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RESUMO

As doengas transmitidas por alimentos s&o responsaveis pelo adoecimento de
pessoas a nivel mundial, causando desde sintomas mais brandos, como desconforto
gastrointestinal, até intoxicagdes graves que podem ser fatais. Como forma de garantir
a seguranca e qualidade dos alimentos no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA, estabeleceu a RDC n° 724, de 1° de julho de 2022. Desse modo,
0 objetivo dessa pesquisa foi realizagdo de uma triagem do Numero Mais Provavel
(NMP) de bactérias patogénicas presentes em caldos de cana, sendo analisado os
tipos de bactérias, que se enquadram na categoria in natura da IN N° 161/2022. A
pesquisa foi realizada na feira livre no municipio de Vitéria da Conquista, BA, pela
analise qualitativa e quantitativa. Sendo coletadas trés amostras de caldo de cana, em
maio de 2024, vendidos por ambulantes e comerciantes em uma feira local da cidade
de Vitdria da Conquista - BA. A triagem de bactérias patogénicas foi realizada pela
andlise da contagem total das colénias (UFC/mL), através de meios de cultura
especificos e testes bioquimicos. O estudo identificou a quantidade de colénias
variando de 94,6 X 10* UFC/mL a 117,4 X 10° UFC/mL. Além disso, verificou-se a
sugestéo da presenca das bactérias Shigella spp, E. Coli e Salmonella spp. De acordo
com a formacdo das colénias no Agar SS e testes bioquimicos. Os resultados
expressos destacam a importancia das autoridades sanitarias na fiscalizagdo dos
estabelecimentos que comercializam alimentos e sucos em espacgos publicos,
apontando a necessidade de medidas preventivas para assegurar a alimentagao dos
consumidores.
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BACTERIAL ANALYSIS OF SUGARCANE JUICE SOLD AT AN OPEN FAIR IN
THE MUNICIPALITY OF VITORIA DA CONQUISTA BAHIA

ABSTRACT

Foodborne ilinesses are responsible for sickening people around the world, causing
everything from milder symptoms, such as gastrointestinal discomfort, to serious
poisonings that can be fatal. As a way of ensuring the safety and quality of food in
Brazil, the National Health Surveillance Agency — ANVISA, distributed RDC n° 724, of
July 1, 2022. Therefore, the objective of this research was to carry out a screening of
the Number Most Probable (NMP) of pathogenic bacteria present in sugarcane juice,
investigating the types of bacteria that fall into the in natura category of IN No.
161/2022. A survey was carried out at the open market in the city of Vitéria da
Conquista, BA, using qualitative and quantitative analysis. Three samples of
sugarcane juice were collected, in May 2024, sold by street vendors and traders at a
local fair in the city of Vitoria da Conquista - BA. The screening of pathogenic bacteria
was carried out by analyzing the total colony count (CFU/mL), using specific culture
media and biochemical tests. The study covers the number of colonies ranging from
94.6 X 104 CFU/mL to 117.4 X 105 CFU/mL. Furthermore, the suggestion of the
presence of the bacteria Shigella spp, E. Coli and Salmonella spp is obtained.
According to colony formation on SS Agar and biochemical tests. The results
expressed highlight the importance of health authorities in supervising establishments
that sell food and juices in public spaces, pointing out the need for preventive measures
by authorities to guarantee consumers' nutrition.

Keywords: Sugar cane. Food contamination. Enterobacteria.

1. INTRODUGAO

No Brasil ha ocorréncias de doencas transmitidas por alimentos (DTAS),
principalmente em decorréncia do saneamento basico precario, e clima tropical do
pais que favorece o aparecimento e reproducdo de microrganismos, sobretudo nessas
mesmas regides (Oliveira et al., 2021). Ademais, os dados do Centro Pan-Americano
de Febre Aftosa (PANAFTOSA) apontam que, em 2022, foram registrados 220
milhdes de pessoas sao afetadas pelas DTAs, sendo 96.000 mortes. Na regido das
Américas, 77 milhdes de pessoas sofrem de DTAs com mais de 9.000 mortes, de
modo que 31 milhdes sao criangcas menores de 5 anos, as quais cerca de 2.000
acabam falecendo (Lentz et al., 2018).

Desse modo, a qualidade microbiolégica é de extrema importancia para a

producéo de alimentos e de bebidas, na busca pela exceléncia do produto. Contudo,



a atuacao da ANVISA ainda ndo abrange toda a comercializacdo de alimentos por
vendedores ambulantes nas ruas ou feiras livres, visto que muitos ndo armazenam e
nem manipulam os alimentos adequadamente, aumentando as chances de ocorrer
transmissdes cruzadas (Souza et al., 2015).

Assim, o caldo de cana, conhecido popularmente como “garapa”, vendido em
grande parte nas feiras livres, € uma bebida que se caracteriza por ser ndo alcéolica
e de valor energético elevado, compondo altas concentragdes de glicose, frutose e
sacarose (Mota et al., 2020; Silva et al., 2020). Possuindo sabores adocicados,
refrescantes e bom custo-beneficio, que agrada ao consumidor aumentando seu
indice de aceitabilidade.

No entanto, o caldo de cana de agucar apresenta condi¢des favoraveis para a
proliferacdo microbiana, devido ao valor do pH acido, juntamente com atividades de
agua e acucar (Spiller, 2023). Por apresentar essas caracteristicas, e alguns pontos
de venda ndo possuem boas condicdes de higienizacdo, o caldo de cana,
comercializado em locais publicos, apresentam uma chance maior de contaminacao
por microrganismos, pois alguns pontos de venda ndo possuem boas condi¢cdes de
higienizacdo (Ynara, 2020).

No entanto, € importante destacar que a cana-de-acucar possui naturalmente
microrganismos em suas raizes, folhas e colmos. Sendo composta por leveduras
como Saccharomyces, Torulopsis e Cryptococcus (Lima et al., 2001). E por bactérias
dos géneros Leuconostoc dextranicum, Leuconostoc mesenteroides e,
eventualmente, pelo Streptococcus. Entretanto, a sua extracdo e manipulacdo
favorece o crescimento bacteriano que pode incluir bactérias patogénicas, como
Salmonella spp. e E. coli, que por sua vez, provoca as DTAs (Almeida, 2023).

Desse modo, surgiu a seguinte pergunta: A presenga de microrganismos
patogénicos em caldos de cana vendidos por ambulantes e comerciantes em feiras
livres, pode trazer um potencial risco de transmissdo de doengas para os
consumidores? Sendo assim, 0 estudo passado tem como objetivo a realizacao de
uma triagem do Numero Mais Provavel (NMP) de bactérias patogénicas presentes em
caldos de cana que se enquadram na categoria in natura da IN N° 161/2022,
comercializados em uma feira livre no municipio de Vitéria da Conquista, BA, através

de uma analise qualitativa e quantitativa.



2. METODOLOGIA

Essa pesquisa tem como caracteristica ser um estudo de campo, exploratoria
e descritiva e de natureza qualitativa. Nestas condicdes, o estudo sobre a analise
microbioldgica do caldo de cana, segue os padrdes microbioldgicos da Resolucéo da
Diretoria Colegiada - RDC n°® 724, de 1° de julho de 2022, que estabelece parametros
para categoria de “Sucos e outras bebidas in natura” constituindo assim, o caldo de
cana, que por sua vez, a avaliacdo consiste em contagem de coliformes totais (35°C),
coliformes termotolerantes de 102 NMP/mL e a pesquisa de Salmonella spp (Araujo e
Andrade, 2020). Podendo ser encontrados bactérias como a Shigella, Salmonella,
Campylobacter, Escherichia coli, Vibrio, Yersinia, Staphylococcus aureus (Barcelos et
al., 2021).

Dito isso, a pesquisa foi realizada com o caldo de cana, vendido por diferentes
vendedores ambulantes e comerciantes de uma feira local situada no municipio de
Vitéria da Conquista — BA. Os experimentos foram realizados em fluxo laminar e
seguindo as normas sanitarias da Portaria do manual de Microbiologia Clinica para o
Controle de Infeccdo Relacionada a Assisténcia a Saude do modulo 6 pela deteccéo
e identificacdo de bactérias de importancia médica do manual da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Brasil, 2013; Brasil, 2020).

2.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Foram obtidas trés amostras de caldo de cana, coletadas em frascos estéreis
de 50 mL, em trés diferentes estabelecimentos de uma feira local da cidade de Vitoria
da Conquista - BA, Brasil, em 20 de maio de 2024. Logo apés a coleta, as amostras
foram imediatamente levadas para o Laboratério de Microbiologia da Centro
Universitario de Exceléncia — UNEX, localizada no mesmo municipio.

Sendo diretamente realizada a analise microbiolégica com a caracteristica de
identificagdo, tanto qualitativamente quanto quantitativamente do crescimento de
microrganismos, por diluicbes das amostras inoculadas em meios liquidos, sélidos,

semissoélidos, diferenciais e comerciais.



2.2 PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA E ANALISE DAS AMOSTRAS

Foram preparados previamente os meios de cultura, tanto meios liquidos
quanto sdlidos. Desse modo, foi realizado o preparo da agua Peptonada (MERCK,
Brasil) para o enriqguecimento primario dos microrganismos. Também foi preparado o
caldo Lauril Triptose - LST (HIMEDIA®, Brasil), caldo Verde Brilhante Bile2% - CVBLB
(HIMEDIA®, Brasil), caldo Rappaport-Vassiliadis - RVS (Kasvi, Brasil), caldo E.C. -
Escherichia coli (HIMEDIA®, Brasil) contendo tubos de Durhan invertidos, nos quais
possuem finalidade de promover o crescimento bacteriano, apresentando em sua
composicao nutriente essencial para o cultivo e manutengcédo dos microrganismos.

Os meios solidos incluem: Agar Salmonella-Shigella - SS (Kasvi, Brasil), Agar
Bismuto Sulfito (HIMEDIA®, Brasil), o Agar Sangue (Kasvi, Brasil), o Agar Mueller-
Hinton (Kasvi, Brasil) e o Agar E.M.B Levine (Kasvi, Brasil) promovendo assim, o
crescimento em meio sélido dos microrganismos, possibilitando assim, a observacdes
das colbnias. Posteriormente colocados na Autoclave (PRISMATEC linha CSA), para
a esterilizacdo dos materiais. Em seguida os meios de cultura, foram invertidos,
previamente esterilizados, na capela de fluxo laminar vertical (linha PCR versao ECO)
e incubado na estufa 37° por 24 horas.

As amostras foram preparadas no Laboratério de Microbiologia do Centro
Universitério de Exceléncia (UNEX), os quais, foram identificadas como “Amostra 017,
Amostra 02” e “Amostra 03” sendo abertas assepticamente higienizadas com o alcool
etilico 70%, nos frascos estéreis contendo 50 mL, sendo levadas para a capela de
fluxo laminar vertical (linha PCR versdo ECO), para o inicio das analises.

Para iniciar a primeira etapa da pesquisa, que consistia na diluicdo das
amostras para obtencdo das diluicdes 101, 102 e 103. Seguiu-se o protocolo do
Manual da ANVISA de Microbiologia Clinica para o Controle de Infeccdo Relacionada
a Assisténcia a Saude do modulo 6 sobre a deteccao e identificacdo de bactérias de
importancia meédica (Brasil, 2013; Brasil, 2020).

Obedecendo as orienta¢des da RDC n° 724, de 1° de julho de 2022 juntamente
com a Instrugdo Normativa- IN N° 161, que descreve o Regulamento Técnico de

Procedimentos Operacionais Padronizados (POP) (Brasil, 2022).



Onde na capela de fluxo laminar vertical (linha PCR versdo ECO) retirou-se
cerca 25 mL da amostra, com a pipeta automatica (Pipetman®) e foi adicionado a 225
mL de Agua peptonada esterilizada 0,1% (MERCK), alcancando a diluicdo 10-%; em
seguida, 1 mL, desta diluicdo 101, foi movido para um tubo de ensaio que continha 9
mL de agua peptonada esterilizada, resultando na diluicdo 102

Este método foi repetido até que alcancasse a diluicdo 103 em todas as trés
amostras. Para obter o pH das amostras, foi medido pelas tiras de pH da Merck
(MColorphast™) contendo a faixa pH de 0 a 14 com método de escala colorimétrica,
na qual promove um resultado especifico, sensivel e confiavel.

Dessa forma, a coloracdo de Gram foi realizada nas colbnias que cresceram
no Agar Sangue, Agar SS e Agar Bismuto Sulfito. Com o auxilio dos corantes Cristal
Violeta (NEWprov), Lugol para Gram (NEWprov), Descorante para Gram (NEWprov)
e Fucsina Fenicada de Gram (NEWprov). Os testes bioquimicos foram realizados no
meio comercial, Agar rugai com lisina (LaborClin®), sendo diferencial, possibilitando
a triagem presuntiva. O qual possui nove provas, sendo: reagdo de indol (IND),
desaminacdo do aminoacido L-triptofano (LTD), fermentacdo da sacarose (SAC),
producado de sulfeto de hidrogénio (H2S), producéo de gas (GAS), hidrolise da ureia
(URE), fermentacdo da glicose (GLI), descarboxilacdo da lisina (LIS) e motilidade
(MOT). Todas as coldnias, Gram-negativas, foram inoculadas e foram incubados em
estufa a 37° por 24 horas (tabela 5).

Foi realizado o teste de catalase e coagulase a partir das col6nias do Agar
Sangue, coldnias pequenas e coldnias grandes (caracteristicas mucoéides) e no Agar
Bismuto nas col6nias pretas. Para a catalase foi utilizado, com o auxilio das alcas
microbiolégicas descartaveis estéril 1uL e laminas para microscopios previamente
esterilizados. Foi colocado uma gota de perdéxido de hidrogénio 3% (H202) e
adicionada uma pequena parte da colénia com o auxilio da alca microbiologica
aplicada na lamina.

Para a coagulase conjugada, que € a prova em lamina que consistiu em colocar
100 uL de solucédo salina fisiolégica em laminas de vidro e utilizando uma alca
bacteriol6gica descartavel, transferiu-se uma amostra de 1 uL de cada colbnia
bacteriana das placas de 4gar sangue e agar bismuto para as laminas ja preparadas
com a solucdo salina. Posteriormente, adicionou-se uma gota de plasma humano

citratado a mistura na lamina para observar a presenca de aglutinagéo.



2.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS
2.3.1 Contagem total das colonias (UFC/mL)

O Agar Mueller-Hinton desenvolve uma composi¢do rica em nutrientes
possibilitando o crescimento de uma vasta variedade de bactérias, tornando adequado
para a contagem de colénias em amostras de alimentos. Para a contagem total
(UFC/mL), apés ser feito as diluicdes das trés amostras de 101, 102 e 103, foram
semeados 1L, utilizando algas descartaveis estéreis (cralplast®, Brasil) pela técnica
de esgotamento no Agar Mueller-Hinton (Kasvi, Brasil), previamente esterilizadas, nas
quais foram invertidas e incubados em estufa a 37° por 24 horas, para contagem de
colénias UFC/mL.

A contagem de UFC/mL, utilizou-se com um contador de colbnias (Phoenix
Luferco CP608) e as amostras foram analisadas por 5 analisadores independentes.

Os resultados da média dos analisadores foram expressos para cada amostra.
2.3.2 Numero Mais Provavel de coliformes totais e termotolerantes

O Numero Mais Provavel (NMP) é um método de extrema importancia para
estimar a concentracdo de microrganismos em determinadas amostras liquidas,
identificando coliformes totais e termotolerantes, possibilitando o enriquecimento de
nutriente, e crescimento bacteriano a partir de diluicbes em séries pelos tubos de
ensaio. Desse modo o NMP contém duas fases, isto €, o teste presuntivo e o teste
confirmatério, sendo utilizada uma série de trés tubos, isto é, uma triplicata das
amostras para cada uma das trés diluicdes, contendo tubos de Durham invertidos no
Caldo Lauril Sulfato Triptose - LST (HIMEDIA®, Brasil), com as amostras “Amostra
017, “Amostra 02” e “Amostra 03”.

Cada série de tubo, LST, (figura 1) recebeu 1 mL do inéculo das diluicdes 10,
102 e 103 e posteriormente foi incubada na estufa a 37°C por 24 a 48 horas. Com a

finalidade de observar a producéo de gas e turvacao nos tubos de Durham.
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Figura 1. Método para obter o Numero Mais Provavel (NMP)
Fonte: Autores, 2024.

Em seguida, foi feito o teste confirmatério, a partir das triplicatas do meio caldo
LST, da diluicdo 107, 102 e 103, utilizando a pipeta automatica (Pipetman®),
previamente esterilizada, foram retiradas 1 mL das amostras 01, 02 e 03. Na capela
de fluxo laminar vertical (linha PCR versdo ECO) para os tubos contendo caldo Verde
Brilhante Bile 2% - CVBLB (HIMEDIA®, Brasil), e para tubos contendo Caldo E. coli —
EC (Kasvi, Brasil), contendo tubos de Durham invertido, com a finalidade de detectar
formacdes de gases a partir de coliformes fecais e termotolerantes.

ApoOs o cultivo, as amostras do tubo com o caldo CVBLB e o caldo EC foram
incubadas na estufa a 37°C por 24 horas. Em seguida, foram observados a producao
de géas nos tubos de Durham invertido e turvacao do meio. sendo possivel determinar
o NMP/mL, isto &, os coliformes totais, fecais e termotolerantes (Anexo A). A partir do
caldo EC foram semeados 1uL, pela técnica de esgotamento no Agar E.M. B Levine

(Kasvi, Brasil), para diferenciacdo de E.coli e Enterobactérias.
2.3.3 Presenca/Auséncia de Salmonella, Shigella, E. coli

A investigacdo da Salmonella, Shigella foi realizado no Agar Salmonella-
Shigella - SS (Kasvi, Brasil), na qual € um meio seletivo e diferencial para o isolamento
da Salmonella e Shigella, possibilitando a identificacdo da E. coli através das cores da

colonia e, sobretudo, impedindo o crescimento de bactérias gram-positivos. Desse



11

modo, através do pré-enriguecimento no caldo Lauril Sulfato Triptose - LST
(HIMEDIA®, Brasil), o qual foi incubado em estufa a 37° por 24 horas, foram feitas o
plagueamento, pela técnica de esgotamento, das amostras 01, 02 e 03 para a suspeita
de Salmonella no Agar SS.

Assim o plaqueamento de 1uL, pela técnica de esgotamento, para o Agar
Bismuto Sulfito (HIMEDIA®, Brasil), o Agar Sangue (Kasvi, Brasil) e no meio Agar
Salmonella-Shigella - SS (Kasvi, Brasil), sendo incubada em estufa a 37° por 24 horas.
Sendo importante salientar que o crescimento com centro negro (H2S), no Agar SS, é
suspeita de Salmonella. Colbnias incolores: suspeita de Shigella spp. E col6nias cor

de rosa ou vermelho: suspeita de E. coli ou Klebsiella spp.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste estudo, foram coletadas trés amostras, sendo duas em estabelecimentos
e uma de ambulante, em uma feira local da cidade de Vitéria da Conquista - BA, Brasil,
sendo identificadas, na tabela 1 e na figura 2, como A01, A02 e A03. Também se
realizou a verificacdo do pH de cada amostra, sendo AO1 e A02 com o pH de 6,0 e
A03 com o pH de 5,0. Sendo assim as amostras foram plaqueadas no Agar Mueller-
Hinton (Kasvi, Brasil) no qual possibilitou seu crescimento sendo realizado a contagem

das colénias UFC/mL.

Tabela 1. Contagem total das colénias de Agar Mueller-Hinton (Kasvi, Brasil)

ESTABELECIMENTO CONTAGEM TOTAL DAS COLONIAS
AMOSTRAS AGAR MUELLER-HINTON (KASVI, BRASIL)
A01 94,6 X 10* UFC/mL
A02 113,8 X 10° UFC/mL
A03 117,4 X 10° UFC/mL

Fonte: Autores, 2024. *UFC/mL: Unidades formadoras de colbnias/mL

Os dados apresentados neste estudo (Tabela 1) correspondem a contagem de
coldnias nos meios de cultura Agar Mueller-Hinton (Kasvi, Brasil), podendo verificar
as formas (figura 2). Neste sentido, a contagem foi obtida através da média de cinco
analisadores, no qual o estabelecimento AO3 apresentando a maior contagem de
UFC/mL com 117,4 X 10° UFC/mL, posteriormente o estabelecimento A02 apresentou
113,8 X 10° UFC/mL e no estabelecimento A01 94,6 X 10* UFC/mL.
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A1: 94,6 x 10* UFC A2:113,8x 10° UFC A3:117,4 x 10° UFC

Figura 2. Colonias que cresceram no Agar Mueller-Hinton (Kasvi, Brasil), a partir na
inoculacdo das amostras A01, A02 e A03.
Fonte: Autores, 2024.

No entanto a Legislacdo Alimentar Brasileira, pela RDC N° 724/2022 da
ANVISA, nédo estabelece padrbes para a contagem de colbnias do caldo de cana in
natura. Segundo a RDC N° 724/2022 a contagem igual ou superior a 10° e 107
UFC/mL, nas bebidas in natura, podem apresentar alteracfes sensoriais e visiveis,
culminando assim para a deterioragéo do produto (Brasil, 2022).

Em um estudo realizado por Reis e Sousa (2019), utilizou trés amostras do
caldo de cana comercializado por ambulantes na cidade de Ilhéus, BA apresentando
uma contagem de 7 x 10* UFC/mL a 6,4 x 10° UFC/mL, evidenciando as condices
improprias de higiene sanitaria, fora dos padrdes da legislagdo. Assim como o estudo
realizado por Gassen et al. (2017), apresentam contagem acima de 1,0 x 102 UFC/mL,
estando em desacordo aos padrées microbioldgicos. Sendo importante salientar que
ambos obedeceram a Resolucédo RDC n°12, de 02 de janeiro de 2001 (Brasil, 2001).

Neste contexto, as UFC/mL identificadas na tabela 1 e na figura 2, podem
indicar elevado potencial de risco para a contaminagdo da Salmonella spp. e da E.
Coli, ou seja, bactérias patogénicas. Podendo derivar de fatores inadequados de
higienizagdo, falha no armazenamento e refrigeragdo, assim como a exposi¢do ao
ambiente externo.

Na pesquisa de Galvao et al. (2019) realizado em Mourdo-PR, ao apresentar
sua pesquisa, se evidenciou a contagem de bactérias aerdbias mesofilas esta acima

de 6,0 x 10° UFC/mL em apenas uma amostra de caldo de cana, apresentando
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deterioracdo perceptivel. Indicando assim, matéria-prima contaminada, falta de
condicdo higiénico-sanitaria, condi¢cdes impréoprias da temperatura e tempo da
conservagao dos alimentos, tornando, desta forma, o alimento insalubre (Ynara,
2020).

Ao realizar a coloracdo de Gram, a partir da formac&o de coldnias no Agar
Salmonella-Shigella - SS (Kasvi, Brasil), Agar Bismuto Sulfito (HIMEDIA®, Brasil) e no
Agar Sangue (Kasvi, Brasil), obteve-se a identificacio das bactérias Gram-negativas
no Agar SS e Agar Bismuto. Assim como as bactérias Gram-positivas, formato de
cocos, no Agar Sangue sendo Gama hemolise.

Neste estudo, foi realizada a semeadura no Agar Salmonella-Shigella - SS
(Kasvi, Brasil), classificado por ser um meio seletivo que possibilita a visualizagéo de
diferentes tipos de coldnias. Dito isso, as colbnias pretas (H2S) ou incolores, podem
ser suspeita de Salmonella spp. Col6nias rosas ou avermelhadas (fermentadoras de
lactose) sé@o suspeitas de E. coli ou Klebsiella spp. Enquanto as col6nias incolores
(ndo fermentadoras de lactose) suspeitas de Shigella spp.

No Agar Bismuto, classificado como especifico para o isolamento de Gram-
negativas € possivel identificar a presenca Salmonella typhi e outras espécies de
Salmonella spp. em amostras contaminadas por estes microrganismos patogénicos.

Os meios de cultura Agar Sangue podem-se verificar o tipo de hemolise dos
microrganismos. De acordo com Almeida et al. (2023) a formacdo de hemdlise
apresenta caracteristicas especificas da qual a coldnia pertence, possuindo halos de
hemodlises totais (B), parcial (a) e sem a formacgao de halo de hemdlise (y).

Nesta perspectiva, a formacéo dos halos de hemolise, das amostras inoculadas
no Agar Sangue, forma dos grupos Gama-Hemolise (y), isto é, apresenta coloracéo
levemente esbranquicadas e, sobretudo, ndo apresenta destruicdes das hemacias ao
redor das coldnias (Ataide et al., 2019). Dessa forma, como é mostrado na tabela 2,
as amostras dos 3 estabelecimentos foram y hemdlise.

A tabela 2, demostra as caracteristicas de cada coldnia crescida no Agar
Bismuto Sulfito, Agar Salmonella-Shigella e Agar Sangue. Desse modo no &gar
bismuto (amostras A01, A02 e A03) apresenta col6nias pretas que indica as bactérias
gue reduzem o sulfato de bismuto em sulfeto de bismuto correspondendo a coloracéo
preta das coldnias, sendo assim, caracteristicas da parecenca de Salmonella spp
(tabela 2).



Tabela 2. Caracteristicas das colnias crescidas no Agar Bismuto, Agar SS e Agar Sangue,

respectivamente.

AMOSTRA

CARACTERISTICAS DAS COLONIAS

COLORACAO DE GRAM

AO01: agar bismuto

Coldnias pretas.

Bacilos, Gram-negativos.

AO01: agar Salmonella-
Shigella

Coldnias de coloracéo rosa.

Bacilos, Gram-negativos.

AO01: agar sangue

Coldnias pequenas e
(caracteristicas mucoides).

grandes

Cocos, Gram-positivas.

A02: agar bismuto

Colbnias pretas.

Bacilos, Gram-negativos.

A02: 4gar Salmonella-
Shigella

Coldnias de coloracéo
(predominante), preta e transparente.

rosa

Bacilos, Gram-negativos.

A02: 4gar sangue

Coldnias pequenas e grandes
(caracteristicas mucoides).

Cocos, Gram-positivas.

A03: agar bismuto

Coldnias pretas.

Bacilos, Gram-negativos.

AO03: agar Salmonella-
Shigella

Colbnias de coloracgéo rosa e preta.

Bacilos, Gram-negativos.

AO03: 4gar sangue

Coldnias pequenas.

Cocos, Gram-positivas.

Fonte: Autores, 2024.

No agar SS as coldnias rosas sdo associadas a E.coli. que ndo produzem H,S.
Os transparentes, sugestivas para a Shigella spp enquanto as pretas para a
Salmonella spp (tabela 2). No agar sangue (nas amostras A01, A02 e A03) os
diferentes tamanhos e aparéncias mucoides sao sugestivas de diversas bactérias,
incluindo Staphylococcus (tabela 2).

Segundo Carvalho (2016), em sua pesquisa microbioldgica e microscépica do
caldo de cana comercializado por ambulantes, os resultados evidenciam um
crescimento de 77% de Salmonella spp. sendo superior o que é considerado pela
RDC N° 724/2022 da ANVISA, isto é, superior a 25g/mL do produto.

Neste estudo, as coldnias sdo sugestivas a Salmonella spp, Shigella spp e E.
Coli, visualizadas a partir da sua coloracdo e fermentacdo ou ndo da lactose (tabela
2). Neste contexto a analise de coliformes totais e termotolerantes, sdo de extrema
importancia pois estabelece parametros de contaminagéo de microrganismos bacilos
gram-negativos, nos quais sobrevivem a mais de 40°C, fermentadoras de lactose e
produtora de gas (Reis e Sousa, 2019).

A legislacdo vigente, RDC N° 724/2022, substituiu a resolucdo RDC 12/2001
gue tem como finalidade avaliar os padrdes, para avaliagdo microbiologica. Assim a
Instrucdo Normativa - IN N° 161, com o objetivo de definir os padrées microbioldgicos

da Salmonella spp. e Escherichia coli dos alimentos e bebidas comercializados.
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Apresentando a contagem de coliformes totais (35°C) e termotolerantes de 102
NMP/g (coliformes fecais, 45°C) e auséncia de Salmonella spp/25mL. Estabelecendo
regulamentos para alimentos e bebidas que s&o ofertados aos consumidores,
possuindo a categoria bebidas néo alcodlicas, sucos e outras bebidas “in natura’,

incluindo assim o caldo de cana (Brasil, 2022).

Tabela 3. Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e fecais nas amostras de caldo
de cana®.

ESTABELECIMENTO NMP DE COLIFORMES NMP DE COLIFORMES
TOTAIS TERMOTOLERANTES (FECAIS)
AO01 1,1x 10° NMP/g 1,1x10° NMP/g
A02 >1,1x10° NMP/g >1,1x10° NMP/g
A03 >1,1x 10° NMP/g >1,1x10° NMP/g

Fonte: Autores, 2024. Médias de 3 repeticGes, expressas em NMP / mL.

Dessa forma, na tabela 3, é apresentado o niumero mais provavel de coliformes
totais e termotolerantes nas trés amostras de caldo de cana dos trés
estabelecimentos. Sendo positivados todos os tubos com producdo de gases e
turvacdo do meio, nos tubos de Durham invertido. Salientando a formacéo positiva no
teste presuntivo com o caldo Lauril Triptose — LST (HIMEDIA®, Brasil) e,
posteriormente no teste confirmatério nos caldos Verde Brilhante Bile2% - CVBLB
(HIMEDIA®, Brasil), e caldo E. coli — EC (Kasvi, Brasil), dando uma sequéncia de 3-
3-3 pelas diluicdes 101, 102 e 103(1,0g — mL, 0,1g — mL e 0,01g — mL).

Analisando assim, (tabela 3), observa-se que 100% das amostras s&o
positivadas, apresentando coliformes totais superiores a 1,1x 102 NMP/g. Entretanto,
na legislacdo brasileira vigente ndo apontam limites de contagem para coliformes
totais em caldo de cana, mas, os resultados positivados, em todos os tubos, podem
indicam mé& manipulagdo do alimento ou més condi¢des de higiene.

Assim os resultados dos testes confirmativos (tabela 3), isto €, de contagem de
termotolerantes séo superiores a 1,1x 103 NMP/g, entrando em desacordo com o limite
maximo de 102 NMP/mL para coliformes termotolerantes na categoria de sucos ‘in
natura” expresso pela RDC N° 724/2022, sendo que todas as amostras analisadas
estdo fora dos padrbes microbiolégicos aceitos pela ANVISA (Brasil, 2022).

Segundo Silva et al. (2010) em sua pesquisa realizada através da coleta de

caldo de cana pela orla maritima da cidade de Salvador-BA, evidenciou que 100% das
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7 amostras sao positivas coliformes totais e termotolerantes, sendo superior a =224
NMP/g.

Em uma pesquisa realizada por Ataide et al. (2019) através da coleta de 7
amostras em uma feira livre em Alagoas apresentou >2.400 NMP/g coliformes totais
a 35°C e >2.400 NMP/g para coliformes termotolerantes. Em uma outra pesquisa foi
realizada em Tangara da Serra — MG, por Santos et al. (2009) durante o periodo de
dois meses, semanalmente, totalizando uma coleta de 32 amostras de caldo de cana,
apresentou 100% positivados para coliformes totais a 35°C e 12% para coliformes
termotolerantes.

Neste sentido, salienta-se que a presenca de coliformes totais e, sobretudo, de
coliformes termotolerantes estdo acima do valor estabelecido pela ANVISA, pode ser
evidenciado pela falta de higienizacdo dos equipamentos, manipulacéo, estocagem
incorreta, 0 manuseio com dinheiro, dentre outros fatores, implica no desacordo com
RDC N° 724/2022, sendo improprio para o consumo (Silva et al., 2020).

Tabela 4. Teste de catalase e coagulase conjugada nas colénias do Agar Sangue coldnias
pequenas e colbnias grandes (caracteristicas mucéides) e na Amostra 03 no Agar Bis nas
colénias transparentes.

ESTABELECIMENTO CATALASE COAGULASE COLORACAO DE
CONJUGADA GRAM
AO01 - Agar Sangue coldnias pequenas Positivo Negativo Gram-positivas
AO01 - Agar Sangue colénias grandes Positivo Negativo Gram-positivas
AO02 - Agar Sangue col6nias pequenas Positivo Positivo Gram-positivas
AO02 - Agar Sangue col6nias grandes Positivo Negativo Gram-positivas
A03- Agar Bismuto nas coldnias pretas. Positivo Negativo Gram-negativas
AO03 - Agar Sangue col6nias pequenas Positivo Negativo Gram-positivas
A03 - Agar Sangue colénias grandes Positivo Negativo Gram-positivas

Fonte: Autores, 2024.

Os testes de catalase indicam a presenca de bactérias produtoras da enzima
catalase, os quais consomem o perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio,
classificando as bactérias em aerdébicas facultativas. Enquanto o teste de coagulase
conjugada demostra que a bactéria pode coagular o fibrinogénio apresentando
coagulos. Assim, todas as amostras (tabela 4) foram catalase positiva, ou seja, as
bactérias produzem a enzima catalase. Assim, na tabela 4 demostra que as amostras

AO1 do &gar sangue (colénias pequenas e grandes), A02, Agar Sangue (coldnias
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grandes) e A03, Agar Sangue coldnias pequenas coldnias pequenas e grandes)
sugerem bactérias coagulase-negativo.

Neste contexto, a ANVISA em seu mddulo 6 “Deteccao e ldentificacdo de
Bactérias de Importancia Médica” (2020), relatam que a familia Enterobacteriaceae
compdem um vasto grupo de Gram-negativas, que por sua vez, € catalase positiva,
excluindo bactéria do género Shigella dysenteriae. Dessa forma, se torna evidente
quando A03 do Agar Bismuto apresenta colonias pretas com a coloracéo de Gram-
negativo e a catalase positiva.

No entanto, a amostra A02, (tabela 4) no Agar Sangue (coldnias pequenas)
apresentou a catalase e a coagulase conjugada positivas, sendo sugestiva para a
presenca de Staphylococcus aureus. Segundo estudos realizados por Brezovskya et
al. (2016), a presenca Staphylococcus coagulase positiva podem indicar falhas na
higienizacdo, manipulacéo dos alimentos e bebidas, sendo uma das principais causas
de intoxica¢cBes alimentares.

Desse modo, foi realizado os testes bioquimicos (tabela 5) no meio comercial,
Agar rugai com lisina (LaborClin®). Possuindo a finalidade de auxiliar na identificacio
biogquimica das bactérias. Na medida em que foi realizado no estabelecimento A01,
A02 e A03, a partir das Gram-negativas (tabela 2). Sendo assim, a analise foi realizada
na Amostra 01 no Agar SS col6nias rosas e transparentes e no Agar Bismuto, coldnias
pretas.

O estudo de Gassen et al. (2017) apresenta o crescimento microbiol6gico da
Salmonella spp. Com caracteristicas em trés tipos de espécies, sendo a Salmonella
enteritidis, Salmonella typhimurium e Salmonella typhi. Desenvolvendo riscos aos
consumidores, nos quais, sofrem constantemente interferéncias tanto em seu plantio
guanto e, sobretudo, para a sua manipulacao pelos vendedores, podendo ocasionar
a DTAs, que consequentemente, sdo doencas de notificacbes compulsérias.

Na amostra 02, foram inoculadas as colnias rosas, transparentes e pretas do
Agar SS, pretas do Agar Bismuto (tabela 2). Enquanto na amostra 03 foram as
coldnias pretas do Agar Bismuto, rosa e pretas do Agar SS e, as col6nias pequenas e
grandes (aspecto mucoide) do Agar Sangue (tabela 2). Dessa forma, neste estudo,
podem-se observar os resultados obtidos pelo meio comercial mostradas na tabela 5.

Neste contexto, este estudo apresenta a sugestao da presenca das bactérias
Shigella spp, E. Coli e Salmonella spp (tabela 5). Através da formacdo de suas
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colénias no agar SS e pelos testes bioquimicos (tabela 2 e 5). Assim como na
pesquisa realizada por Brezovskya et al. (2016) realizado no municipio de Ji-Parana
— Rondoénia, encontra-se resultados semelhantes a este estudo, uma vez que, das trés
coletas de caldo de cana em estabelecimentos diferentes, evidenciou a seletividade

da presenca de Salmonella spp.
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Tabela 5. Provas bioquimicas realizadas no meio comercial Agar rugai com lisina (LaborClin®), das colénias
crescidas no Agar Bismuto, Agar SS e Agar Sangue, respectivamente.

A0l — SS - colbénia rosa A0l — SS - Col6nia A01 - Bismuto —
transparente Colbnia preta
Glicose + + +
Gas + + +
H2S - - -
Ureia - -
LTD - + +
Sacarose A 4 -
Lisina - - -
Motilidade i - +
Indol - - +
Sugestivo Escherichia coli Shigella spp. Salmonella spp.
AO02 — SS — AO02 - SS - AO02 - SS — A02- Bismuto — AO2 — Sangue —
coldniarosa Colénia Colénia preta Colbnia preta Colénia C1
transparente
Glicose + + + + +
Gas + + + + -
H2S - - + - -
Ureia + - 4F -
LTD + + + - +
Sacarose - - - - +
Lisina - - - - -
Motilidade . i3 aF = .
Indol - + + - +
Sugestivo | Escherichia | Shigella spp. Salmonella Salmonella spp. S. Aureus.
coli spp.
AO03 - A0O3-SS— | A03-SS | A0O3-SS - | A03-Sangue | A03 - Sangue
Bismuto — transparent —rosa preta C1 Cc2
Preta e
Glicose + + + + + +
Gas + + + + + +
H2S - - - - - -
Ureia - - - - - -
LTD - + - + + +
Sacarose - - - + + +
Lisina - - - - - -
Motilidade + - - + + -
Indol + + + - - -
Sugestivo Salmonella Shigella E. coli Salmonella | Streptococcu | Streptococcus
Spp. Spp. Spp. S SpP. Spp.

Fonte: Autores, 2024.

Concluindo que as analises microbiolégicas sdo analisadas caracteristicas
organolépticas, tais como cor, odor e aspecto; e parametros microbiolégicos de acordo
com o grupo no qual o alimento se encaixa. No caso do caldo de cana, se classifica
com in natura, sendo os resultados das analises microbiolégicas séo capazes de nos

dar informagBes como, por exemplo, se ha contaminacdes nos alimentos, qual o
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microrganismo envolvido e a quantidade, para que possamos ter subsidios para a
eliminacao e/ou controle dos mesmos, ainda mais se foram patologicos, que causam

doencas transmitidas por alimentos (DTAs) (Sprenge et al., 2016).
4. CONSIDERACOES FINAIS

O caldo de cana é uma bebida amplamente consumida no Brasil e é
considerada saudavel, principalmente por ser natural, porém, consumidores podem
nao estar cientes dos riscos do desenvolvimento de DTAs associados ao seu
consumo, ja que no processo da moenda e na manipulacdo da cana, pode ocorrer a
contaminacdo. Por isso, foi de extrema importancia a analise das amostras de caldo
de cana comercializados em Vitéria da Conquista, BA, para a identificacdo dos
possiveis patdgenos presentes.

A pesquisa demonstrou que as amostras obtidas do local 01 e 02 apresentam
menores quantidades de bactérias patogénicas comparadas com a do local 03 onde
sua quantidade € maior. No entanto todos os locais compdem uma contagem elevada
de coliformes termotolerantes, entrando em desacordo com os padrbes
microbiolégicos da ANVISA. Desse modo, os objetivos foram alcancados, pois foi
possivel observar a presenca de bactérias que causam doencas, has amostras,
através do crescimento nos meios de cultura e dos resultados dos testes bioquimicos,
sendo sugestivas de E. coli spp, Salmonella spp. e Shigella spp.

Portanto, ficou evidente que € necessaria uma maior fiscalizacdo da ANVISA
nos locais que comercializam caldo de cana, como também a implementacdo de
medidas educativas para os vendedores, através de cursos de boas praticas na
manipulacdo de alimentos, para evitar as possiveis fontes de contaminacao da bebida

e garantir a seguranca dos consumidores.
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Combinacgéo de tubos positivos

Combinacéo de tubos positivos

1,0g - mL 0,1g-mL | 0,019- NMP 1,0g-mL | 0,1g-mL | 0,019 - | NMP
mL mL
0 0 0 <0,3 2 0 0 0,91
0 0 1 0,3 2 0 1 14
0 0 2 0,6 2 0 2 2,0
0 0 3 0,9 2 0 3 2,6
0 1 0 0,3 2 1 0 15
0 1 1 0,61 2 1 1 2,0
0 1 2 0,92 2 1 2 2,7
0 1 3 1,2 2 1 3 3,4
0 2 0 0,62 2 2 0 21
0 2 1 0,93 2 2 1 2,8
0 2 2 1,2 2 2 2 3,5
0 2 3 1,6 2 2 3 4,2
0 3 0 0,94 2 3 0 29
0 3 1 1,3 2 3 1 3,6
0 3 2 1,6 2 3 2 4,4
0 3 3 1,9 2 3 3 5,3
1 0 0 0,36 3 0 0 2,3
1 0 1 0,72 3 0 1 3,9
1 0 2 11 3 0 2 6,4
1 0 3 15 3 0 3 9,5
1 1 0 0,73 3 1 0 4,3
1 1 1 11 3 1 1 7,5
1 1 2 15 3 1 2 12
1 1 3 1,9 3 1 3 16
1 2 0 11 3 2 0 9,3
1 2 1 15 3 2 1 15
1 2 2 2,0 3 2 2 21
1 2 3 24 3 2 3 29
1 3 0 1,6 3 3 0 24
1 3 1 2,0 3 3 1 46
1 3 2 24 3 3 2 110
1 3 3 29 3 3 3 >110

Ndmero mais provavel para diluicdo 10 e triplicata positiva, através da diluicdo 107, 102 e

103

Fonte: Bacteriological Analytical Manual Online, 2001.



	Número mais provável para diluição 10-1 e triplicata positiva, através da diluição 10-1, 10-2 e 10-3.
	Fonte: Bacteriological Analytical Manual Online, 2001.

