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RESUMO

FONSECA, YNARA DA COSTA. Avaliagdo microbiolégica e microscoépica do
caldo de cana-de-acuUcar comercializado em feiras e supermercados de Belém-
PA. 2019. Trabalho de concluséo de curso (Graduacao de Tecnologia em Alimentos)

- Universidade do Estado do Para, Belém, 2019.

O caldo de cana-de-acucar é uma bebida de baixo custo, refrescante, energética e
muito popular no Brasil, rica em vitaminas do complexo B e vitamina C, fésforo,
sédio, calcio, ferro, potadssio e magnésio, estando presente, também, a sacarose,
frutose e amido, os quais sao nutrientes adequados para a multiplicacdo de
microrganismos. O presente trabalho avaliou a qualidade microbiolégica e
microscopica quanto ao isolamento de Salmonella spp., contagem de coliformes a
45 °C, deteccdo de bolores e leveduras e pesquisa de matérias estranhas, nos
caldos de cana-de-agucar comercializado em feiras e supermercados de Belém-PA.

Com relacdo a metodologia, a pesquisa pautou-se essencialmente, no estudo
exploratdério ou pesquisa bibliografica e em uma pesquisa laboratorial, foram
avaliados o total de 30 amostras de caldo de cana in natura no Laboratorio Central
do Estado do Par4, no periodo de novembro de 2018 a fevereiro de 2019. Os
resultados demonstraram que 1 (3,33%) amostra apresentou Salmonella spp., 14
(33,33%) apresentaram valores maiores ou igual a 1100 NMP/mL, de acordo com a
tabela de NMP, os bolores e leveduras variaram de 4,2x10? a 2,0x10° UFC/mL e 7
(23,33%) amostras apresentaram sujidades e materias estranhas. Apés a realizacéo
das andlises, os resultados evidenciaram falhas higiénico-sanitarias no processo de
obtencdo, producdo do alimento e comercializacdo do mesmo, expondo o
consumidor a elevados riscos de contaminacdo por DTAsS, pois a qualidade
microbiolégica e microscopica dos caldos de cana analisados encontra-se fora dos

padrdes da legislacéao vigente no Brasil.

Palavras chaves: Caldo de cana; Condi¢gGes Higiénico-sanitarias; Comercializacao.



ABSTRACT

FONSECA, YNARA DA COSTA. Microbiological and microscopic evaluation of
sugarcane juice marketed in fairs and supermarkets of Belém-PA. 2019. Course
conclusion paper (Food Technology Graduation) - Para State University, Belém,
2019.

Sugarcane juice is a low cost, refreshing, energetic and very popular drink in Brazil,
rich in B vitamins and vitamin C, phosphorus, sodium, calcium, iron, potassium and
magnesium, also sucrose, fructose and starch, which are suitable nutrients for the
multiplication of microorganisms. The present work evaluate the microbiological and
microscopic quality of Salmonella spp. isolation, coliform counting at 45 °C, detection
of mold and yeast and foreign matter research in sugar cane juice marketed in
Belém-PA fairs and supermarkets. Regarding the methodology, the research was
essentially based on the exploratory study or bibliographic research and a laboratory
research, were evaluated the total of 30 samples of fresh sugarcane juice in the
Central Laboratory of the State of Para, in the period of November. 2018 to February
2019. The results showed that 1 (3.33%) sample presented Salmonella spp., 14
(33.33%) presented values greater than or equal to 1100 MPN / mL, according to the
MPN table, the molds and yeasts varied from 4 , 2x10? to 2.0x10° CFU / mL and 7
(23.33%) samples presented dirt and foreign matter. After the analyzes, the results
showed hygienic-sanitary failures in the process of obtaining, producing the food and
marketing it, exposing the consumer to high risks of contamination by DTAs, because
the microbiological and microscopic quality of the analyzed sugarcane juice was

found. outside the standards of the legislation in force in Brazil.

Keywords: Sugarcane juice; To evaluate; Hygienic-sanitary; Commercialization.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.), graminea originaria do Sudeste Asiatico,
€ considerada uma das culturas agricolas mais importantes das regiées tropicais e
subtropicais, para a obtencdo de acucar, alcool e aguardente. Alguns de seus
produtos, como o caldo de cana, o0 melagco e a rapadura sdo muito consumidos no
Brasil devido ao seu baixo custo e elevados potencial energético. (PRADO et al.,
2010).

O caldo de cana € uma bebida rica em sacarose, ndo alcodlica, nutritiva,
saborosa e com preco baixo, considerada bastante refrescante e consumida em
épocas mais quente do ano, caracterizada como um liquido viscoso e opaco, com
cor variando de cinza clara a verde-escuro (MANIKANTAN et al., 2017; OLIVEIRA,
2009). Apresenta valores significativos de carboidratos e minerais (potassio, calcio,
fésforo, magnésio e ferro) e vitaminas (complexo B e C), sendo um produto
energético (80-100 kcal/100 mL) e com pH variando de 4 a 5 (SUGANTHI,
BHUVANESWARI; RAMYA, 2018).

A presenca de acUcares, compostos fendlicos, acidos organicos e a alta
atividade da enzima polifenoloxidase provocam fermentacdo rapida e aparéncia
acastanhada escura ao produto, resultando em um produto ndo comercializavel
apenas algumas horas ap6s a extracdo (MATTOS; MEIRA-STREJEVITCH,;
MARCIANO, 2017; NISHAD; SELVAN; MIR, 2017). Além disso, a degradacdo da
qualidade devido a deterioracdo microbiana também é um fator de preocupacao
(SREEDEVI; RAO; KAMESWARI, 2017).

O estilo de vida da atual sociedade demonstra que um expressivo numero de
pessoas consome alimentos e bebidas fora de seus domicilios em ambientes
préprios para esse fim ou em pontos improvisados e de facil acesso, como pracas,
pontos de Onibus, ruas e ambientes de comércio, distribuido pelas ruas das
principais cidades do pais, segmento da alimentacdo conhecido ambulante
(AMSON, 2005).

Esses ambientes geralmente s&o caracterizados por precarias instalacoes e
condicdes higiénicos sanitarios e a falta de conhecimento dos vendedores sobre
manipulacédo de alimentos pode representar riscos a saude da populacéo, devido ao

fato dos alimentos poderem ser facilmente contaminados por microrganismos,
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ocasionando sérios riscos a saude da populacdo (BRYAN et al., 1988; SILVA JR,
1995; LUCCA; TORRES, 2002).

Nesse contexto, o caldo de cana amplamente consumido nas ruas de Belém
do Pard, tal como em outras capitais do pais, através de seus manipuladores podem
ser considerados como fonte de transmissdo de microrganismos patogénicos, Visto
que a bebida e extraida em maquinas de moer e acondicionado em jarras que
geralmente sdo plasticas, a mesma é filtrada em coador ou peneiras plasticas e o
gelo utilizado na bebida é armazenado em caixas de isopor (FRANCA, 2005).

Para a limpeza e higienizacdo das mados e moendas é feita sem nenhum
parametro de higiene apenas com agua, em algumas situacfes. Os panos de prato
podem ser utilizados para secar as maos no intervalo de entrega do copo com o
caldo ao consumidor e o recebimento do dinheiro e este tipo de conduta favorecem
a contaminagdo e proliferacdo de microrganismos patogénicos (OLIVEIRA,;
RIBEIRO; PAULO, 2008).

Prado et al. (2010), destaca que os microrganismos de importancia a serem
considerados em estudos envolvendo o caldo de cana séo, essencialmente, aqueles
oriundos do solo e de vegetais, dentre os quais se destacam os bolores, as
leveduras, as bactérias lacticas e esporuladas. Além disso, os residuos do processo
sdo geralmente deixados perto da moenda atraindo insetos e animais, fatores estes
gue podem favorecer a ocorréncia de Enfermidades Transmitidas por Alimentos
(ETA), e a contaminagédo dos alimentos por sujidades e matérias estranhas.

Material estranho € qualquer contaminante associado as condicdes
inadequadas de producédo, estocagem e distribuicdo, tais como sujidades, material
decomposto, areia, terra, ferrugem, vidro, excluindo-se a contagens microbianas. As
sujidades sdo materiais advindos de contaminagdo animal, os quais evidenciam
condi¢cdes ndo sanitarias de manuseio: pelos de roedores, fragmentos de insetos,
ovos, larvas, excrementos (OLIVEIRA et al., 2015; RODRIGUES; ATUI; CORREIA,
1999; FONTES; FONTES, 2005; BARBIERI et al., 2001).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a qualidade microbiolégica e microscépica do caldo de cana-de-agUcar

comercializado em Belém-PA.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar a pesquisa de Salmonella spp;

Realizar a determinacgéo de coliformes a 45 °C;
Avaliar a presenca ou auséncia de Escherichia coli;
Realizar a determinacéo de bolores e leveduras;

Pesquisar matérias estranhas e sujidades presentes no caldo de cana-de-acucar.

16



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cana-de-acucar

A cana é uma planta de grande porte que forma rizomas e touceiras,
produzem caules suculentos divididos em nds e entrends, com folhas alternas e
bainha aberta e longa (cobre completamente o talo, prolongando-se sobre pelo
menos um entrend completo), inflorescéncia do tipo panicula, com flores
hermafroditas e fruto do tipo cariopse oblonga e pontiaguda (MULLER; GILBERT,
2009).

A cana-de-acucar foi uma das principais bases para a construcao do territorio
brasileiro, pois a partir do século XVII a lavoura canavieira havia possibilitado o
rapido crescimento demografico e econébmico de assentamentos agricolas de estilo
europeu, no qual funcionaram como centros de controle e expansao territorial no
primeiro século da colonizacdo portuguesa. (PRADO JUNIOR, 2012; FURTADO,
1971; SCHWARTZ, 1988; FREYRE, 2004; CABRAL, 2014).

Segundo o IBGE (2017), afirma a grande importancia histérica dos canaviais
no periodo colonial, os quais modelaram grande parte da historia do Brasil e seus
resquicios podem ser encontrados em inUmeras paisagens e manifestacdes
culturais do pais, entre elas destacam-se o Maracatu Rural e o Cavalo Marinho, que
nasceram entre os escravos dos canaviais e engenhos, durante o periodo colonial.

A cana-de-acucar € destinada para producao de diversos produtos, tanto no
ramo alimenticio quanto para a geracdo de energia e alimentacdo animal. Dentre 0s
derivados de maior visibilidade estéo o acucar e o etanol (CONAB, 2016).

Segundo Lima (2011), esta planta pertence a mesma familia do milho, sorgo,
arroz e muitas outras gramas. As principais caracteristicas dessa familia séo a forma
da inflorescéncia (espiga), o crescimento do caule em colmos, e as folhas com
laminas de silica em suas bordas e bainha aberta. A cana é composta
essencialmente de duas partes: uma subterranea constituida pelos rizomas e pelas

raizes e outra aérea, constituida pelo colmo, folhas e flores (Figura 1).
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Figura 1— Estrutura da cana—de-ac;l]car.

Fonte: Sucre, 2016.

A parte morfolégica da cana-de-acgucar de interesse comercial € o colmo, que

compreende uma parte chamada de fibra solida e uma parte liquida, suco, contendo

agua e sacarose (Figura 2). A composicdo quimica dos colmos € extremamente

variavel em funcdo de diversos fatores como: variedade, condi¢cdes climaticas,

condi¢cdes do solo e adubacdo, tipo de cultivo, estagio de desenvolvimento, entre

outros (CRUZ; GERASEEV; CARMO, 2014; IEA, 2017; SILVA et al., 2012).

Nédulo

Entrenés

Magos vasculares

___ Anél de crescimento
—~— Banda da raiz

Corte foliar

Sulco da gema

__ Gema

- Pegamento primordial

—. Fenda de crescimento

Figura 2 — Estrutura morfolégica do colmo da cana-de-acgucar.

Fonte: Agricultura em foco, 2011.

Os principais fatores climéticos que influenciam diretamente no crescimento

da cana-de-acucar, sdo estes: luminosidade, umidade e temperatura. Sendo a faixa
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de temperatura minima entre 14 a 16 °C e a temperatura 6tima em torno de 30 °C.
(IEA, 2017).

Conforme o MAPA (2018) a taxa média anual de crescimento para a
producdo de acucar foi de 3,3% no periodo de 2017/2018 a 2027/2028, o que
equivalera a aproximadamente 49,7 milhdes de toneladas na préxima década.

Nosso pais encontra-se sendo o maior produtor a nivel mundial de cana-de-
acucar. Dados da CONAB (2019) apontam que a producdo de cana-de-acglcar, na
safra 2019/20, est4 estimada em 615.978,9 mil toneladas, apontando reducdo de
0,7% em relagdo a safra passada.

Para a safra da regido Centro-Sul do pais a expectativa é que a regido
produza cerca de 566.732,3 mil toneladas de cana-de-agucar, representando 92%
de toda producdo nacional. Ja a Regido Norte/Nordeste, a estimativa é de 49.246,6
mil toneladas colhidas, simbolizando 8% da safra brasileira (CONAB, 2019).

3.2 Caldo de cana-de-agucar

A tabela 1 apresenta a composicéo do caldo de cana em 100 mL da amostra.

Tabela 1 — Composicéo do caldo de cana em 100 mL da amostra.

Referéncia NECA/UNICAMP IBGE TACO
(2006) (2009) (2011)
Calorias (Kcal) 0 73,58 65
Umidade (g) 0 78,8 81,6
Carboidratos (g) 0 19,97 18,2
Proteinas (Q) 0,6 - -
Lipideos (g) 0 - -
Fibras (mg) - - 0,1
Cinzas () 0 - 0,1
Magnésio (mg) 12 1 12
Célcio (g) 9 5,6 9
Fosforo (mg) 5 - -
Ferro (mg) 0,8 - -
Saodio (mQ) - 18,34 -
Potassio (mg) 18 1 -
Vitamina B6- 0,03 - -
piridoxina (mg)
Vitamina C- 2,8 - -

acido ascorbico (mg)

Fonte: Autor, 2019.
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Normalmente o caldo de cana-de-acUcar apresenta uma proporcéo de solidos
soluveis entre 15 e 25°Brix, o que ocorre em funcdo de aspectos ambientais
(MARTUCCI, 1983).

O caldo de cana é obtido por extracdo em moedores elétricos, ou manuais,
coado em peneiras metdlicas e servido com ou sem gelo, podendo ser consumido
puro ou com suco de limao, abacaxi ou até maracuja. No entanto, nem sempre estas
condicbes sao adequadas sob o ponto de vista higiénico-sanitario, ficando o
consumidor sujeito as possiveis contaminac¢des que o produto venha trazer (SHIAN;
OSMAN, 2000; KUNITAKE, 2012).

Os microrganismos de importancia considerados em estudos envolvendo o
caldo de cana séo, essencialmente, aqueles oriundos do solo de vegetais, dentre os
quais se destacam os bolores, as leveduras, as bactérias lacticas e esporuladas
(GALLO, 1989; GALLO; CANHOS, 1991).

Entre os mais frequentes estdo as Flavobacterium, Xanthomonas,
Pseudomonas, Enterobacter, Erwinia, Lactobacillus, Leuconostoc, Bacillus e
Corynebacterium. Como leveduras, podem-se citar Torulopsis, candida,
Saccharomyces, Torula, e Pichia (FRANCA, 2008).

No caldo extraido da cana, os microrganismos podem ser originados nao so
da cana como também de focos de contaminacdo nas moendas e em outros
equipamentos (SILVA; CANHOS, 1990). Os manipuladores de alimentos assumem
também importante papel ao atuarem como fonte de disseminacdo de
microrganismos patogénicos (VANZO; AZEVEDO, 2003).

Silva e colaboradores (2011) descrevem o processamento industrial para
obtencéo do caldo de cana da seguinte forma: O processo para a obtencdo de caldo
de cana inicia-se na lavoura, onde as canas-de-acUcar maduras sdo cortadas
manualmente ou mecanicamente por colheitadeiras e separa-se a palha dos colmos
de cana, sendo estes direcionados a veiculos que realizam o transporte até a
unidade de processamento (ALVES; COSTA, 2011).

No local onde ocorre o processamento, 0s colmos sdo higienizados em agua,
para remocao de impurezas e sujidades advindas da lavoura. As hastes de cana-de-
acucar sao direcionadas a equipamentos cilindricos, rotativos, equipados com facas,
nas quais cortam os bastdes em pequenos pedacos. Em seguida, a matéria-prima
passa atraveés da moenda, que € composta de trés cilindros metalicos com ranhuras,

dispostos triangularmente. Além dos trés cilindros, uma moenda pode possuir mais
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dois rolos, um de alimentacao e outro de pressdo, sendo esse conjunto chamado de
terno de moenda.

Durante a passagem da cana-de-acucar por entre o equipamento, por efeito
mecanico, ocorre a separacao da fase sélida (bagaco) da liquida (caldo) que escoa
entre as ranhuras dos cilindros (ADEWOLE; ADAMOLEKUN; AKINNUSI, 2015;
PIACENTE; SILVA, BIAGGI, 2016).

Posteriormente sofrerd um tratamento térmico, o qual podera ser a
pasteurizagdo ou o tratamento UHT (do inglés Ultra High Temperature). A
pasteurizacdo € um dos processos mais aplicados na conservacdo de polpas e
sucos de frutas, pois a combinacdo apropriada da temperatura e do tempo permite
destruir microrganismos e inativar enzimas, com isto, aumentando a vida atil do
produto. A acidez do produto influéncia em que tratamento utilizar, pois, geralmente,
0S sucos de baixa acidez (pH > 4,6) sdo aquecidos a uma temperatura mais alta que
100°C (esterilizacao); enquanto que os sucos acidos (pH < 4,6) requerem o
tratamento térmico abaixo de 100°C (pasteurizacdo) (FELLOWS, 2006;
AGHAJANZADEH; ZIAIIFAR, 2018).

O tratamento UHT, emprega o uso de alta temperatura por um periodo muito
reduzido de tempo, é um processo continuo destinado a gerar um produto
“‘comercialmente estéril”, isto é, um produto no qual os microrganismos néao
crescerdo nas condicdes normais de armazenamento quando embalado
assepticamente. Envolve o aquecimento a temperaturas superiores a 130°C
(geralmente 138-145°C) para um tempo de espera de 1-10 s (geralmente 3-5 S)
(DEETH; DATTA, 2011).

A escolha do tipo de tratamento térmico depende da sensibilidade ao calor do
produto. Geralmente, o bindbmio tempo temperatura inapropriado pode desencadear
reacfes quimicas que comprometem a qualidade nutricional, como degradacdo de
compostos bioativos, e reacdes de coloragcdo, como reacdo de Maillard, afetando
caracteristicas sensoriais (AZEVEDO; LIMA; MELO, 2014; CHITGAR; AALAMI,
MAGHSOUDLOU, 2017).

Com isso, foram realizados diversos estudos para averiguar a eficiéncia do
tratamento térmico na conservagdo de produtos, destacando-se o realizado por
Chauhan; Singh; Tyagl (2002) que avaliaram caldo de cana pasteurizado e tratado
com &cido citrico, acido ascorbico e metabisulfito de potassio. Os autores verificaram

gue apos o processo de pasteurizacao houve auséncia de coliformes.
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Outra pesquisa de destaque e a de Karmakar; Ghosh; Gangopadhyay (2011)
observaram que a pasteurizacao (90°C/ 4 min) foi eficiente para garantir seguranca
microbiolégica ao caldo de cana durante 25 dias de armazenamento refrigerado
(4°C).

ApGs o tratamento térmico o produto € submetido a arrefecimento, onde se
atingem temperaturas de refrigeracdo convencional (7°C). A associacdo de
diferentes métodos de conservacdo garante a inibicAo ou inativacdo de
microrganismos deteriorantes (MUKHOPADHYAY; GORRIS, 2014). As etapas finais
sdo de armazenamento e distribuicdo entregando ao consumidor final um produto de

maior durabilidade.

3.3 Analises Microbiolégicas

Segundo a legislacao brasileira, o caldo de cana est4 na categoria de bebida
preparada com vegetais, classificado como substancia ou mistura de substancias
obtidas da polpa ou de outras partes de vegetais, acrescida ou ndo de outros
ingredientes, destinada ao consumo (BRASIL, 2001). A tabela 2 apresenta 0s

padrbes microbioldgicos para sucos e refrescos ndo alcodlicos.

Tabela 2— Padr6es microbiolégicos sanitarios para sucos e refrescos nao alcodlicos.

Amostra Microrganismos Contagem*
Caldo de cana Coliformes a 45°C 10 NMP/mL
Salmonela spp. Auséncia/25 Ml

*Toler&ncia para amostra indicativa
Fonte: RDC n°12, janeiro de 2001.

3.3.1 Salmonela spp

O Ministério da Saude (2011) afirma que as bactérias chamadas de
salmonelas sdo pertencentes a familia Enterobacteriaceae, morfologicamente séo
bastonetes Gram negativos, geralmente moveis, capazes de formar acido
fermentando a glicose, com excecdo de S. typhi, S. pullorum e S. gallinarum, suas

caracteristicas gerais sdo de possuir oxidase negativa, catalase positivo, indol,
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Voges Proskauer — VP, Vermelho de Metila — VM, malonato e ureia negativa.
Possuem a capacidade de produzir gas sulfidrico a partir da reducdo do enxofre por
acao da enzima cisteina desulfidrase.

A taxonomia do género Salmonella baseasse na composicdo de seus
antigenos de superficie, os quais sdo os soméaticos (O) ou flagelares (H) (HOLT et al,
2000).

O grupo de salmonelas possui como habit natural, locais divididos em trés
categorias com base na especificidade do hospedeiro e sdo: adaptadas ao homem,
destacando a S. Typhi e S. paratyphi A, B e C, agentes da febre entérica (febre
tifoide e paratifoide); adaptadas aos animais, representadas por S. dublin (bovinos),
S. choleraesuis e S. typhisuis (suinos), S. abortusequi (equinos), S. pullorum e S.
gallinarum (aves), e a terceira categoria inclui sorovares que atingem o homem e os
animais, sdo as salmonelas zoonoticas, as quais sao responsaveis por quadro de
gastrenterite (enterocolite) ou por doencas de transmissao alimentar (Ministério da
Saude, 2011).

Esta bactéria é eliminada em grande numero nas fezes, sendo responsavel
pela contaminacdo do solo e da a&gua no meio ambiente, est4 bactéria pode
sobreviver por muito tempo, principalmente em matéria organica, particularmente
fezes secas podendo resistir mais de 28 meses nas fezes de aves, 30 meses no
estrume bovino, 280 dias no solo cultivado e 120 dias na pastagem, sendo ainda
encontrada em efluentes de agua de esgoto, como resultado de contaminacao fecal
(Ministério da Saude, 2011).

As salmonelas podem se proliferar em valores de pH entre 7.0 e 7.5, valores
superiores a 9.0 e inferiores 4.0 sdo bactericidas, a temperatura varia de 35°C a
37°C, sendo a minima 5°C e a maxima 47°C, podendo estes valores variarem com o
sorotipo (HOLT et al, 2000; JAY, 2005).

As concentragbes necessérias para uma pessoa sadia adquirir uma
salmonelose, conhecida como uma DTAs deve variar de 10° a 102 células e a sua
manifestacdo clinica inclui quadros entéricos agudos ou crbnicos, além de
localizagdo extraintestinal, como infeccbes septicémicas, osteomielite, artrite,
hepatite etc (JAY, 2005; Ministério da Saude, 2011).

Qualqguer alimento que contenha Salmonella spp. € um risco potencial para o
consumidor, cuja veiculacdo é facilitada, na atualidade, pela mudanca nos habitos

alimentares da populacdo. A necessidade, cada vez maior, de elevar a
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producéo/oferta de alimentos leva ao aumento dos fatores de risco, resultantes de
falhas quanto ao manuseio, transporte muitas vezes em condi¢cdes inadequadas,
aliados a auséncia de critérios basicos de higiene e saneamento, 0s quais

favorecem a disseminacao (Ministério da Saude, 2011).

3.3.2 Coliformes fecais a 45 °C

Os coliformes a 45°C, ou termotolerantes sdo bactérias da familia
Enterobacteriaceae, Gram negativos, em forma de bastonetes, oxidase negativos,
ndo formadores de esporos, pertencentes ao grupo dos coliformes totais e
caracterizados pela presenca da enzima [3-galactosidase e pela capacidade de
fermentar a lactose com producdo de gas em 24 horas a temperatura de 45°C em
meios contendo sais biliares ou outros agentes tensoativos com propriedades
inibidoras semelhantes.

Guerra (2015) descreve os coliformes como um grupo de microrganismos, 0
qgual sua presenca nos alimentos fornece evidéncia indireta sobre a qualidade da
matéria prima, condicdes de processamento, condicbes do armazenamento e
transporte ao qual este alimento foi submetido, além de indicarem evidéncias
indiretas sobre higiene, também evidenciam a possibilidade da veiculacdo de
microrganismos patogénicos pelos alimentos, dentro dele podemos destacar a
Escherichia coli.

Escherichia coli e uma bactéria do grupo coliforme que fermenta a lactose e
manitol, com producéo de acido e gas a 45 °C em 24 horas, produz indol a partir do
triptofano, oxidase negativa, ndo hidrolisa a ureia e apresenta atividade das enzimas
3 galactosidase e 3 glucoronidase, sendo considerado o mais especifico indicador
de contaminagdo fecal além de indicar a possivel presenca de organismos
patogénicos em agua ou alimentos contaminados (FUNDACAO NACIONAL DA
SAUDE, 2013).

Esta bactéria possui forma de bastonetes moveis e compreende as espécies:
Escherichia blattae, Escherichia coli, Escherichia fergusonnii, Escherichia hermannii
e a Escherichia vulneris, a Escherichia coli é a espécie tipo do género e podem ser
classificadas em grupos, de acordo com as caracteristicas individuais de
patogenicidade: ETEC (enterotoxigénica), EPEC (enteropatogénica), EHEC

(enterohemorragica), STEC (shigatoxigénica), EIEC (enteroinvasiva), EAEC
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(enteroagregativa) e DAEC (difusamente aderente) (NATARO; KAPER, 1998;
OLIVEIRA, 2017).

Apresenta como reservatorio natural o trato intestinal do ser humano e
animais de sangue quente desenvolvem-se facilmente em alimentos de origem
vegetais frescos, alimentos de origem animais frescos e alimentos processados. Sua
ingestdo em determinada quantidade pode desencadear uma infeccdo alimentar,
sendo este valor de 107 a 108 UFC, os sintomas mais comuns séo infeccdes do trato
urinério, bacteremia, meningite e doencgas diarreicas (BOOP et al., 1999; OLIVEIRA,
2017).

3.3.3 Bolores e Leveduras

Os fungos ou bolores sdo organismos multinucleados que aparecem como
filamento (Figura 3). O corpo ou talo de um fungo filamentoso consiste em um
micélio e nos esporos. Cada micélio € uma massa de filamentos chamada hifa. Cada
hifa é formada pela reunido de muitas células. As paredes rigidas das hifas séo
formadas de quitina, celulose e glicose (TANIWAK; SILVA, 2001).

Os bolores e leveduras constituem um grande grupo de microrganismos, que
em sua maioria, podem ser encontrados no solo e no ar, estes microrganismos Sao
frequentemente encontrados como contaminantes em alimentos e equipamentos de
processo sanitizados de maneira inadequada, assim como em alimentos in natura e
subprocessados. Possuem a caracteristica de iniciar seu crescimento em pHs
acidos, crescendo numa faixa de 2 a 11, e em uma ampla faixa de temperatura,
variando de 5°C a 35°C e com espécies podendo crescer abaixo e acima destes
valores (EIROA, 1985; TOURNAS, 1994; MISLIVEC; BECHAUT; COUSIN, 2001).

Estes podem estar relacionados com o0 processo deteriorante na
recontaminacao pos-processo ou em casos de processos térmicos deficientes, em
diferentes alimentos. Os principais produtos da fermentacdo, causada pelas
leveduras, séo o CO:2 e o etanol e podem estar relacionados com o estufamento de
embalagens (PORRETA, 1992).

As leveduras e os fungos podem causar diferentes niveis de decomposi¢cado
gue variam conforme o grau de invasdo. Sendo o seu crescimento se manifestar por
pontos de podriddo, formacédo de crostas, secrecédo limosa, micélio branco ou de

cores variadas, bem como, presenca de esporos, em diversos alimentos, sua
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presenca pode-se torna um perigo para a saude publica, pois 0s mesmos sao
capazes de produzir micotoxinas (MISLIVEC et al., 2001; OLIVEIRA, 2017).

Figura 3— Bolores e leveduras observados no microscépio, apés a coloracao.
Fonte: Autor, 2019.

Segundo, Valmorbida (2016), as micotoxinas, sdo metabdlitos secundérios de
fungos, os quais estao presentes no solo, ha agua, ou na forma de esporos, estes
por sua vez, quando encontram as condi¢cdes (tempo, temperatura e substrato)
adequadas para sua multiplicacdo, desenvolvem-se exponencialmente e podem
gerar as micotoxinas, diversas pesquisas revelam os efeitos neurotoxicos,
hepatotoxicos e/ou carcinogénicos das micotoxinas em humanos e animais, pela

ingestao de alimentos contaminados.

3.4 Andlises Microscopicas

3.4.1 Matérias estranhas e Sujidades

De acordo com a RDC N° 14, de 28 de Marco de 2014, a qual dispde sobre
matérias estranhas macroscopicas e microscopicas em alimentos e bebidas, e seus

limites de tolerancia:

“Matéria estranha pode ser qualquer” material ndo constituinte do
produto associado a condi¢des ou praticas inadequadas na producéo,

manipulacdo, armazenamento ou distribuicdo e podem ser divididas
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em relagdo ao seu tamanho e em relagéo a fabricagéo dos alimentos.
[Quanto a] Classificagdo em relagdo ao tamanho: 3.4.1.1 Matérias
estranhas macroscopicas: sdo aquelas detectadas por observacao
direta (olho nu), podendo ser confirmada com auxilio de instrumentos
Opticos; 3.4.1.2 Matérias estranhas microscopicas: sdo aquelas
detectadas com auxilio de instrumentos Opticos, com aumento
minimo de 30 vezes. [Quanto a] Classificacdo em relacdo a
fabricacdo do produto: 3.4.1.3 Matérias estranhas inevitaveis: sao
aguelas que ocorrem no alimento mesmo com a aplicacdo das Boas
Praticas; 3.4.1.4 Matérias estranhas indicativas de falhas das Boas
Praticas: s&8o aquelas detectadas macroscopicamente e/ou
microscopicamente, as quais abrangem: a) Partes indesejaveis da
matéria-prima; b) Pelos humanos e de outros animais; c) Areia, terra
e outras particulas macroscopicas; d) Artrépodes considerados
préprios da cultura e do armazenamento, em qualquer fase de
desenvolvimento, vivos ou mortos, inteiros ou em partes; e) Fungos
filamentosos e leveduriformes que ndo sejam caracteristicos dos
produtos; e contaminacdes incidentais: animais vertebrados ou
invertebrados. 3.4.1.5 Matérias estranhas indicativas de riscos a
salde humana: sdo aquelas detectadas macroscopicamente e/ou
microscopicamente, capazes de veicular agentes patogénicos para os
alimentos e/ou de causar danos ao consumidor, as quais abrangem:
a) Insetos: baratas, formigas, moscas que se reproduzem ou que tem
por habito manter contato com fezes, cadaveres e lixo, bem como
barbeiros, em qualquer fase de desenvolvimento, vivos ou mortos,
inteiros ou em partes; b) Roedores: rato, ratazana e camundongo,
inteiros ou em partes; ¢) Outros animais: morcego e pombo, inteiros
ou em partes; d) Excrementos de animais, exceto os de artrépodes
considerados proprios da cultura e do armazenamento; e) Parasitos:
helmintos e protozoarios, em qualquer fase de desenvolvimento,
associados a agravos a saude humana; f) Objetos rigidos,
pontiagudos e ou cortantes, que podem causar lesdes ao consumidor,
tais como: fragmentos de o0sso e metal; lasca de madeira; e plastico
rigido; g) Objetos rigidos, com didametros, que podem causar lesdes
ao consumidor, como: pedra, metal, dentes, carogo inteiro ou
fragmentado; h) Fragmentos de vidro de qualquer tamanho ou
formato; i) Filmes plasticos que possam causar danos a salde do
consumidor. Ainda de acordo com a legislacdo, o termo sujidades
pode ser definido como: partem de vegetais ou de animais que

interferem na qualidade do produto, como cascas, pedunculos,
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peciolos, cartilagens, aponevroses, 0ssos, penas e pelos animais e
particulas carbonizadas do alimento advindas do processamento ou

néo removidas pelo mesmo”. (RDC N° 14, 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Foram avaliadas 30 amostras de caldo de cana in natura, sem gelo,
adquiridas de vendedores ambulantes e supermercados, destas 28 foram
provenientes de vendedores ambulantes e 2 de supermercados, as quais nao
passaram pelo processo de UHT, distribuidos em diferentes pontos de
comercializagdo no municipio de Belém-PA, no periodo de novembro de 2018 a
fevereiro de 2019.

As amostras foram coletadas em sacos estéreis de 500 mililitros da marca
Twirl'em, sendo transportados em um isopor pequeno com gelo e gelox, no periodo
apos a sua aquisicdo e mantidos sob refrigeracdo até o inicio das andlises, por
semana foram levadas de trés a quatro amostras, as andlises foram realizadas nos
Setores de Microbiologia e Microscopia de Alimentos do LACEN-PA — Laboratorio

Central do Estado do Para.

4.2 Métodos

4.2.1 Analises Microbiolbgicas

4.2.1.1 Salmonella spp

As analises microbiolégicas de Salmonella spp. foram determinadas de
acordo com o método descrito por Silva e Silveira (2017), modificado pelo
Laboratorio Central do Estado do Para, que consiste na fase de pré-enriquecimento
de 25 g da amostra, adicionando-a em 225 ml de agua peptonada a 1,0%
tamponada, e um meio seletivo rico em nutrientes para o crescimento e proliferagéo
destas bactérias, posteriormente, a amostra foi incubada a 35 °C por 24 horas.

Em seguida, foi realizada a etapa do enriquecimento seletivo, que possui a
funcdo de enriqguecimento seletivo determinar o aumento continuo de Salmonella,
restringindo a proliferacdo da microbiota acompanhante, em que se transferird 0,1ml
desta diluicdo para um tubo de ensaio contendo 10 ml de caldo tetrationato, sua

seletividade depende de sua capacidade de restringir a multiplicacdo de coliformes e
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determinados sorovares de Salmonella (exceto S. choleraesuis, S. typhisuis, S.
gallinarum e S. pullorum) possuem a enzima tetrationato-redutase e,
consequentemente, sdo capazes de multiplicar-se no meio, incubado a 37 °C por 24
horas, e sendo 1 ml transferird para um tubo contendo caldo rapapport, ou Caldo
Cloreto De Magnésio Verde Malaquita, o0 mesmo vem demonstrando eficacia na
deteccéo de Salmonella spp. A associacao do cloreto de magnésio com um corante
bacteriostatico (verde malaquita) constituiu-se no meio de enriguecimento para a
maioria dos sorovares de Salmonella, incubado a 42 °C por 24 horas.

A partir dos tubos dos caldos anteriores, retirou-se uma algada de cada um
dos tubos do enriquecimento seletivo e foi realizada a inoculagdo em placas de Petri,
contendo os meios Agar Salmonella-Shigella (XLD) e Agar Entérico de Hecktoen
(He) (Figuras 4 e 5), os quais sdo meio seletivo-indicadores, com a funcao de isolar
e diferenciar a Salmonella spp. de outras bactérias, em funcéo de suas propriedades
inibitérias, as quais foram incubadas a 35 °C por 24 horas.

Figura 4 — Placas de XLD e HE, apresentando o crescimento de bactérias atipicas a

Salmonella.
Fonte: Autor, 2019.
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Figura 5 — Placas de HE e XLD apresentando crescimento de coldnias tipicas e
atipicas a Salmonella spp.

Legenda: Placa de HE com colbnias tipicas de Salmonela, placa de HE com colbnias tipicas e
atipicas de Salmonela, placa de XLD com colbnias tipicas e atipicas de Salmonela, placa de XLD
com cc_mlﬁnias tipicas e atipicas de Salmonela, de cima para baixo e esquerda para direita
respectivamente.

Fonte: Autor, 2019.

Uma vez selecionadas colonias sugestivas nos meios indicadores seletivos,
estas foram transferidas para meios de triagem, tais como Agar ferro triplo agticar —
Agar TSI e Agar Lisina Ferro — LIA lactose (Figura 6), entre outros, e foram
incubadas a 35 °C por 24 horas. Utiliza-se o Agar TSI devido, este ser utilizado para
diferenciacdo de bastonetes Gram negativos com base na fermentagcéo e producao
de gas dos carboidratos: glicose, lactose e sacarose e produgdo de sulfeto de
hidrogénio, permite verificar a fermentacéo da glicose por meio do aparecimento de
coloracdo amarela na base e a producéo de gas, indicada pela formacéo de bolhas
ou rachaduras no meio.

Quando a lactose e/ou sacarose ndo sdo fermentados, o apice permanece
com a cor original (dmbar). A producédo de H2S € indicada pela cor negra na base da
porcao central do tubo. Microrganismos como Proteus mirabilis, Edwardsiella tarda,
Citrobacter freundii e Salmonella spp. podem apresentar perfil de comportamento
semelhante.

O Agar LIA e usualmente empregado em associagdo com outro meio de
triagem para identificacdo presuntiva de enterobactérias, visando ofertar maior
namero de informacgdes para a identificacdo presuntiva. A descarboxilacdo da lisina

€ evidenciada pela coloragéo purpura (alcalina) da base e, quando esta ndo ocorre,
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a cor amarela aponta somente a fermentacdo da glicose. A desaminacao da lisina é

visualizada no apice (vermelho-cobreado) e a producéo de H2S (negro), usualmente,

da base até a porcéo central do tubo.

Figura 6 — Meios de triagem para a determinagcao de Salmonella spp.

Legenda: Meio TSI positivo (alcalino, acido com H2S) e LIA negativo, da esquerda para a direita
respectivamente.

Fonte: Autor, 2019.

Posteriormente deve ser realizado um teste bioquimico complementar, para

descartar a possibilidade de serem outras bactérias, no LACEN-PA, realizam-se os

testes da ureia e da fenilalanina.

a)

b)

Hidrélise da Ureia- A urease € uma enzima presente em muitas espécies de
microrganismos que podem hidrolisar a ureia. A ureia é uma diamina do &cido
carblOnico; todas as aminas sao facilmente hidrolisadas com liberacdo de
amonia e de dioxido de carbono. A amoénia reage em solugédo para formar
carbonato de aménio, resultando na alcalinizagéo e aumento do pH do meio.

Fenilalanina desaminase- A fenilalanina é um aminoacido que, por
desaminacdo, forma um cetoacido, o acido fenilpirivico. O teste da
fenilalanina é baseado na deteccéo de acido fenilpirtvico, o qual é liberado no
meio, apds o crescimento do organismo teste. Sua presenca € visualizada
pela adicdo de uma solucédo de cloreto férrico a 10%, quando aparece uma

cor verde.
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De acordo com os resultados negativos, as amostras foram transferidas para
o Agar nutriente e encubados a 35 °C por 24 horas e posteriormente foi realizada a
sorologia, com soros especificos, os quais sao o antissoro com o antigeno “O” ou
somatica e o antissoro com o antigeno “H” ou flagelar, a qual sera o teste
confirmatario.

No procedimento laboratorial para a confirmacdo antigénica, a aglutinacéo
das células bacterianas (somatica ou antigeno “O”) pelo antissoro especifico
apresenta como caracteristica a formacédo de granulos finos ndo dissociaveis pela
agitacédo, e o antigeno flagelar ou antigeno “H” (Hauch) apresenta a aglutinagao
flagelar como caracteristica a formacdo de grumos espessos que se dissociam

rapidamente por meio de agitacao.

4.2.1.2 Coliformes fecais a 45 °C

Para contagem de coliformes a 45 °C foi utilizado o Método técnica do
Numero Mais Provavel (NMP), conforme descrito por Silva e Silveira (2017) e
modificado pelo Laboratério Central do Estado do Para, no qual foi realizado
empregando-se trés séries de trés tubos a qual é realizada em duas etapas: fase
presuntiva e fase confirmativa.

A fase presuntiva deve ser realizada tanto para os coliformes a 35°C e 45°C,
para realiza-la deve-se pesar 25 g ou pipetar 25 mL (alimentos liquidos) e adicionar
225 mL de diluente agua peptonada a 0,1% ou diluente apropriado. Homogeneizar e
preparar pelo menos mais duas diluicdbes decimais transferindo 1 mL de cada
diluicdo para tubos contendo 9 mL do mesmo diluente.

De cada dilui¢éo, inocular aliquotas de 1 mL em série de trés tubos contendo
caldo lauril sulfato de sddio e tubo de Duhran para evidenciar a producédo de gas.
Incubar os tubos em estufa a 36°C por 48 horas. Os tubos positivos sao
evidenciados pela presenca de gas no interior do tubo de Duhran, devido
fermentacdo da lactose com producdo de acido e gas (Figura 7). Posteriormente
deve-se realizar o teste confirmatorio para coliformes a 35°C ou 45°C.

Torna-se importante destacar a fungéo do caldo LST ou lauril sulfato triptose
contém uma mistura de fosfatos que lhe confere um poder tamponante, impedindo a

acidificacao. A seletividade do meio é devido a presenca do lauril sulfato de triptose,
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um agente surfactante anibnico que atua na membrana citoplasmética de
microrganismos Gram positivos, inibindo o seu crescimento. O resultado deve ser
expresso com auxilio de uma Tabela de NUumero Mais Provavel, a qual se encontra

no anexo A, pois a analise trata-se de um numero estatistico.

Figura 7 —Formacdo de gas nos tubos contendo LST.
Fonte: Autor, 2019

A fase confirmativa de coliformes a 45 °C da-se a partir dos tubos positivos da
fase presuntiva, na qual se deve transferir uma al¢cada de cada tubo para outro
contendo caldo EC ou Escherichia coli. Incubar os tubos em banho-maria a 45 *
0,2°C por 24 horas. Os tubos positivos sédo evidenciados pela presenca de gas no
interior do tubo de Duhran devido fermentacao da lactose com producédo de acido e
gas (Figura 8).

A seletividade do meio, caldo Escherichia coli se deve a presenca de sais
biliares, responsavel pela inibicdo dos microrganismos Gram positivos e pela
temperatura de incubacdo, ou seja, somente bactérias Gram negativas e que
sobrevivam a esta temperatura se desenvolveram no meio seletivo.
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Figura 8 — Auséncia de gas nos tubos contendo caldo EC.
Fonte: Autor, 2019.

Em seguida foi realizado o teste para detectar a presenca de Escherichia coli
na amostra, que consiste no plagueamento das amostras positivas de EC, para
placas de Agar eosina azul de metileno (EMB) pela técnica de esgotamento — estria,

encubadas a 35 °C por 24 horas (Figura 9).

Figura 9 —Placa de EMB apresentando col6nias tipicas de E. coli.
Fonte: Autor, 2019.

Caso surjam colénias tipicas, as coldnias serdo transferidas para o Agar
nutriente e encubadas a 35 °C por 24 horas e posteriormente foram realizados 0s
testes bioquimicos confirmatoérios, chamado de INVIC (INDOL, VMVP e CITRATO)

(Quadro 1).
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Quadro 1- Resultado das provas bioquimicas para E. coli.

Indol VM VP Citrato Tipo
+ + - - E. coli tipica
+ + - + E. coli atipica

Legenda: VM — Vermelho de Metila; VP — Voges-Proskauer.
Fonte: Marques, 2017.

Figura 10 — Teste bioguimico INVIC negativo.

Legenda: Indol positivo, VM positivo, VP negativo e Citrato positivo, da esquerda para a direita
respectivamente.

Fonte: Autor, 2019.

Os testes bioquimicos (Figura 10) séo realizados da seguinte forma:

a) Teste de producao de Indol — transferir uma algada para um tubo com agua
peptonada triptofano. Incubar em estufa a 36°C por 24 h, apds adicionar
algumas gotas de reativo de kovac’s. Escherichia coli tipica produz indol a
partir do triptofano fazendo que a cor do tubo mude para vermelho ao
adicionar reativo de kovac'’s.

b) Teste do vermelho de metila — transferir uma algada para um tubo com caldo
MR-VP. Incubar em estufa a 36 °C por 24 h, apGs adicionar algumas gotas de
vermelho de metila. Escherichia coli tipica produz acido e consequentemente
mudanca de cor para vermelho quando adicionado indicador vermelho de
metila, caso a coloragdo ndo mudasse, 0 teste do VM serd negativo,
indicando que o teste VP (Voges-Proskauer) sera positivo.
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c) Teste do uso de citrato — inocular uma alcada sobre a superficie inclinada do
tubo contendo agar citrato de Simmon’s. Incubar a 36 °C por 24 horas.

Escherichia coli tipica n&o utiliza o citrato, ou seja, a colora¢do ndo mudara.

4.2.1.3 Bolores e Leveduras

As andlises realizadas para contagem de bolores e leveduras foram
realizadas segundo a metodologia descrita no American Public Health Association
(APHA, 2001), no qual também e utilizada no Laboratério Central do Para.

Com os tubos da realizag&o do teste presuntivo para coliformes, retirou-se 0,1
mL de cada diluicdo para realizar o plaqueamento em placas contendo Agar Dicloran
Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) previamente preparadas, espalhando o
in6culo com auxilio da alca de Drigalski e incubando a 22-25 °C/7 dias, a contagem
da populacdo de bolores e leveduras nas placas foi realizada entre o terceiro e

quarto dia de inoculagao.

4.2.2 Analises Microscopicas

4.2.2.1 Pesquisa de sujidades e matérias estranhas

A determinacao de sujidades e matérias estranhas foi determinada através do
método descrito pela Association of Official Analytical Chemists (A.0.A.C),
modificado pelo LACEN-PA, a mesma metodologia utilizada para o acai.

A qual consiste na retirada de uma aliqguota de 50 mL da amostra em um
béquer de 100 mL, transferirmos essa aliquota com 100 mL de agua destilada
guente (70°C a 90°C) para o frasco armadilha de Wildman. Apés foi adicionado 2,5
mL de acido cloridrico PA, e o frasco foi aquecido sob agitagdo magnética por cinco
minutos. Posteriormente o frasco foi resfriado sob temperatura ambiente e
adicionou-se agua filtrada até o ponto indicando 800 mL do frasco, juntamente de 25

mL de heptano, em seguida adicionou-se agua filtrada até a altura do gargalo do
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frasco, ap0s realizou-se trés mexeduras as duas primeiras com repouso de cinco
minutos e a ultima com repouso de dez minutos.

Posteriormente ocorreu a transferéncia da solucdo de heptano contendo as
sujidades e matérias estranhas para um béquer de 100 mL, com o auxilio de agua
destilada quente (70°C a 90°C), em seguida a solucéo foi filtrada a vacuo em um
papel de filtro e transferido para uma placa de Petri, para ser examinado no
microscopio Scope com aumento de 4 a 100 vezes e estereoscopico Motic com
aumento até 40 vezes, as sujidades e matérias estranhas foram transferidas para

laminas para serem observadas com cautela.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados analiticos obtidos em relacéo as analises microbioldgicas estao

expressos na tabela 3.

Tabela 3- Avaliacdo microbiolégica dos caldos de cana comercializados por
supermercados e ambulantes na cidade de Belém/PA.

Amostra Coli a 45°C Pesquisade  Pesquisade Bolores e
(NPM/mL) E.coli Salmonela spp. leveduras
(UFC/mL)
1 <3 Auséncia Auséncia 2,0 X 10°
2 <3 Auséncia Auséncia 4,6 X 10*
3 > 1100 Auséncia Presenca 1,9 X 104
4 > 1100 Auséncia Auséncia 4,2 X 102
5 > 1100 Auséncia Auséncia 3,0 X 104
6 > 1100 Presenca Auséncia 1,8 X 10°
7 93 Auséncia Auséncia 1,6 X 10°
8 > 1100 Auséncia Auséncia 3,6 X104
9 4 Auséncia Auséncia 6,4 X 10*
10 23 Auséncia Auséncia 7,8 X104
11 43 Presenca Auséncia 4,5 X 10*
12 1100 Auséncia Auséncia 1,2 X 104
13 > 1100 Auséncia Auséncia 45X 10
14 240 Presenca Auséncia 9,2 X 104
15 <3 Auséncia Auséncia 2,7 X108
16 460 Auséncia Auséncia 52 X10
17 460 Presenca Auséncia 5,4 X 104
18 93 Presenca Auséncia 5,6 X 104
19 150 Auséncia Auséncia 6,3 X 104
20 <3 Auséncia Auséncia > 104
21 1100 Auséncia Auséncia 1,2 X 104
22 > 1100 Auséncia Auséncia 2,2 X104
23 23 Auséncia Auséncia 2,2 X104
24 23 Auséncia Auséncia > 103
25 460 Auséncia Auséncia 7,0 X 104
26 > 1100 Auséncia Auséncia 5,5 X 10*
27 460 Presenca Auséncia 6,4 X 10*
28 1100 Presenca Auséncia 6,9 X 104
29 43 Presenca Auséncia 2,2 X 104
30 43 Presenca Auséncia 1,3 X 10*

Fonte: Autor, 2019.

Das amostras analisadas, foi detectada a presenca de Salmonela spp. em
apenas uma amostra, correspondendo a 3,33% do total, a confirmacédo de

Salmonela pode ser observada com a aglutinagéo das células bacterianas (somatica
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ou antigeno “O”) pelo antissoro especifico, formando granulos finos nao dissociaveis

pela agitacdo (Figura 11).

Figura 11 — Aglutinacdo das células somaticas pelo antissoro O.
Fonte: Autor, 2019.

Dentre as 30 amostras verificadas, 14 apresentaram valores maior ou igual a
1100 NMP/mL, de acordo com a tabela de NPM, valor este muito superior ao
estabelecido como limite de 10 NMP/mL, na RDC 12/2001, correspondendo a
46,66% do total. Vale-se ressaltar que dentre este valor, 10 amostras apresentaram

a bactéria E. coli, valor este de 33,33% do total.

Figura 12 —Testes bioquimicos para Salmonella spp e E. coli

Legenda: Ureia negativa, Fenilalamina negativa, Indol positivo, VM positivo, VP negativo e Citrato
negativo, da esquerda para a direita respectivamente.

Fonte: Autor, 2019.
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A figura 12, representa o este bioquimico complementar para Salmonella
spp., 0 qual apresentou ureia negativa e fenilalamina negativa, representando a
auséncia de Salmonella spp., e 0 teste bioquimico INVIC para E. coli, o qual
apresentou Indol positivo, VM positivo, VP negativo e Citrato negativo,
representando a presenca de E. coli na amostra, da direita para a esquerda
respectivamente.

As analises microbiologicas referente as amostras de caldo de cana
adquiridas de supermercado apresentaram auséncia da bactéria Salmonella spp.,
nao apresentaram crescimento para coliformes a 45 °C, a avaliagéo para a presenca
ou auséncia de Escherichia coli apresentou resultados negativos, contudo os valores
obtidos para a contaminacéo por bolores e leveduras foi maior ou igual as amostras
adquiridas por vendedores ambulantes.

Contudo é escasso na literatura brasileira, pesquisas que avaliam o comércio
de caldo de cana, dentre as mesmas destacam-se autores como: Soccol; Schwab;
Katsoka (1990) analisaram 100 amostras de caldo de cana, adquiridos de 50 pontos
de venda na cidade de Curitiba-PR, os autores observaram que 39 dos
estabelecimentos (78%) mostraram-se em desacordo com as especificacdes legais
vigentes na época. As amostras apresentaram contagem de coliformes fecais ou a
45°C, acima de 10/mL, limite maximo permitido pela Portaria n® 01, de 28 de janeiro
de 1987.

Kitoko et al. (2004) avaliaram amostras de caldo de cana, comercializadas em
50 estabelecimentos de Vitéria-ES e constataram que 96% deles apresentaram-se
em desacordo com os padrdes legais vigentes estabelecidos pela RDC 12/2001, o
Namero Mais Provavel (NMP) de coliformes fecais variou entre 4,3x10YmL e
2,4x10%/mL.

Oliveira et al. (2006) avaliaram 24 pontos de venda ambulante de caldo de
cana em Sao Carlos-SP e observaram que 25% das amostras analisadas revelaram-
se em condi¢des sanitarias insatisfatorias para consumo humano por apresentarem
niveis de coliformes a 45 °C acima do limite maximo permitido pela Resolu¢do RDC
12/2001. Entre as amostras, analisadas nao foi detectada a presenca de Salmonella
Sp e nem de parasitos.

No ano de 2007 dois artigos avaliaram as condi¢des microbiolégicas do caldo
de cana, o primeiro realizado por Carvalho e Magalhdes, no qual avaliaram 20

amostras de caldo de cana, comercializados por ambulantes, em Itabuna-BA, e
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constataram que 90% das amostras apresentaram coliformes a 35°C acima do
estabelecido na legislacdo e 75% coliformes a 45°C; desses, 65% com presenca de
E. coli. Os autores observaram praticas de higiene inadequadas nos locais de
preparo e comercializagdo das amostras.

O outro realizado por Gandra et al. (2007), em Umuarama-PR, o qual
realizaram a contagem de bactérias mesofilas aerdbias, coliformes a 35 e 45 °C,
bolores e leveduras além de estafilococos coagulase positiva, em 24 amostras de
caldos de cana provenientes de estabelecimentos comercializadores desses
produtos, além de coliforme a 45 °C em valores acima do permitido pela legislacéo
brasileira, em 58,3% das amostras, o que indicou condi¢cdes higiénico-sanitarias
inadequadas das amostras analisadas, ndo sendo essas aptas para
comercializagao.

Em Salvador-BA, Silva et al. (2010) investigaram a contaminagao
microbioldgica do caldo de cana, comercializado na orla maritima, foram analisadas
07 amostras quanto a determinacdo de coliformes totais, termotolerantes, e teste
confirmativo de Escherichia coli e Salmonella spp. Os resultados demonstraram que
100% das amostras apresentaram coliformes a 45°C acima do permitido na
legislacao.

Prado et al. (2010), na cidade Ribeirdo Preto-SP avaliaram 90 amostras de
caldo de cana in natura quanto a presenca de Salmonella spp., contagem de
coliformes a 35 °C e a 45 °C, deteccdo de bolores e leveduras e pesquisa de
matérias estranhas. Do total de amostras avaliadas, 31,0% apresentaram coliformes
a 45 °C acima de 2 (NMP/mL), porém Salmonella spp. nédo foi isolada em nenhuma
das amostras.

Felipe e Miguel (2011) avaliaram as condi¢cbes microbiologicas de 15
amostras de caldo de cana, em Itumbiara-GO, foi constatado que 100% delas
apresentaram coliformes a 35 °C; 20% coliformes a 45°C e todas apresentaram E.
coli.

Em 2016, Brezovsky et al., avaliaram o caldo de cana comercializado em Ji-
Parana-RO, com o objetivo de se verificar a presenca de Salmonella spp. e Shigella
spp., quantificacéo de coliformes a 35 °C e pesquisa microscopica, 15 amostras de 5
pontos comerciais diferentes.

Na analise de deteccdo de Salmonela spp. houve presenca em trés dos cinco

pontos analisados (60%), ja a presenca de Shigella spp. foi constatada em quatro
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pontos (80%). Neste estudo, 20% das amostras apresentaram contagem de
coliformes a 35°C na ordem 10°, valores superiores ao estabelecido pela legislacao.

Neste estudo, o caldo de cana in natura, apresentou elevados valores na
contagem de bolores e leveduras, os quais variam de 4,2x10? a 2,0x10°UFC/mL,
valores inferiores encontrados por Kitoko et al. (2004) onde a contagem de bolores e
leveduras variou de 1,6x10° a 7,6x10% UFC/mL, indicando a existéncia de condicdes
higiénico-sanitarias deficientes no processo de obtencdo ou armazenamento do
caldo de cana comercializado.

Oliveira et al. (2007) encontrou valores de 10 UFC/mL, para a contagem de
fungos filamentosos, bolores e leveduras em amostras de caldo de cana, valor
inferior encontrado por Rezzadori (2010) no qual avaliou amostras de caldo de cana
e as mesmas obtiveram para a contagem de mesofilos, bolores e leveduras valores
entre 1,7x10%a 1,2x10% UFC/mL.

Valor inferior ao encontrado por Marcolino (2003) os quais variaram de
5,55x10% a 9,53X10% UFC/mL em sucos de uva, pesquisa também realizada por
Malletroit et al. (1991) demonstraram que sucos de uva, possuem contaminacdo de
10% a 107 UFC/mL.

Segundo Leitdo (1973) e Uboldi-Eiroa (1989), a ocorréncia de fungos
filamentosos em  sucos termoprocessados deve-se, geralmente, ao
subprorcessamento ou a recontaminacdo, pois as leveduras utilizam &cidos
organicos para o seu desenvolvimento, resultando em elevacgéo do ph, producéo de
COg2, etanol, acetaldeido, que contribuem para o odor fermentado.

Cabe ressaltar que a presente pesquisa se prop6s a identificar a presenca
(Figura 13) e a contagem de bolores e leveduras (Figura 14), ndo cabendo entédo

suas identificagoes.
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Figura 13 — Placa de DRBC apresentado crescimento de bolores e leveduras na
diluicdo 10t
Fonte: Autor, 2019.

Figura 14 —Contagem de bolores e leveduras.
Fonte: Autor, 2019.
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Os resultados da analise microscopica encontram-se dispostos na tabela 4.

Tabela 4-Tipos de matérias estranhas encontradas nas amostras de caldo de canas
comercializado por supermercados e ambulantes na cidade de Belém/PA.

Tipo de matéria estranha encontrada Amostras
Fragmento de artrépode 1
Fragmento de inseto 20
Ovo de inseto 5
Acaro vivo 20

Acaro morto 3,11e15
Filamentos de plastico 23

Fonte: Autor, 2019.

Em relacdo aos resultados obtidos, das 30 amostras avaliadas, sete
apresentam sujidades e matérias estranhas, correspondendo a 23,33% do total,
sendo uma das amostras adquirida de supermercado, as sujidades e matérias
estranhas foram: fragmento de inseto (Figura 15), fragmento de artrépode (Figura
16), um ovo de inseto (Figura 17), &caros inteiros mortos (Figuras 18, 19 e 20), um
acaro vivo (Figura 21), e um filamento de plastico (Figura 22). Porém, a RDC N° 14,
de 28 de Marco de 2014, ndo estabelece valores de tolerancia para fragmentos de
insetos em determinados grupos de alimentos, sendo o caldo de cana um desses
alimentos. A mesma estabelece limite de tolerancia para acaros mortos em grupos
de alimentos, em alimentos em geral o maximo e de 5 na aliquota analisada de
acordo com as recomendacdes das metodologias, como encontra-se disposto no
anexo B.

As andlises microscopicas referentes as amostras de caldo de cana
adquiridas de supermercado apresentaram sujidades e matérias estranhas em uma
das duas amostras.

Brezovsky et al. (2016), avaliaram microscopicamente o caldo de cana
comercializado em Ji-Parana-RO e foi possivel detectar a presenca de matérias
estranhas em todas as amostras analisadas, correspondendo a 100%.

Prado et al. (2010) avaliou 90 amostras de caldo de cana, e 29 apresentavam
sujidades e matérias estranhas, correspondendo a 32,2% contudo a presenca de
matérias estranhas néo sao considerados indicativos de risco, representam
indicativos de falhas das boas praticas na fabricacdo, manipulacdo e

armazenamento dos produtos.
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Estes insetos e fragmentos podem ser advindos de locais préximos as
moendas de extracdo, utensilios utilizados e aos residuos do lixo e dos bagacos de
cana, sendo importante ressaltar que estudos como este, que avaliam a
contaminagao por pragas e vetores contribuem de maneira significativa para a

melhoria de alimentos/bebidas a base de vegetais.

Figura 15 — Fragmento de inseto encontrado nas amostras de caldo de cana.
Fonte: Autor, 2019.

Figura 16 — Fragmento de artropode encontrado nas amostras de caldo de cana.
Fonte: Autor, 2019.
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Figura 17 — Ovo de inseto encontrado nas amostras de caldo de cana.
Fonte: Autor, 2019.

Figura 18 — Acaro inteiro morto encontrado nas amostras de caldo de cana.
Fonte: Autor, 2019.
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Figura 19 - Acaro inteiro morto encontrado nas amostras de caldo de cana.
Fonte: Autor, 2019.

Figura 20 — Acaro inteiro morto encontrado nas amostras de caldo de cana.
Fonte: Autor, 2019.
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Figura 21 — Acaro vivo encontrado nas amostras de caldo de cana.
Fonte: Autor, 2019.

Figura 22 — Exemplo de filamento de plastico encontrado nas amostras de caldo de

cana.
Fonte: Autor, 2019.
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6 CONCLUSAO

Os resultados observados neste estudo indicaram a ocorréncia de  déficits
higiénico sanitarios no processo de producdo do caldo de cana comercializado
na cidade de Belém/PA. A constatacdo de diversas amostras contaminadas
colocam em risco a saude do consumidor, pois o caldo de cana serve
como uma fonte de patdégenos causadores de DTAs.

As deficiéncias higiénico-sanitarias provavelmente estdo relacionados ao
processo de obtencéo, producao do alimento e comercializagcdo do mesmo, expondo
o0 consumidor a elevados riscos de contaminacdo por DTAs, pois as qualidades
microbioldgicas e microscopicas do caldo de cana, provenientes de supermercados
e de vendedores ambulantes analisados encontram-se em carater insatisfatorio.

Com isso, as amostras adquiridas de supermercados apresentaram respostas
positivas em quase todos os pontos da avaliagdo microbiolégica, contudo os altos
valores obtidos para a contaminacdo por bolores e leveduras, as tornam
insatisfatorias para o consumo, pois representam riscos a saude do consumidor. Em
relagdo a avaliagdo microscépica, as mesmas apresentam resultados insatisfatérios,
pois de duas amostras, uma apresentou sujidades e matérias estranhas.

Conclui-se que, as amostras adquiridas de vendedores ambulantes
apresentaram respostas negativas em todos os pontos da avaliacdo microbiolégica,
representando a contaminacgao e proliferacdo de microrganismos patogénicos neste
alimento, ocasionando em riscos a saude do consumidor. Em relacdo a avaliacao
microscopica, as mesmas apresentam resultados insatisfatorios, pois apresentaram
sujidades e matérias estranhas.

Torna-se importante destacar a importancia deste trabalho para a area, pois
ainda sdo escassas na literatura brasileira, pesquisas que avaliam o comércio de

caldo de cana.
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ANEXO A - Tabela 1- Para 3 tubos, cada um com 0,1, 0,01 e 0,001 g de in6culo,

os NMPs por grama e os intervalos de confianca de 95%.

Pos. Tubos Conf. lim. Pos. Tubos Conf. lim.
0,10 0,010,001 N"™9 | Baixo | Alto|0,10(0,01/0,001| N ™9 Baixo | Alto
0o |o| o | < | - los 2|2 0| 21 | a5 | 42
0o | o 1|30 015/96 2|2 | 1 | 28 | 87 | o4
o | 1| 0 |30 015/11 2| 2| 2| 35 | 87 | o4
o | 1 1 |61 12|18 2|3 0| 20 | 87 | o4
o |2 0 |62 12|18 2|3 1| 36 | 87 | 94
0o | 3| 0| 94 36/3 3|0 0| 23 | 46 | 04
1 | o o | 36 |017 18| 3| 0| 1 | 38 | 87 | 110
1 o | 1 72|13 18/ 3|0 2| 64 | 17 | 180
1 | o 2 | 11 |36 /38| 3| 1|0 | 43 | 9 | 180
1 |10 | 74|13 2|/ 3|11 75 | 17 | 200
1 | 1| 1 | 11 |36 38| 3| 1| 2 | 120 37 |42
1 | 2| 0o | 11 |36 42| 3| 1| 3 | 160 | 40 | 420
1 | 2| 1 | 15 | a5 42| 3|2 | 0 | 93 | 18 | 420
1 | 3| 0 | 16 |45 42| 3|2 | 1 | 150 | 37 | 420
2 o] 0o | 92 143 3|2 | 2| 210 | 40 | 430
2 | o| 1 | 14 |36 42|32 | 3 | 200 | 90 |1.000
2 | o] 2 | 20 |45 42| 3|3 | 0 | 240 | 42 |1.000
2 | 1| 0o | 15 37 |42/ 3|3 | 1 | 460 | 90 |2.000
2 | 1| 1 | 20 |45 42| 3| 3| 2 | 1100 | 180 | 4,100
> |1 | 2 | 27 |87 |9a| 3| 3| 3 |>1100 420 | -

Fonte: Bacteriologycal Analytical Manual Online, 2001

OBS: Para obter o NMP/g ou mL, para séries de 3 tubos com inoculo de 1,0; 0,1 e

0,01 g ou mL, e respectivos intervalos de confianca de 95%, dividir por 10 os valores

da Tabela 1 correspondendo ao arranjo de tubos positivos obtidos na analise.
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ANEXO B - Tabela 2 - Limites de tolerancia para acaros mortos por grupos de
alimentos

Grupos de alimentos Limite de toleréancia Metodologia Analitica

AOAC/FDA

Ver metodologia descrita
no Capitulo 16 (Sub-
capitulos de 1 a 19) da
AOAC, de acordo com o

Alimentos em geral Méaximo de 5 na aliquota

analisada de acordo com
as recomendac0des das
metodologias

tipo alimento.
Cha de menta 15em 25¢g 975.49 Aa Bb (16.14.05)
Ché de carqueja 10em 25¢g 975.49 Aa Ba (16.14.05)
Derivados de morango 15em 100 g 950.89 (16.10.06) -
(polpas, geleias e outros Geleias
doces)
Queijo inteiro ou ralado 25em 225¢g 960.49 (16.3.03) ou

994.05 (16.3.04)

Inspecéo visual para
contaminacgao superficial

Queijo solido inteiro 5em 2,5 cm? (camada
da superficie de 0,6 cm

de profundidade)

Cogumelos 75 em 100 g do produto 967.24 (16.13.11)

drenado ou em 15 g do
produto seco

Fonte: RDC n°14, marco de 2014.
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