ha
desenvolvimento de uma zona clara e transparente de decomposicdo e

dissolucao dos cristais de tirosina, na regido abaixo da rampa (teste positivo),
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ou ndo formacdo dessa zona mantendo o meio opaco inalterado (teste
negativo). As cepas de B. cereus decompdem a tirosina rapidamente,
formando uma zona de 3 a 4 mm de profundidade em 48-72h.

Observacdo: E comum o escurecimento do meio ao longo da regiédo de

crescimento, com desenvolvimento de uma coloracao castanha.

5.3.6.3. - Teste de Voges-Proskauer (caldo VP modificado).

Inocular uma algcada com inéculo leve da cultura nos tubos de Caldo VP
modificado e incubar a 35°C/48h. Adicionar, para cada 1 ml de cultura, 0,6 ml
de solucéo de alfa-naftol 5%, 0,2 ml de solucdo de KOH 40% e uma pitada de
cristais de creatina, na ordem indicada. Agitar vigorosamente, deixar
descansar e observar periodicamente, por até 1 hora, o desenvolvimento de
uma cor vermelha no meio de cultura (teste positivo). A permanéncia do meio
na cor amarelada dos reagentes indica teste negativo. As cepas de B. cereus

sdo VP positivas.

5.3.6.4. - Teste de reducéo do nitrato (Caldo Nitrato).

Inocular uma algada com inéculo pesado da cultura nos tubos de Caldo
Nitrato e incubar a 35°C/24h. Ap6s a incubacdo, adicionar aos tubos de
cultura 0,25 ml de cada um dos reagentes para teste de nitrato (Solucdo A -
0,8% de acido sulfanilico; Solucdo B - 0,5% de alfa-naftol). Observar o
desenvolvimento de uma cor rosea avermelhada em no maximo dez minutos
(teste positivo) e, em caso negativo, adicionar uma pitada de pé de zinco,
deixar em repouso por dez minutos e observar se 0 meio permanece com a
cor inalterada (teste positivo) ou adquire uma coloracdo résea avermelhada
(teste negativo). A maioria das cepas de B. cereus reduz o nitrato, sendo

poucas as cepas negativas para essa caracteristica.

5.3.6.5. - Teste de hidrdlise da gelatina (Agar Gelatina) (opcional).
Transferir uma algcada de cultura para as placas de Agar Gelatina,
fazendo uma Unica estria na superficie do meio. Incubar a 30°C/24h e, apés a

incubacdo, cobrir a superficie com o reagente de Frazier, observando o
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desenvolvimento de um halo transparente em redor da estria da cultura (teste
positivo) ou a auséncia deste halo (teste negativo). As cepas de B. cereus

hidrolisam a gelatina.

5.3.6.6. - Teste de resisténcia a lisozima (Caldo Nutriente 0,001%
Lisozima).

Inocular uma algada da cultura em um tubo de Caldo Nutriente
suplementado com 0,001% de lisozima, inoculando também um tubo de Caldo
Nutriente ndo suplementado (controle). Inocular & 35°C/24-48h e observar se
ocorre crescimento nos dois tubos (teste positivo) ou apenas no tubo controle
(teste negativo).

Considerar como pertencentes ao grupo do B. cereus as culturas com
as seguintes caracteristicas: utilizacdo anaerdbia da glicose positiva,
decomposicao da tirosina positiva, teste de VP positivo, reducdo do nitrato
positiva ou negativa, hidrolise da gelatina positiva (opcional) e resisténcia a
lisozima positiva (opcional).

Para confirmacéo definitiva dos isolados, é recomendada a inoculacédo

dos seguintes meios de cultura, para realizacao dos teste adicionais:

5.3.6.6.1. - Coloracdo de cristais de toxinas intracelulares (Agar
Nutriente inclinado).

Inocular uma algada da cultura na rampa de um tubo de NA inclinado e
incubar a 30°C/24h. Manter o tubo & temperatura ambiente por trés dias, para
envelhecer a cultura, permitir a formacao de esporos e a lise dos esporangios.
Preparar um esfregaco da cultura, fixando levemente pelo calor. Cobrir o
esfregaco com metanol por 30 segundos descartar o excesso de alcool e
flambar, para fixagao definitiva.

Cuidado: O metanol é toxico e deve ser manuseado cuidadosamente
evitando-se inalacdao ou contato com a pele.

Cobrir em seguida o esfregaco com uma solucdo aquosa 0,5% de

fucsina béasica, aquecer delicadamente a chama, até a emissao de vapores,

aguardar 2 minutos e aguecer novamente até nova emissao de vapores.

26



Aguardar 30 segundos, lavar a lamina em agua corrente, secar e
observar ao microscopio sob imersdo. As cepas de B. thuringiensis
apresentam esporos livres e uma grande quantidade de cristais tetragonais
corados de vermelho. As cepas de B. cereus ndo produzem cristais.

5.3.6.6.2. - Teste de motilidade (Agar Motilidade para B. cereus).

Inocular os tubos de Agar Motilidade por picada, no centro do meio e
até a profundidade de 1cm do fundo do tubo. Incubar a 30°C/24 horas e
observar se ocorreu migracao das células para as regides fora da linha de
inoculacdo (motilidade positiva) ou se o crescimento restringiu-se a linha da
picada (motilidade negativa) Opcionalmente, a caracteristica de motilidade
pode ser observada ao microscopio. Adicionar 0,2 ml de agua destilada estéril
a rampa de um tubo de NA inclinado e estriar uma alcada da cultura na rampa
umidificada. Incubar a 30°C/6-8h e transferir uma alcada da cultura, coletada
do liquido na base da rampa para uma gota de agua destilada estéril
depositada numa lamina de vidro. Emulsionar o material, cobrir com uma
laminula e observar ao microscopio de contraste de fase. As cepas de B.
cereus e B. thuringiensis geralmente sdo ativamente moveis, enquanto as

cepas de B. anthracis e B. cereus var. mycoides sdo imoveis.

5.3.6.7. - Célculo dos resultados.

Calcular o nimero de UFC/grama ou ml em funcdo do numero de
coldnias tipicas, diluicado inoculada e porcentagem de col6nias confirmadas.

Exemplo:

Diluicdo 10!, plagueamento em superficie, 6 colénias tipicas, 6
submetidas a confirmacéo, 3 confirmadas (50%).

UFC/gouml =6 x 10x 10 x 0,5 = 3,0 x 102

5.3.7. - Protocolo 7 - Contagem de coliformes totais e fecais.
Preparo da amostra: dissolver 10 g de acucar em 90 ml agua.
Teste presuntivo:

- Colocar em 3 tubos (20 x 200 mm) de ensaio, 10 ml de caldo
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lactosado (concentracdo dupla) em cada tubo, com tubo de Durhan.
Autoclavar por 15 minutos/121°C. Apds autoclavado, adicionar 10 ml da
amostra preparada.

- Colocar, em 3 tubos (16 x 150 mm) de ensaio, 10 ml de caldo
lactosado (concentracdo normal) em cada tubo, com tubo de Durhan.
Autoclavar por 15 minutos/121°C. Apoés autoclavado, adicionar 1 ml da
amostra preparada.

- Colocar em 3 tubos (16 x 150 mm) de ensaio, 10 ml de caldo
lactosado (concentracdo normal) em cada tubo, com Durhan. Autoclavar por
15 minutos/121°C. Apés autoclavado, adicionar 0,1 ml da amostra preparada.

- Incubar estes tubos & 37°C/48h. Fazer a leitura. Se houver producéo
de gas (formacédo de gas se da no interior dos tubos de Durhan), fazer o teste
confirmativo.

Teste confirmativo:

- Passar 1 alca (algca de platina) para tubos contendo 5 ml de caldo
Verde Brilhante, com tubos a 37°C/24h. Se fermentar, fazer o teste para
coliformes fecais.

Teste para coliformes fecais (Escherichia coli):

- Passar 1 alca (al¢ca de platina) para tubos contendo 5 ml de Meio E.C.,
com tubos de Durhan.

- Incubar em banho-maria a 45°C/24h.

Resultados:

Se ocorrer fermentacdo (producdo de gas) indica a presenca de
coliformes fecais.

Obs.: Os tubos devem ser retirados da autoclave quando ja estiverem

frios, para que os tubos de Durhan figuem completamente cheios.
5.4. - PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA E DE SOLUCOES

5.4.1. - Meio Glicose - Tryptona Agar:
purpura de bromocresol (4 ml da Solugdo 1%) - 0,04 g
triptona - 10 g
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glicose - 5¢g

agar—15¢g

agua destilada - 1000 ml

Acertar o pH 6,7 (£ 0,2) com NaOH 50% e esterilizar em autoclave por
15 minutos/121°C. Solucdo 1% de parpura de bromocresol: dissolver 0,1 g em
1,9 ml de NaOH 0,1 N e completar o volume para 10 ml com agua destilada.

Equivalentes comerciais:

Dextrose Tryptona Agar (DIFCO 0080)

Dextrose Tryptona Agar (BBL 11175)

Dextrose Tryptona Agar (OXOID CM 75)

Dextrose Casein Peptone Agar (MERCK 10860).

5.4.2. - Meio Potato -Dextrose Agar (PDA)

Dissolver 39 g de potato dextrose agar em 1000 ml de agua destilada.
Autoclavar por 15 minutos/121°C.

No momento do plaqueamento, resfriar o meio de cultivo (evitando-se a
solidificacéo) e acertar o pH 3,5 com acido tartarico 10%.

Para preservar as caracteristicas de solidificacdo do agar, ndo aquecer
0 meio apos a adicdo do acido tartéarico.

Equivalentes comerciais:

PDA (DIFCO 0013)

PDA (MERCK 10130)

PDA (OXOID CM 139)

PDA (BBL 11550)

5.4.3. - Meio Liver Broth (Meio de figado)

figado em p6 - 35 g

agua destilada - 500 ml

triptona-5g

KoHPO, - 0,59

amido solavel - 0,5 g

Adicionar 35 g de figado em 500 ml de agua destilada. Aquecer até
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50°C e manter a temperatura por 1 hora, com freqiiente agitacdo. Apds isso,
ferver este material por 3 a 4 minutos, para coagular as proteinas.

Filtrar em algodao. Adicionar os outros nutrientes, ajustar para pH 7,5
com NaOH e voltar a ferver por 3 minutos. Filtrar novamente. Esterilizar em
autoclave por 15 minutos/121°C.

Equivalentes Comerciais:

Liver Broth (MERCK 5464)

Liver Broth (OXOID CM 77)

5.4.4. - Meio Agar Sulfito

triptona - 10 g

Na,SOj (anidro) - 1 g

citrato férrico - 0,5 g

agar-20g

agua destilada — 1000 ml

E necessario fazer uma solucdo de citrato férrico + 50 ml de &agua
destilada e aquecer para que se dissolva completamente. Misturar os
ingredientes e distribuir 20 ml por tubo. Autoclavar por 15 minutos/121°C.

Equivalente comercial:

Iron Sulfite Agar (OXOID CM 79)

5.4.5. - Agar Manitol gema de ovo Polimixina (MYP)
extrato de carne -1 g

peptona -10 g

d-manitol — 10 g

cloreto de s6dio — 10 g

vermelho de fenol (12,5 ml da sol. 0,2%) - 0,025 g
agar - 15 g

agua destilada completar — 900 ml

pH-7,1

121°C/20 minutos

Suplemento:
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solucéao 0,1% sulfato de polimixina B - 2 ml /900 ml base

emulsdo gema de ovo salina (1:1) - 100 ml /900 ml base

Esterilizar a base a 121°C/20 minutos, resfriar a 45-50°C, adicionar
assepticamente o0s suplementos previamente preparados e plaquear
imediatamente, pois 0 meio completo ndo pode ser reaquecido.

Solucéo 0,2% de vermelho de fenol:

Dissolver 0,1 g em 4 ml de NaOH 0,1N e completar o volume para 50 ml
com agua destilada.

Solucéo 0,1% de sulfato de polimixina B:

Dissolver 500.000 unidades do sulfato de polimixina em 50 ml de agua
destilada, esterilizar por filtracdo e estocar sob refrigeragéo.

Emulsdo de gema de ovo:

Mergulhar os ovos em etanol 70% por 10 minutos, flambar, abrir
assepticamente e transferir as gemas para um frasco estéril tarado. Adicionar
as gemas uma quantidade de solucdo salina 0,85% estéril, suficiente para
diluicdo 1:1. Misturar o contetddo por agitacdo ou com o auxilio de baquetas
estéreis, até obter uma suspensdo homogénea.

Equivalentes comerciais:

Bacillus cereus selective supplement (OXOID SR 99)

Antimicrobic Vial P (Polymyxin B) (DIFCO 3268)

Egg Yolk Emulsion (OXOID SR 47)

Egg Yolk Enrichment 50% (DIFCO 3347)

Egg Yolk Emulsion (MERCK 3784)

5.4.6. - Agar Nutriente
extrato de carne — 3 g
peptona—-5g

agua destilada 1000 ml
agar - 15 g

pH - 6,8

121°C/15 minutos

Dissolver os ingredientes, ajustar o pH e esterilizar & 121°C/15 minutos.
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Equivalentes comerciais:
Nutrient Agar (DIFCO 0001)
Lab-Lemco Agar (OXOID CM 17)
Nutrient Agar (MERCK 5450)
Nutrient Agar (BBL11472)

5.4.7. - Caldo Vermelho de Fenol 1% Glicose.

proteose peptona - 10 g

extrato de carne - 1 g

NaCl-5g

vermelho de fenol (9 ml solugédo 0,2 %) - 0,018g

agua destilada - 1000 ml

pH - 7,4

121°C/15 minutos

Dissolver os ingredientes da base, acertar o pH em 8,4 e distribuir em
tubos de 10 x 10 mm (4 ml/tubo) com tubo de Durham e esterilizar a 121°C/15
minutos. Preparar e esterilizar por filtracdo uma solucdo aquosa a 10% de
glicose e adicionar assepticamente aos tubos de meio base, na quantidade
necessaria para atingir a concentracao final de 1% no meio completo (0,4 ml
solucao de carboidrato/4 ml de base).

Solucédo 0,2 % de vermelho de fenol:

Dissolver 0,1 g em 4 ml de NaOH 0,1 N e completar o volume para 50
ml com agua destilada.

Equivalentes comerciais (base):

Phenol Red Broth Base (MERCK 10987)

Phenol Red Broth Base (13BL- 11506)

Phenol Red Broth Base (DIFCO 0092)

Phenol Red Peptone Water (OXOID Cm 63)

5.4.8. - Agar Tirosina
agar nutrient 100 ml

suspensao aquosa 5% L - tirosina 10 ml
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Esterilizar separadamente o Agar nutriente e a suspensao de tirosina, a
121°C/15 minutos, juntar assepticamente, distribuir em tubos estéreis de 1 X
100 mm (4,0 ml/tubo) e inclinar.

5.4.9. - Caldo VP modificado

proteose peptona - 7 g

glicose - 5¢g

NaCl-5g¢g

agua destilada - 1000 ml

pH - 6,9

121°C/15 minutos

Dissolver os ingredientes, ajustar o pH, distribuir em tubos de 10 x 10

mm (3-4 ml/tubo) e esterilizar & 121°C/15 minutos.

5.4.10. - Solucéo alfa-naftol 5%

alfa-naftol - 5 g

etanol absoluto - completar para 100 ml

Dissolver o alfa-naftol em menos de 100 ml de etanol, transferir para
um baldo volumétrico e adicionar o etanol restante, completando o volume
para 100 ml.

Estocar em geladeira. O reagente nédo deve ser pipetado com a boca.

5.4.11. - Solucéao 40 % de KOH

KOH -40 g

agua destilada - completar para 100 ml

Pesar o KOH rapidamente (é altamente higroscépio) e dissolver em
menos de 100 ml de agua destilada, em um béquer colocado em banho de
agua fria, para controlar a elevacdo da temperatura durante a dissolucéo.
Aguardar resfriar e completar o volume para 100 ml com &agua destilada.
Estocar sob refrigeracédo, em frasco de polietileno ou em frasco de vidro com

a boca e a tampa parafinadas.
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5.4.12. - Caldo Nitrato

peptona -5g

extrato de carne — 3 ¢
KNO3-1g

agua destilada — 1000 ml
pH-7,0

121°C/15 minutos

Dissolver os ingredientes, ajustar o pH, distribuir em tubos de 10 x 100
mm (3-4 ml/tubo) e esterilizar a 121°C/15 minutos.

Equivalente comercial:

Nitrate Broth (DIFCO 0268)

5.4.13. - Solucéo 0,8% de Acido Sulfanilico (reagente A)

acido sulfanilico -1 g

acido acético (5 N) 30% - 125 ml

Dissolver o &acido sulfanilico no acido acético 5 N, aquecendo até
completa dissolucédo. Filtrar em papel de filtro e estocar em frasco escuro, a
temperatura ambiente, por até 3 meses.

Acido acético 5 N:

Em uma capela de exaustdo adicionar cuidadosamente 286 ml (3009)
de acido acético glacial em menos de 1000 ml de agua destilada, dissolver e

completar o volume para 1000 ml com agua destilada.

5.4.14. - Solucéo 0,5% de alfa-naftol (reagente B)

alfa-naftol — 1 g

acido acético (5 N) 30% - completar para 200 ml

Dissolver o alfa-naftol em menos de 200 ml de acido acético 5 N e
completar o volume para 200 ml com acido acético 5 N. Estocar em frasco

escuro.

5.4.15. - Agar Gelatina
triptona -5 g
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extrato de levedura — 3 g

gelatina—-5g¢g

agar—-15g¢g

agua destilada — 1000 ml

pH - 7,4

121°C/15minutos

Suspender os ingredientes, na agua destilada, ajustar o pH em 7,4 e
aquecer até a completa fusdo do agar e esterilizar a 121°C/15 minutos.

Plaquear imediatamente, 0 meio ndo deve ser aquecido.

5.4.16. - Reagente de Frazier

cloreto de mercario — 15 g

acido cloridrico concentrado - 20 ml

agua destilada completar para - 100 ml

pH - 7,4

121°C/15 minutos

Dissolver os ingredientes, ajustar o PH, aquecer até a completa fuséo
do &gar, distribuir em tubos de 10 x 100 mm (5 ml/tubo) e esterilizar a
121°C/15 minutos. N&o inclinar, o meio deve solidificar na posicdo vertical.
Recomenda-se estocar por 2 - 3 dias a temperatura ambiente antes de usar,

pois esse cuidado melhora o desempenho do teste.

5.4.17. - Caldo Nutriente Lisozima 0,001%

Preparar o caldo nutriente (Agar Nutriente sem o &agar) e esterilizar a
121°C/15 minutos. Resfriar e adicionar assepticamente, para cada 99 ml de
caldo, 1 ml de solucédo de lisozima 0,1%, distribuindo em tubos estéreis.

Solucéo 0,1% de lisozima:

Dissolver 0,1g de lisozima em 65 ml de HCI| 0,01N, ferver por 20
minutos e completar assepticamente o volume para 100 ml, com HCI 0,01N
estéril. Alternativamente, preparar uma solucdo aquosa 0,1% de cloreto de
lisozima e esterilizar por filtracao.

Equivalentes comerciais:
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Nutrient Broth (DIFCO 003)
Lab-Lemco Broth (OXOID CM 15)
Nutrient Broth (MERCK 5440)

5.4.18. - Agar Motilidade

tripticase — 10 g

extrato de levedura - 2,5 g

glicose - 5¢g

fosfato dissodico (Na;HPO,) - 2,5 g

agar-3g

agua destilada - 1000 ml

pH - 7,4

121°C/15 minutos

Dissolver os ingredientes, ajustar o pH, aquecer até a completa fusdo
do &gar, distribuir em tubos de 10 X 100 mm (5 ml/tubo) e esterilizar a
121°C/15 minutos. N&o inclinar, o meio deve solidificar na posicdo vertical.
Recomenda-se estocar por 2-3 dias a temperatura ambiente antes de usar,

pois esse cuidado melhora o desempenho do teste.

5.4.19. - Caldo Lactosado (concentracdo normal)

lactose — 5 g

extrato de carne — 3 g

peptona—-5g

agua destilada - 1000 ml

pH - 6,9

121°C/15 minutos

Dissolver os ingredientes, acertar o pH, distribuir em tubos com tubo de
Durhan e esterilizar a 121°C/15 minutos.

Equivalentes comerciais:

Lactose Broth (CO 0004)

Lactose Broth (MERCK 7661)

Lactose Broth (BBL 11333)
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Lactose Broth (OXOID CM 137)

5.4.20. - Caldo Verde Brilhante Bile 2%

bile de boi ("oxgall") - 20 g

peptona—10g

lactose - 10 g

verde brilhante (13,3 ml sol. aquosa 0,1%) - 0,0133 g

agua destilada — 1000 ml

pH - 7,2

121°C/15 minutos

Dissolver os ingredientes, acertar o pH, distribuir em tubos com tubo de
Durhan (aproximadamente 6 ml/tubo) e esterilizar a 121°C/15 minutos.

Equivalentes comerciais:

Brilhante Green Bile Broth (DIFCO 0007)

Brilhante Green Bile Broth (BBL 11080)

Brilhante Green Bile Broth (OXOID CM 31)

Brilhante Green Bile Broth (MERCK 5454)

5.4.21. - Caldo E.C.

triptose - 20 g

Lactose -5¢g

sais biliares n°3 - 1,5 g

fosfato dipotassico (HoPO,) -4 ¢

fosfato monopotassico (KH,PO,) - 1,5 g

cloreto de sédio -5 g

agua destilada -5 g

pH - 6,9

121°C/15 minutos

Dissolver os ingredientes, acertar o pH, distribuir em tubos com tubo de
Durhan (aproximadamente 6 ml/tubo) e esterilizar a 121°C/15 minutos.

Equivalentes comerciais:

EC Médium (DIFCO 0314)
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EC Broth(BBL 11187)
EC Broth (MERCK 10765)
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