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- Le INTRODUQEO

Por um largo perfodo de tempo, & idela miis -eomn
sobre a deterdoracdo do agficar, era a de que ésse fato ocop
ria deyido a certas mudangas, as quals poder=se-iam chamar
de autogenas, isto e, mudangas 1ndependentes de fatores ou
influéneias externas, Assim, é que acreditavam ser a detg
rioraciv causada pela a¢do hidroiftica de feidos organicos-
existentes no acliear. '

Mo infeio do filtimo século,_contudé, observadares
ocasionais correlacionaram a deterioragio do agficar com a
atividade de microorganismos§ em vez da suposta agdo &e’égg
doss B j& em 1829, KOPELOFF, VAN DIJK e VAN BEEK relataram
sua observagoes feitas em uma amostra de agucar que. havia
‘sido enegrepida pela agao de fungos. O agente deste enegre
eimento era o Conf coroldes. '

A E Desde entdo, até os dias de hcﬁe; a teoria da des~

terioracdo do agucar por mieroorganismos foi se tornando eca
da vez mals aceita. Atualmente o problema estd inteiramen-
te resolvido ¢onhecendo-se, ademals, os meios de sua preveg‘
¢do que sdo quasi universalmente comhecidos e praticadoss

Entretanto, foi OVEN proviwelmente o primeirc a
correlacionar o nimero de microorganismos presentes e o -
grau de deterioragio do aglicar armazenado. 0s KOPELOFF fo
ram, indubitévelmente, os primeiros a mostrar a relagio en-
tre o nimero de fungos & o comportamento do aclicar durante
0 armazenamento. _

A gquestdo da deterioragic do agliear em armazena-
mento tem sido objeto de tantas investigagdes, quer na ine



dlistria de agficar de cana como na de beterraba, e desde hi
muito, explica-se pelo simples fato da perda que o fenomeno
ocasiona, Realmente, a presenca de microorganismos, tais’
como bactérias, fungos e leveduras, em processos industri--
ais , € de mixima importancia quando éstes organismos afe-
tam a qualidade do produto, reduzem a produgdo ou ¢onstity
em perigo para a saflde. Nas usinas de aglear os microorga-
nismos podem reduzir o rendimento devido a hidrdlise de sa-
carose, impedir o funcionamento da fabrica quando os mate-
riais gomosos produzidos por bactérias interferem na quali-
dade do ealdo ou, ainda, afetar o produto final que éo agﬁ
car. Além disso, as mudangas na composicio dos produtos a-
limenticios entre o periodo da sua confecgio e consumo; pa-
ralelamente aos problemas de ordem cientifica correm, tam-
bem, os de ordem economica e de saiide publica.

A primeira vista podera parecer um exagéro as a
firmagoes de que um produto tdo pure como o aglicar possa =
ser responsivel por uma série de ocorrencias td3o diferentes
de tudo que se conhece sObre suas propriedades. Mas issc
tanto & verdade, que os fabricantes de conservas dos Esta-
dos Unidos exigem dos fornecedores de aqﬁcar, produtos qua-
sl que bacterlologicamente puros, isto e, com um nfimero re-
duzid{ssimo de esporos por grama. Para tanto o National -
Canners Assoclation possui padrces para bactéria termoffli-
cas e OWEN; sobre o mesmo preconiza padrodes também para fun
gos, leveduras e bactérias mesofilicas. Exigéncia idéntica
é levada a efeito pela Companhia Nestlé, em Araras.

E muito dificil de se determinar os prejuizos em
usinas de agficar devido a agio désses microorganismos, pce-
L4 : e p o
rém, nio hi menor divida que a destruicdo do aglcar por es-
F A LI ‘
se meio e um fator de importancia economica.

0 interesse na avaliagdo das concentragoes dos mi
croorganismos no agﬁcar prende-se ao efeito que essa flora
ird representar na qualidade do produto armazenado. A deter
minagdo dos organismos existentes no agiicar & geralmente 11
mitada aos fungos e bactérias termofflicas ey com peguenas
excessSes, as leveduras qué por ventura possam existir. Deg
de que os fungos 830 os prineipais agentes deterioradores,
sémente a constatacio de sua presenca e intensidade, préen-
cheriam as finalidades de uma andlise.



Algumas vezes, entretanto, torna-se necessirio ao
refinador investigar a excessiva contaminacdo de bactérias -
termof{licas em seu produto, em virtude de exigéncias do mep
cado consumidor, Daf um exame no agficar de onde originou a-

quele refinado tem que ser executado para a investigagéo das
bactérias termoffiicas,

As bactérias mesofilicas do agucar sdo espécies es
porogenas, podendo sobreviver aos estagios da fabricagao@ 0
seu aparecimento no agficar tem como fonte o caldo das moen--
dase A sua determinagéo pode fer uma significéncia maior do
Que possa parecer, uma vez gue a sua concentracdo no agiicar
pode ser tomada como Indice e eficiéneia da clarificagdo ou
do estado de higiene da usina.

Somente em casos especiais procede-se uma andlise
qualitativa dos microorganismos do agﬁcar-para a determina-
¢do de tipos especificos de bactérias, como por exemplo, pa-
ra verificar a presenga das produtoras de goma (levinio) e
em casos mals raros, para estimar a presenca do leugconostoc
mesenteroideg, formador de dextranio,

Maito embora reconhegamos estarem estas anélises =
bastante féra das cogitagdes rotineiras das usinas de agficar
os resultados que elas revelam sdo muito mais do que um sim-
ples interesse acadéemico de investigar o comportamento de di
versos microorganismos em presenga de substratos de alta con
centragdo de sacarose, Elas visam a importancia do estudo -
de acficares refinados e cristais como vetores de microorga-
" nismos deterioradores de alimentoss

. Apezar de nao existir em nosso Pafs nenhuma dispo~
sicdo oficial para controlar a sanidade do aciicar de cana, &
interessante, sem diivida, conhecer a flora microblana que -
possivelmente éle deverd conter. Para nds, todavia, sua im-
port§ncia torna-se ainda mis evidente por estarmos dentro do
maior centro produtor de agﬁcar de Sao Paulo, e sabermos que
com relacdo a éste problema nio existe, ou pelo metios nao eg
nhecemos, qualquer trabalho, excetuando um ligeiro exame exg
cutado por SCOTT, em 1912, em algumas amostras que ele cha-
mou de Magiicar bruto do Brasil".

Esperamos, portanto, que esta nossa pequena contri
buig2o possa constituir um infcio do estudo de tao importan-
te questdo.
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“2. REVISEO DA LITERATURA

A bibliografia sobre a deterioracdo dos aghcares -
por via microbiana é t3o volumosa gue se torna muito dificil
citar toda literatura publicada sobre o assuntos O que fize~
mos fol, portanto; rever o que se fez, citando apenas, o que
nos pareceu de maior valors

Assim vamos verificar que hi muito tempo atraz, em
1673, época em que o agiicar vindo da India, foi introduzido
na Europa, era de conhecimento como demonstra LIGON ( 28 ) -
que o aclicar deveria ser guardado em lugar séco, para sua =
perfeita conserva¢fo. Quando niq se descoloria e, em casos
‘extremos, se convertia em xarope.

Porém, j& no infcio do fi1timo século, ou mais pre
cisamente em 1829, VAN DIJK e VAN BEEK, de acordo com KOFE
LOFF ( 26 ) foram os primeiros a falar sobre o verdadeiro 2
gente da deterioragio, quando relataram o fungoe Confervd mu
eoroides, que havia enegrecido amostras de aglicar.

Enquanto uns acreditavam ser a Umidade a causado-
ra da deterioragdo do aglicar, outros disso culpavam os -mi-
eroorganismos, enquanto terceiros apontavam a agdo de clore
tos ¢ outras impirezas existentes no agﬁcar, como responéé-
vels pela sua deliquescéncia. 1A. ésse grupo pertencia WRAY
¢ U9 ) que, em 1818, ,d1izia ser possivel "essa déliquescéncisa
continuar, até toda massa de acglicar se decompor®. Sugeria co
mo um possivel meio'para impedir esta deterioragio, a preci-
pitagdo dos cloretos do caldo de cana com nitrato de prata.

Pouco mais tarde, PAYEN ( 39 ) relatou‘é-Academia
Franceza dois casos de deterioragéo do acllear, nos quais os
eristais tinham se corroido, e descolorido em alguns casos
pela agdo de fungos, E, logo mais, .em 1869, DUBRUNFAUT (13)
chamou a atengio da presenga'em agﬁcar de beterraba " desses
organismos inferiores" descritos cuidadosamente por Pasteur
como as causas das fermentagoes alcoolicas e bacterianas.

Em 1880 GAYON ( 17 ) werificou que o agficar sofria
transformagdes, e atribuiu acs "organismos de natureza das -
leveduras alcoolicas", a temperatura e a umidade como respon
saveis por essas transformagoes. |

{MAXWELLy ( 30 ) na Louisiana, 1896, observou mierg
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organismos em aciiear deteriorado, atribuindo essa deteriora-
¢do as bactérias dos dcidos lictico e butirico.

Em 1898, SHOREY, ( 42 ) constatou o fungo Penicil-
lium gleucum em amostras de agficar hawwaiiano deteriorado.
Sugeriu que a agio inversiva désse fungo é que determina a
deterioracdo do agiicar. Foi mais adiante ainda, dizendo éue
a infeccdo tem logar quando os esporss entram em contacto -
¢om o agﬁcar pela corrente de ar nas centrifugas. Fez tam-
bém observagoes de que os agﬁcares mals deteriorados eram os
fabricados em lugares onde existia wmita poeira no ar onde,
evidentemenfe, os esporos estavam mais espalhados,

0 ponto de vista de SHOREY foi confirmado em 1899
por KAMERLING ( 23 ) em Java, quando encontrou, nada menos,
de 19 tipos de fungos, os quais relatou como sendo dolgéhero
Penigillium, Dizia ainda que os fungos iniciavam a2 deterio-
ragdo, que era continuada pelas leveduras, depois que o agﬁ—
car adquirisse bastante umidade.

Um ano mais tarde, LAXA, ( 27 ) fez um estudo das
bactérias que ocorrem nas fibricas de agficar de beterraba on
de encontrou como organismo dominante uma bactéria formadora
de goma, a2 qual deu o nome de Clostridium g=latinosum. Obser
vou tambpem a natureza termofilica désse organismo. Com re-
lacdo a infeeg2o nas usinzs, LAXA achava que 2 sua causa, re
sidia na contaminacZo ocasionada pelas particulas de solo a=~
derentes as raizes da cana e, a poluic¢do do ar.

Em 1902 GREIG-SMITH ( 19 ) descobrin na Austrdlia
um microorganlsmo deteriorador do agﬁcar, que mais tarde tan
bém fol verificado em Javé, Mauritius, Egito, Pert, Franca,
Alemanha e Rissia. Devido a sua habilidade em converter a
sacarose na goma levorotatdria levénio, GREIG-SMITH deu a eg
se microorganismo o nome de Baeillus lévaniformans, Fre viptu
de de sua larga distribuicdo julgou o autor ser éle o respon
savel pela deterioragdo e nio o fungo determinado por SHOREY,

Nesse mesmo anoy DODSON ( 12 ) pubiicou um traba-
1ho demonstradndo a possibilidade de se obter um agilcar dete
riorado, pela inoculagio de um aglicar com culturas de bacté-
rias, previamente isoladas de agfcar detsriorado, DODSON, -
nesse particular fol o ploneirc, pols antes ningvem havia. -
executado exper:mentalmente a infeecio do aglcar,



Em 1908 apareceu um trabalho de autor;a de DEERR e
"NORRIS ( 11 ) onde publiecaram os resultades de suas investi-.
gagoes sobre a deterioragao do agﬁcar. Asginalaram certas es’
péeies de bactérias que tinham a faculdade de promover alte-
ragoes no aglicar. Este trabalho foi eontinuado por BRAIN e -
" DEERR ( 3 ) e eonstitul um estudo intensivo sébre a microflg
ra do agucar e das ccndigoes que influencianm a agfo dos mi —,‘
eroorganismos.

Bm 1911 O4EN-( 31 ) na Louisiana, chegou a conclu-
sdo de que a deterioracio do acglcar nio & devida 2 inversio,
mas sim a uma fermentagdo de goma que se forma sob reagdo lg
vemente alecalina. Esta fermentagio, de acordo eom CWEN, & -=-
proeduzida por um grupo de,bactérias compreendendo 28 pseudo
"potato baecilli", que causam a destruigio da sacarose por um
enzima9 ;evanase, que tem agio extra celular, e transforma a
sacarose de acordo com a Seguinte e equagao~

CypHpp013 = Cglyp0s + Cgllyls
sacarose - glucose levanio

As "potato bacilli" gue ocorrem largamente nos sdlos podem -
ser facilmente introduzidas nas usines, aderentes a cana, A
grande resisténcia de seus esporos oferece meios para que e~
las atravessen incdlumes todas as fases de fabricacdo chegan
do até o produto final, que é o aglicar, OWEN demonétrou que,
enguanto 98% dos mlcroorganismos perecem no processo de cla=
rificacdo, em nenhuma fase ou estdgio da fabricagio é 0 pro=
duto isento de microorganismos, e sdo exatamente os 2% res-
tantes qué constituenm os esporos'resistentes a0 aquecimento
que escapam a destruicdo e vAo ter ao aglicar. Como meios de
combate OVEN recomenda o uso de antisséticos para as moendas
e tanques, e grande cuidado na secagem do aglicar,

Nésse mesmo ano SCHONE ( LO ) em suas observacdes
reforgou o conhecimento da importancia dos fungos e da “tory
lae" na invers3o, e notou em agficar deteriorado a presenca -
dos generos Mucor e Penicillium e, neste fltimo, principale-
mente o Pepiclllium glaueum. SCiUNG investigon também a aci-
dez produzida pela introgao de culturas puras dessas microor
ganlsmos em solugbes estéreis de aglear, Ksse autor ainda -
‘d;z que a atividade bioldgica désses organismos pode atingir
un ponto tal que provoca uma combustio exponuanea do agucar°



Cita um caso no qual um lote de‘lQOOO toneladas de agficar de
beterraba foi destruido dessa maneira, com forga quase que =
~explosiva { L0 ). :

Um ano mais tarde, em 1912, SCOTT ( L1 ) isolou-eg
pécies de Asvergilius e¢ Penicillium de agﬁcar‘do Brasil, Pesx
rfi, Java e Jamaica, estudou o desenvolvimento e o poder de -
inversdo désses géneros, bem como as medidas de precaugdes -
para evitar que os aclicares sejam infeccionados por éssss mi
eroorganismos.. ’ |

AMMONS, ( 1 ) em 1917, verificou micélio de fungos
em agﬁcar, e isolou.ﬁgpggg;llgg e Rhizopus bem como Penicil-
dium glaycum e Peniciilium ggrpurogegum'eg por meio de inocy
lagdes éle demonstreu que o Pepicillium glaucum é'oapaz de =~
produzir uma aprecidval deterioragao no agﬁcar. ¥ opinido -
sua que & deterioracgio nio é devida a agdo de um Unico micro
organisrio. | o

BROWNE ( Ly ) fol o primeiro a investigar as mudan-
gasy sob o aspecto quimico, na composicdo dos aciicares dete-
riorados. Observou. nésses aclicares um grande nimero de Toru
la e Monilia e, dentre essas, a Mondlia nigra e Monilia fus+
#. Além désses microorganismos BROWNE mencionou a presenga
~de fungos pertencentes a0 genero Penicillium, |

OWEN, (32 ) em 1918, volta a apresentar outro tranl
balho onde isolou fungos do género Aspergillius de um grande
nimero de amostras de agucar da Louisiana@ Estudou alép dig
so, a sua acgdo em solugoes de agucar de alta eoncentragaoo
Bm virtude desgsas abservagoes, conclul que os fungos sao os
mais perigosos deterioradores devido ao seu grande poder de
inversfo, e a propriedade de exercer sua agdo em solugdes = -
concentradas, mesmo cm melos pobres em elementos nutritivos.

| BLAKE ( 2 )"¢ GEERLIGS ( 18 ) apreseﬁtaram, nessa
mesge época observagdes sobre o assmbo. porém mais de inte-
resse pratico para as prdprias usinas do que trazbalhos cien-
tificos de laboratdrio. ' ‘

Em 1919 apareceram as intensivas investigacgdes dos
KOPELOFF ( 25 ) gme orientaram seus estudos as espécies = de
fungos que ocorrenm no agﬁcar e seu poder de deteriocragao, -
Procuraram também cstabelecer medidas para a fabricagio e ar
mazenamento 90 agiear sob eondigces preventivas, Os KOPELOFF



tiveram por prinecipal preocupagio correlacionar as.espéecies
» N v ’ )
£ numeros de fungos com o grau de deterioragao dos agucares,

Da mesma maneira que os KOPELOFF defendiam a ideia
de que os fungos eram os principais agentes de deterioracgdo,
em 1922, TEMPANY e DE CHARMOY ( Ll ) concluiram, apds inves-
tigagdes em agficar de Mauritius, que a Torulag & o organismo
de maior agio sob aquele ponto de vista.

Em 1923, GWEN ( 33 ) apresenta outro trabalho que
vem de encontro com a ideia de TEMPANY e DE CHARMOY, pois ba
sela-se, principalmente, no uso da Torula como preventivo de
deterioracgio. A 1equura seria inoculada ao agﬁcar e agiria
como agente protetor.

Apesar de serem infimeros os trabalhos com relacao
aos microorganismos presentes no aghcar, o estudo da flora -
bacteriana dos produtos no qual aquela substancia toma parte
até agora, nao recebeu nenhuma atengdo dos pesquizadoress. =
WEINZIRL ( 45 ) contudo, demonstrou que bactérias vindas com
0 agﬁcar podiam ser as responséveis pela explosao de chocola
tes. Este trabalhoy embora contenha nenhuma referéncia as =
bactérias termofflicas do agicar, constitui, entretanto, unm
marco inicial para o estudo de tao importante problema,

Tais microorganismos s3o as bactérias que atraves-
sam todas as fases de fabricagio e vao ter ao agilicar, que ag
sim contaminado pode ocasionar disturbios as conservas e as
bebidas em cuja composigio éles fagam partes o

Os pioneiros nésses estudos foram CAMERON e WITTT
AMS ( 8 ) com seus trabalhos apresentados en 1928,

: Apareceram depols dessa data os trabalhos de CAME~.
RON ( 5 ); CAMERON e YESAIR ( ¢ ), DUVAL ( 14 ), CAMERON e
BIGELOW ( 10 ), e HOMANS, ( 22 ) onde salientam o fato da ~
existencia de grande nimero de bactérias termofilicas nas rg
finarias, principalmente onde a higiéne for descuidada. Os
esporos ddsses organismos sdo resistentes ao calor, A impor
tandia de sua presenca no aglicar, como ja dissemos; reside -
no fato de serem os causadores da deterioracgao de allmentos

e bebidas, quando éle for usado para tal mistera.

Foi nessa epoca tambén que apareceram oS métodos f¢)
ficlais usados pelo "National Canners Association" para a de
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terminagao das bacterias termof{licas. Isso verificomos nas -
publicagoes de CAMERON ( 6 ) ( T ) que contribuiu para a sua
elaboragao. :

Todos os autores sao. concordes que as proprias me=
didas de sanidade usadas nas usinas e refinarias sdo as mais
praticaveis ¢ efetivas no controle das bactérias termofili--
‘cas. HALL e KEANE ( 20 ) contudo, estudaram o uso de irradig
¢des com luz ultra violeta nas Fibricas e concluiram que metg
de das espécies de microorganismos que ocorrem no agﬁcar po~
dem ser mortos por meio deste processos BEsta medida, entretan
to, nio é praticada nas u31nas. '

Como dissemos ao iniciar esta revisao blbliografica
a 1iteratura sobre o assunto e vastissima quer sob o ponto de
vista téenico quer sob o ponto de vista elucidatlvo.“Ultama—
mente entretanto, embora valiosos, os trabalhos que tém sido
publicados, j& nio apresentam novidades de ordem téenica, =~
constituen apenas, pontos de observagdes de interesse locql»
Por essa razdo ndo foram aqui citados.

Devemos, contudo, ainda mencionar os trabalhos de -
OWEN ( 36 ) ( 38 ) que hi quasi meio século venm trabaithando -
e apresentando contribuigoes de alto valor sobre o assunto.

%, MATERIAL B MATODOS
34l. MATERIAL

Os matériais que nos forneceran elementos para este
estudo foram amostras de agﬁcar cristal, refinado, demerara e
batido, colhidas em usinas da regiao de PiraciCQba e coméreio
locale

Por ser Piraciecaba um dos maiores centros aguecarei-
‘ros do Pafs, demos inteira preferéncia aos agicares aqui fa-
7br1cados, para a elaboragio do presente trﬁbalhoe

- Poucas amostras colhemos no comercio distribuidor =
da cidade, Nossas vistas se voltaram preferentemente a0s pro~
. dutos recem fabricados ou armazenados nos proprios depbsitos
das usinas localizadas em diferentes pontos do Municipio;

Assim procedemos por ser o nosso objetivo conhecer
o estado microbiologico do agucar, na sua fonte de origemu

Na regiao de Piracicaba, como alias acontece en to-
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do,o Estado, somente un tipo de acicar & fabricados o gristal
Excepcionalmente outros tipcs nerecem a atengdo dos usineiros. .
En algumas usinas, enbretaﬁtu, existem refinarias anexas, on--
de parte do acucar cristal. é refinado ‘e vendido no coméreio -
con essa denominacfios. '

Em geral, o aglicar da regiao, tanto o cristal come
o refinado, apresentafi Stitas earacteristicas, como se poders
ver pelo quadro abaixo:- '

Determi '  Tipos de agficar fabricados
nagles | oristal cristall eristal | redondo ou| refinado
’ de 12,| de Zé mixto demerara ,

IR A | ol oot S
Pol 99,455 97 g0 98,90 96,58 | 99,75
Redut. . 0,18 0,89 | 0,31 1,35 0,06
Cinzas. 0,05 0,13 | - 0,08 0,33 | o,0L
Umidade [ 0,19 0,52 | 0,L1 0,81 0,05
WeDe 0,03 0,86 | 0,30 0,93 | 0,10
TOTAL 100,00 | 100,00 |100,00 100,00 100,00

Aglicares da zona de Piracicaba
An#lises do Prof. JsRs Almeida

3s20 COLETA DO MATERIAL

Realigamos 16 visitas em datas espagadas as Usinas
da regifo em cada uma colhemos 5 amostras, perfazendo, consg
quentemente uwm total de 80 amostras diferentes. No coméreio
loeal conseguimos 20 amostras, perfazendo um total de 100,
Todos os agficares colhidos foram da safra de 1955,

~ Para a coleba das amostras usamos frascos Erlénmew
yer de bSea larga, com 500 ml de ecapacidade, fechados com =
tampao de algoddo e esterilizadpsgA

Tiramos o agucar da parte media dos sacos com uma
concha de metalg flambada em uma lampada de 4dlcool antes de
cada operagios - ‘0s fraseos tiveram, tambén, suas bocas flamba
das cada vez que o tampac era retirado.

. Apds a coleta da amostra o vaso foi numerado para
sua posterior identificacgao.

Cada fraseco reeebeu§ em média, 200 g de agicar, =



‘quantldade esSa sufieiehﬁe para prOporcionar a determinagao
dos mldrocrganisﬁos, tanto mesofflicos como termof{licos.

As amostras apds ehegadas ao laboratorlo foram ime
diatamente trabalhadas.

3.39~MEIOS DE CULTURA

Ao selecionar um meio de cultura para uma andlise
microbioldgica, a preocupagao imediata seria a de se adotar
um substrato que possuisse uma comp031gao tal, que proporcio
nasse o desenvolvimento do maior nimero de espéeies que ocor
rem na substaneia a ser analisadaa

No presente trabalho, para efeitos comparativos, -
limitamo-nos a usar os substratos recomendados por amntohida~-
" des no assunio. Tivemos, entretanto, o cuidado de empregar -
diversos meios seletivos para cada grupo de microorganismos,
procurando assim garantir uma estimativa mais proxima da -
reals '

3,3.1. MEIOS DE CULTURA PARA A DETERMINAGAO DE
FUNGOS

Para a detwrminagao dos fungos experimentamos vari
0s meios de cultura:

'a),Mpio‘gg Kopeloff (Modificado do meio de Czapék)

0 meio de Czapek tem sido empregado com resultados.
satisfatérios com relagio a grande variedade de fungos isola
dos do aglicar, Todavia, a modificagio de KOFELOFF, além de
conservar suas qualidades originais, proporciona ainda um de
senvolvimento mais rdpido das colonias ( 25 ).

| OWEN, en recente trabalho, ( 35 ) recomenda 0 uso.
déste meio para a determinagdo dos fungos no agucar,
Composigio do meio de Kopeloff-Czapek.

Aglicar de cBNAsscsosascocasse 50,00
Peptonaag.eoneueao_a00e9009ooa> 5900
KZHP‘OLLeemueboemaoooou-soloee l,OO

) KCle.ocuaoi.,-uerlo.ao.coou'ooaooooe 0950
DJgSOuaeoca,eeaoo;ooooooa-ac'o.‘i;e’eh 0925

FeSOLLvéuasooﬂaoaun--,vocpl;"oo_e" 0901 -
NHI.LNO 0000060000000 0000880 1,00

m 0 m M 03 03 0%



ﬁgar;;.‘q',. X -lo wve olw cosensanmD. Z0,00 g
Agua' destilada oo secerssene s 1.000 ml

b) Meig de Quen (MOdificado do meio de Smlth)

A vantagem deste substrato, segundo seu autor, -
(35 ) & possuir e ‘alta concentracio de aglicar, que 1imi~
ta o desenvolvimento dos fungos, exceto daqueles que detor-
nminam o deterioracdo do agucare

Sua compcsigéo é a seguinte:z-

Agficar de Canf..ssececsssess 400,00 g
PeptoOnfeccocscosesssscossnss 1,00 g
KClooessesiconseosassncsnoes 5500 g
NaZHpoune..oo-onwooeaecooooo 2,00 g
Kgareiceassecssoonessnsoeces 20500 g -
Agua destiladao.oenaoe..a.ge 1,000 ml

e) Mbio de Littman

\ ‘OWEN e BIENVENU ( 38 ) recomendam para analises e
‘microbiologlcas do aglicar o uso do meio de cultura de LITT-
MAN { 29 ). Esse substrato mostrou ser bastante satisfatd--
‘rlo, inibindo por um lado o desenvolvimento de bactérias e
leveduras e, por outro, evitando que as colonias de fungos
espalhen-se répidamente por sabre a superficie daé'placas -
de Petrié o‘que difieultaria a contagem. Isto se verifica -
mesmo. quando o numero de microorganismos é bastante elevada
A nosso ver, éste substrato é o melhor meio de cultura para
a determinagao dos fungoso

Composigdo do substratoou

Dextrosee.aa.e.e.o.n.eo.,ona 10, OO
Peptonawdaoeauocweow?oooiooa 10,00
0%8811cocesorsconncsscnsssas 15,00
Cristal violet@esosssosscoss 0401
Bgoresesocscosconcssnsscancs 20,00
fguo destiladasseceesssooese 1s000 mi

QR 0 00 09 O

Acreseenta-se ainda maisy estreptomicina a razdo
de 30 unidades para 1 ml de meio de cultura, a qual é colo-
eada nas placas de Petri por ocasido da inoculacgao.



393 2e METOS DE CULTURA PARA A DETEBMINAQKO DE -
'BACTERIAS ‘

As baetérias que ocorren normalmente no agucar -
sdo de duas categorias. Mesofillcas e Termofilicasé Para a
deterninagao do nimero das primeiras; usamos meios de culfy
ra recomendados por OWEN ( 35 ), VERONA (Corunicacdo verbal)
e D& WALLEY e SCARR ( LT ). Para as termofflicas seguimos -
os métodos do "National Canners Association" e, por conse--
guinte, usamos os substratos por &les recomendadose

3034210 MEIOS DE CULTURA PARA DETERWINAQEO
DE BACTERIAS MESOFILICAS

0 tnico grupo de hactérias mesofilicas que normal
mente ocorrem no aglcar sio as espordgenas do grupo mesenté
rico, das espbcles for-indoras de levdn’o. Bstas aspécies,
contudo, raramente ocasionam a deterioragido do aglicar. A im
portgncia de sua determinacao se relaciona somente com a
eficiéncia da clarificacdo e com.a quantidade de contamina-
¢do existente no ar da usina ( 35 ). |

d) Meio de Owen (Modificado do meio de Smith)

O melhor substrato para a determinagao,désse gru-
po segundo OWEN ( 35 ) & o mesmo meio de Smith recomendado
para a avaliagdo dos fungos no qual introduziu-se, apenas,
nailor eoncentracgdo em achicare

Composigio déste meio:-

Agﬁcar de ca:naao'o®ooeocoeeaw 500900
KCloooého‘ocaoeea'oaeaaoooewee 5300
NaZHPOLLaeaao»"weaeoe"soeoq;oooma 2900

R 03 O0Q 09

~_Pep‘t0na@¢eoaa.-a‘moueooouo‘saado 1900

Kgareehﬁqéoe?e@@éb?édew@@o{o 20,00 g

fgua destiladaceeonecogocsos  1e000 ml

e) Meio de Nutriente-fgar (Modificado)

Para as contagens ¢o grupo mesofilico, DE WALLEY
e SCARR ( L7 ) recomendam o uso do meilo de nutriente-igar -
praviamente'fortificado com a adigdo de 1% de dextroses

Extrato de carneccocscsccacs 2900 g
Peptonfoseessosocssscnsssson D500 g
Dextros@sceosevosoessnscesnss 1000 g
£garcssiccsosonvccsoosssaocs 15,00 &
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Egﬁa destiladasseessesaccess 1-000 ml

pH"tn't’.ﬂ"ﬁf‘..".@"lﬁa‘ .658

#) Melo de Feijo b;énbo,
Usamos para a determinacdo de bacterias, por Su--
gestao verbal de VERONA, o meio de Feijao branco (Phaseolus
lunatus L.), por Ser um bom substrato para essa finalldadec
| Este meio é preparado como se segue:

Juntamos 200 g de feijdo branco com 1,000 ml de &

gua destllada e fervemos por 20 minutos. Completamos, & se-
guir, o volume do liquido fervido, a 1,000 ml,.

A ésse 1igquido do qual é separado o feijio, adi-
elonamoss- '

Sacaroseovo-conooooococuﬁtﬁ. Zo Oo g
Agua de’ levedura....,....... 10,00 ml
ﬁgareo&oco-ooeooo-oo-osooa'b 20 OO g

3434242, MEIOS DE CULTURA PARA DETERMINA GAO
' DAS BACTERIAS TERMOFILICAS

Para a determinagdo das bactérias termofflicas, -
cono 35 tivenos oportunidade de referir, lancamos mio dos -
substratos recomendados pelos métodos oficiais do "Natlonal
Canners Association" ( U3 ).

g) MEJQ de gde zg;ggg gjg;oga-agar.

Substrato usado para a determinagao de bacterias
termof{licas aerobias formadoras de &cido.

Composigao.-

Triptona..oo.e»«.a.s.......q 10,00 g
Dextroseascsssessssccrsvsane 5,00 g
Parpura de bromo cresols.sss 0,04 g
Kgareesesieasscnssoonsnsaco 15,00 g
Kgua destiladasssossecessscs 1,000 ml

- h) Meio de Figado

Para a avaliagao das bq*terias termof{llcas anae-
robias formadoras de gas,

Composi¢dao do meios-
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F{gad0uossbionsescisiosssoss 500,00 g
Kgua destiladascieisssésiocs 12000 ml

Moemos &:figado e fefveﬁé& durante 1 hora. em fogo
lento, ajustamos 4 reagdo a pH igual a 7,0,

| - Fervemos mais 10 minutos. Filtramos em papo ralo
& completamos o volume a 1,000 ml com dgua destilada,
Adieionamos a esse caldoz-

'Peptoriam.»“ns‘a‘e”owwoam 10,00 g
) KéHPQh?ocoogioeoooaaboooooom ' l,OO g

Reajustamos o pH a 7,0

Ao distribuirmos em tubos agregamos previamenteg
‘figade moido a razao de mais ou menos 1 e¢m de altura no tuu
bo de cultura, : '

1) Meio de fgar-sulfito (Modificado)

Meio usado para a determinagao de bactérias tertg
filicas anaerobias produtoras de HéSa

Composigios=

. Tfiptonasoe@bauwaseoe»ao&saa 10900 g‘
‘Na2803eoeooeeaaoocaeeeocnooa 1900 g

Egaraeeoaoaosaeeéee;aeeosﬁee' 2Q@00 g
ﬁgua destiladaoaoeoaoasaeem@ eOOO my

4o colocarmos o meio de cultura nos tubos acres~-
eentamcs, antes, um prego de ferrﬁ energlcamente lavado en
dcido elorfdrico.

303030 MEIOS DE CULTURA PARA A DETERMINA@KO DE
LEVEDURAS

Para a determinacdo das leveduras do agficar alguns
dos substratos recomendados sao os seguintess~

j) Meio "Osmophilic Yeast! |

DE WALLEY e SCARR ( 16 ) recomendam 0 uso déste =
meio especlal para o isolamento das espéecies de leveduras -
que ocorrern no aguear e, portante, tendo capacldade de se
desenvolver en solugoes de sacarose de alta coneentraqaoe»f‘
Bste meio possui, tamb_en, a particularidade valiosa de re-
tardar o desenvolvimento dos fungose. ‘
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Sua composiqao a seguinte | |

Extrate de malte SeCOsm@nswe 15,00
© PepPtODAceessssoosesoncaanses 0y78
jDextrinaqaoovem»e&ogcbewasga‘_2967‘
Glicerinascacossococssoecnes 2937
NHLLC_loe_eo,eo'oowo_aaoooa‘c.o'oieo | 1,00

ga 03 0% 03 Ov Q0

Kgareoueo93.#0!9000@00&11000 15900
Xarope com U5 Brix, contendo |
8 a 10% de aclicar invertido. 1,000 ml

pHeeeaonoﬁoc-oaosm@aeeeoa@oo u97

k) Meio de malte (Mbdificado)

0 meio de malte geralmente usado para a estimagio
de leveduras em produtos de leite, alimentos, etc. nie é reg
comendado para éste nosso trabalhoe. & que nele se desenvol=
vem tanto leveduras eomo bactérias, tornando-se dificil uma
contager bem feita ( 35 )s

Justamente por isso preferimos usar ums modifica-
¢80 do meio de dgar-malte, reconendado verbalmente por EL =
TABEX. ’

 Composicdo do meiésh

Malte mo0idOscscssccccssecsco 250,00 g

Kgarnegae@obeo;ogdaoqocaooah 20,00 g

fgua destiladacecoccccessoss 1000 Ml
Sacarosssecsscessccassacces 50,00 g

£cido propionicoscscscsseess Ol %

GPaus Ballingoeseccsncsassass 540

pHm@oneeoQQQOGGGQQEooae@oeqc- u97
1) Meio funpistitico de Hertz g Levine

Para a contagem de leveduras guando estas existen
Juntancente com fungos e bactéﬁias em alimentos ou bebidas,
HERTZ o LEVINE ( 21 ) aconselham o uso de um meio especial
preparqdo para esse £im,

-0 meio tem a seguinte composigaos-

Extrato de malte'wwqueéwe 20900 g
Pepton®eccocoocssoccsessaseas 1900 4
NHhCl@qoc»;ooaiaeédoame©ueeo 1900 g



KZHPOLLDO.c.oo.tecbevcooeoooo 1,00 g

£gareecessnarnsesrennsveress 20,00 g

Bgua destiladaesseseseaseass 14000 ml

Leido 1ictico para ajustar o

pH a ’4,5 - l—l-,7-

Adicionar Difenil a razao de 100 p.p.m, do meio.

Zalle METODOS

Os microorganismos podem ser estimados quantitati
Vamente sob dols aspectoss vivos e mortos ou somente vivose
No primeiro caso terfamos uma contagem total e no segundo -
una contagen apenas dos vivos. Ambos os casos comportam di-
versos métodos de anidlise quantitativa, e sua escolha ird =~
depender da finalidade e natureza da mesma.

Os métodos de contagem total sfo inlmeros, como:-
contagen microsedpica direta ( 15 ) ( 48 ), método de = ~ -
WRIGHT ( L8 ), observagdes microscépicas em camaras de eon-
tagem ( L8 ), método de opacidade ( 48 ), método de centri
fugacdo ( L8 ) etec.

Igualmente, os métodos de contagens dos microorgg
nistios vivos poder: ser resumidos em:- método de diluicdo ==
( 48 ), método das placas de contagem ( L8 ) e método de rg
dugdo do azul de metileno ( 35 ),

3.l.1. METODOS USADOS

3.4.1.1, METODOS PARA A DETERMINAGAO DOS MI-
CROORGANISMOS MESOFILICOS

Do exame dos métodos de determinacdo quantitativa
usados em Mierobiologia, verificamos prontamente que, para
o nosso trabalho, terfamos que optar para um dos métodos de
contagen de micrborganismos vivos. Esta escolha.néo so é -
feita devido a fragilidade dos outros métodos, como também,
porque somente os organismos vivos podem causar a deteriora
¢ao do acficar,

A escolha recairfa, portanto, entre os métodos des
redugao do azul de metileno, dlluigeo, placas de contagem e
contagem microscdpica direta, ﬁste,ultimo, embora esteja si
tuado entre os métodos de contagem total, permite estabele~
cer uma diferencga entre organismos vivos e mortos pela colg



5&9&0 que adqui&em en presenga de déterminados.corantes.
Contudo, dos metodos eitados somente 0 dag placas
de contagem ¢ 0 exame mlcroscopico direto sao usados no con

trole bacteriologico do agucar e, destes, somente o primele
ro podera ser usado en todos os estagios de fabricagao (BHX

0. metodo de redugao do azul de metlleno foi dis--
pensado porque, émbora seja- satisfatorio para a enumeracao
‘das bactérias do daldo de cana, tal ndo acontece con as de-
.terminagoes microbiologicas quando procedidas com o agucaro
Isto porques,. néste ultimo, ex1ste uma concentracgio microbla
na muito mais baixa (35)y. Mesmo que poss{vel, o uso deste
.metodo, s se 1imitaria a estimativa de bacterlas do agucan

o 0 método usado foi, portanto, o das placas de con
ltagem, Cor1 o seu emprego tiveros as placas onde o8 fungosy

baeterlas e leveduras que se desenvolveram durante a incubg
gao formaram as colonlas 4ue puderam ser facilmente vistas

e contadas. '

, Usando—se éste metodo pudemos, alnda, aplicar o =
teste da MAxima Verossimilhanca ¢ 2l ) adatado ao presente
trabalho por PIMENTEL GOMES. Ele nos permitiu avaliar o nil-
mero de mieroorganismos de uma maneira mais pre01sa, ‘ao con
ﬁrario, do que acontece com. as simplés miltiplicagdes do
‘numgro de colodnias pela reclprocé das diluigBess

: 0 metodo das placas de contagen & baseado no prin
cipio da diluigao en série¢ Diminuindo o numero dos microor
ganisnos - permite que éles se desenvolvan em um meio 5011do
fde nodo guey cada eelula ge transforme em uma colonla €.0 -
niiero. destas represente o] conteudo mlcroblano presentea

0 metodo usado comp:c'eend‘= as seguintes fasess~
a) Preparagao e esterllizagao do meio de cultura convenlen
" tes : :

1b) Esterllizagao de volumes de agua en reciplentes adequa
- dosg -

c)<Esterlllzagao de placas de Petri e pipetas;

d) Pesagens e diluigoes assetieas do material a ser exami~
nado; - -

e) Transferdncia ou inoculagao do material nas placas;
f).Incubaggp das placas;

'g) Enumeragio das coldnias; e

h) Cilculo do nfimero de microorganismose -
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2). Preparagio ¢ esterilizacio do meio de culturs
conyeniente, -
, Para a preparagao e esterillzagao dos neios de cul
tura, segulmos as pratlcas usuais dé Mierobibl.ogias
b) Esterillzacao de w _glumes de ggua en re01p1entes'
deg gadog.

Nesta fase preparamos os frascos de Erlenmeyer e -
os tubos de cultura con as quantidades de 5gda destilada ne
‘cessirias as diluicdes.

Os frascos usados foram de 250 nl de capacidade =~
contendo 100 ml de dgua destilada ( 35 ). Em un vaso dessa
gapacidade pudemos introduzir 10 g de agﬁcar sem risco de -
rmolhar o tampao de algodao, o que seria contra-indicado pe-
la teenlca,

Os outros wvolumes de égua foram rnedidos com pipe--
tas, a razdo de 9 ml para cada tubo de cultura, e esterlll-
zadose '

As esterlllzagoes foram executadas en autoclave a
1 atnosfera durante 20 minutose

‘c) Esterilizacio das placas de Petri g pipetas.

Esta operacgdo tambén foi executada da maneira co--
nun en Mierobiologia,

d) Pesagens g diluigdes asséticas do materlal a -
- Ser examipados. v -

| As amostras de aclicar trazidas para o laboratdrio

et frascos de Erlenmeyer fechados con tampio de algoddo, fo
ran transferidas para os frascos contendo a dgua para dissg
lucfio, a razio de 10 g para cada amostra, O aclicar foi pesa

i

do diretamente dentro do recipiente contendo os 100 ml de a
gua esterilizada ( 35 ). Conm novinmentos enérgicos de rota--
gao as bactérias e outros mlcromrganlsmos foran postos en -

suspensdos

/

Neste caso a dilulgao inicial foi de 1: 10. Dela re
‘tlramos asséticamente com uma pipetay, 1 ml introduzindo-o -
en un .tubo de_cultura contendo 9 ml de agua estéril. ‘ Esta
segunda diluicdo & da ordem de 1:100., A seguir repetimos, =
de modo 1déntico, a mesma operagio, conseguindo outra dilui
¢80, de 131,000s |
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Essas trés;diluigGés foran suficientes para nosso
trabalho@ '

e) Transferencia ;g nogglagao -do material nas pla

' CaSo

A inoculagao foi executada da maneira usual em Mi-
crobiologia, usando-se nesta operagéo, grupos de trds pla--”
cas, uma para cada diluicios -

£) Incubacio das placas de Petri.
As placas de Petri foram incubadas por um periodo
de 48~72 horas, a temperatura constante de 329C ( 35 ).

g) Contagem das colonias,

Foram nesta fase prOCedidas as contagens das colo~
nias que se desenvolveran.nas placas durante o perlodo de -
ineubagio.

- Para facilitar esta operagao usanos as placas de
Wolphugel quando o nirnero de coldnias era bastante grandem
Entretanto, quando as plﬂcas apresentavan nimero reduzido -
das nesmas, procederios a enumeragio, somente con awxilio do
14pis dermatografico, para facilitar as marcacoes.

’ ; : o :
h) Cilculo do nfnero de nigroorganisrios.
‘Os‘nﬁmeros de colonias das trés placas (uma para -
cada diluigdo) nos forneceram‘dados para calcularmos o nine
ro de microorganisros por grama de agucara

Bsse resultado final foi ealeulado con o uso da fqg
nula de "Maxima verosimilhanga% ( 2L ).

: p+q +
D= e (1)
IR S '

10 100
na qual:s- . |

p = nlnero de colonias na 12 placaj

nimero de colonias na 22 placas
L A . ‘

r = nuniero de colonias:-na 32 placas

Q
H

0 nimero de microorganismOS'pOf grana de aglear &
igual a n (I) rmltiplicado pela menor diluigdo (1: 10), ou
sejas=- c

Nimero de mieroorganismos = n(I) X 10..
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aLl-' 1.2, METODOS PARA A DETEBMINAQLEO DOS MI-
CROORGANISMOS TERMOFILIOOS

De acrdo con CAMERON ( 8 ) os grupos de bacterlas
medis Importantes que se encontran na flora microbiana do a
gucar sdos ‘

19) Bacterlas termoflllcas aeroblﬂs formadoras de
acldog‘

.29) Bactérias termofﬁllcas anaeroblas formadoras -
‘ de HZS’
392) Bacterlas termofillcas anaeroblas formadoras -
' de gas.
_ 0 primeiro grupo de bactérias caracteriza-se por
formar acidez nos alimentos enlatados, principalmente nos =
doces; ao segundo grupo pertencem as bactérias que forman -
e : ¢ . o A, ~ ‘
gas sulfidrico e, en consequencia, alteragoes desprodutos;
~ho terceiro estdo incluidas as bactérias formadoras de gas,
principalmente gés carbonico e hidrogenio.

Para a determinagﬁo desses grupos de bactérias se-
guinos os nétodos preconizados pelo "Natlonal Canners Asso-
ciation" ( 143 ) cujos detalhes damos a segulr.

3 LL.:L 2.1. AMOSTRAGEM

_ As amostras dos agucares utlllzadas foram as mes-
mas empregadas para as deterninacao dos microorganlsmos ne-
soff{liccs conforme se vé no item 3.2. COLETA DO MATERIAL,

3liele2.2, TRATAMENTO DA AMOSTRA

En un frasco de Erlenmeyer de 250 ml de capacidade,
marcado para un volume de 100 ﬁl, colocamos 20 g da amostra,
Agreganos, a seguir, dgua esterilizada até a marca do volu-
me indicado. Agltamos beny, e fervemos durante 5 ninutos. Es
friamos o frasco na ﬂgua da tornelra. Recolocaros a agua -
perdida na evaporagao9 até ao volume prlﬂlthOa\

3uliale2430 DETERMINACAO DA PRESENCA
DE BACTERIAS TERMOFILI--
CAS AERGBIAS FORMADORAS
DE fcIDO,.

. A amostra preparada segundo Ja se referlu f01 agi-
tada e introduzida a razdo de 2 ml en cada uma de’ 5 placas
de Petri. Agregamos o neio de Dextrose-Trlptona-Agar, mistu
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ranos e incubanos a SBQC durante 118 horas. Para evitar que
0 substrato secasse, foi necessarlo unidecer o interior da
estufa 1ncubadora, mantedo-se en seu interior um amblente
dnidos

As colonias das bactérias formadoras de 4cido sdo
caracteristicas, Eias-séo redondas, nedem 2-5 rm de diamé-
~tro apresentam ura nancha opaca no centro e sao circundadas
por un halo dentro de um earpo purpura. Esse halo pode ser
insignificante, ou deixar de existlr, quando as bactérias -
presentes sao fracas produtoras de acldon

A sora das colonias que aparecem nas einco placas
de Petri multiplicada por einco nos ‘deu o numero de eSporos
qQue se encontran en 10 g de aglicar da anostra exaninada,

3.l41.2.l4 DETERMINAGRO DA PRESENGA
DE BACTERIAS ANAEROBIAS
TERMOF{LICAS QUE PRODU--
ZEM HS.

Dividimos 20 ml da solugdo fervida de agiear en 6
tubos (3,3 ml, aproximadanmente, para cada tubo) de cultura
contendo fgar-Sulfito. Misturarnos ben o 1noculo conl o meio
e, incubanos a 5500 por T2 horas.

A presenga destas bacterias se manlsfetou pela pro
dugdo de areas escuras ao redor do prego contido no tuboy -
ou apenas por un enegreclmcnto do Iesilo.

3.l1.2.54 DE‘I'F‘RMINAQKO DA PRESENCA
DE BACTERIAS TERMOFILI--
CAS ANAEROBIAS QUE PRODU
ZEM GAS,

Utilizando o mesno naterial anterior, distribﬁimos
20 11 da solugdo da amostra en 6 tubos de cultura com o -
neio de figado e, en sogulda, colocarios dgar corun fundido

sobre esse neio, con a finalidade de formar un tampdo. Incy
baros os tubos por 72 horas a 559,

A presencga de esporos de bactérias. teruoflllcas ga
ségenas na anostra foi verificada pela separagao do tampao
de agar do nivel do liquido de cultura e por una acidifica-
¢80 no substrato.



Lo RES‘ULTADOS OBTIDOS .

Ay 1, RESULTADOS DAS ANALISES PARA AS DET‘?RMINAQDES DOS
MICROORGANISMOS MESOFILICOS

_ 0s resultados das Jnallses dos aglicares cristal, -

refinado, derierara e batndo, para a determin ¢a0 dos nierd-
organisnpsé nesofflicos, sdo dados nas tobelas I, II, III e
IV respectlvamente.

Os resultados estiao expressos en ninero de rmicroor
ganlsnos por granma de agucar, Cada tabela traz os mimeros
de nicroorganisros e os neios de cultura empregados para deg
termlnawlos.

As anostras s2o independentes uma da outra, Contu-
doy foran retiradas cinco de cada vez de'umavnesma fonte de
origeri, usina, depdsito da usina, ou casa corercial,

TABELA I, NOLERO DE MICROORGANIS:IOS EXISTENTES POR GRAMA DE
f " AGOGCAR CRISTAL. :

,;‘25 -

MEIO0 { MEIO | MEIO | MEIO ; | 1#@10, |
KOPELOFF | LITTMAN | NUTRIENTE | OSMOPHILIC' HERTZ e |
Ve l | fcAR | <¥EAST | IEVINE
;FUNGOS FUNGOS | BACTERIAS TEVEDURAS |LEVEDURAS |
1| 27 10 99 0 | 0
2| 18 10 0 0 0
3| 27 0 0 0 0
bl 27 18 | 10 o 0
51 27 10 18 0 20
6 117 36 - 63 0 e}
7 271 | b5 | 117 0 0
8 5 | 6 0 0.
9| 72 5l Sl 0 o
10 72 36 99 0 0
1| 135 | 80 117 0 0
12 go | 27 I 0 0
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YBI0 | METO MEIO | MBIO MEIO0
. KOPELOFF [LITTMAN | NUTRIENYE OSMOPHILIC| HERTZ o
e - £cAR YEAST LEVINE .-
| FUNGOS |FuNGOS BACTERIAS | LEVEDURAS |LEVEDURAS
15| b | 127 36 T o,
| 108 | 117 . 80 0 0
15| 27 36 27 0 0
16| 27 36 27 0 0
17| .0 0 0 0 0
18| 271 90 18 0 0
19| 10 18 63 0 0
20| 18 L5 Sl 0 0
21| L5 5l 54 o o
22| 36 18 L5 0 o
23| L5 5l 1l o o
‘a2 9 | 21 L5 K o
25| 5k 72 10 0 o
26| h59 1063 0 0 o
27| 68 | 1187 189 o o
28| 315 1297 0 0 0
29{ 5h9 738 0 0 o
301 189 - | 189 Ls- 0 0
31| 117 126 L5 0 0
321 90 99 63 0 0
33| 117 | 1Lk 2 o 0
| il | 153 sl 0 o
35| 126 99 .\ = 36 0 0




TABELA II. NﬁMERo DE MICROORGANISMOS EXISTENTES POR GRAM&-
DE AgﬁCAR REFINADO, | ‘

MEIO iH‘YMEIO. ! MEfo"‘"'TWZMEib"'?7ﬁfMéIo »
~|KOPELOFF | LITTMAN | NUTRIENTE | OSMOPHILIC| HERTZ
‘Ne - o | --AGAR . | - YEAST | IEVINE

FUNGOS | FUNGOS | BACTARIAS | LEVEDURAS | LEVEDURAS
1 55 | 63 0
2 | 18 | 18 0
3 10 0 0
I U5 53 0
5 18 10 0
6 5L 90 0
7 21 | s 0
8 | 21 | s 0
9 27 81 0
10 U5 10 0
11 L5 L5 0 0
12 36 189 27 0 o
13 | ‘117 1 | 18 0 0
i | 126 180 99 0 0
15 | 126 100 36 0 0
16 126 .| 243 - .18 0 0
17 | 252 | 180 | 36 0 o
18 L5 Ll 0 0 0
19 L5 23ly 27 0 0
20 | 210 270 36 0 0
21 153 1hly 27 0 0
22 | 219 135 |21 | o0 0
25 | 90 a3 | 18 0 0
2h | 155 . | 207 18 0 o
25 | 189 197 36 0 0
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MEIO MEIO ETO TETO ~ IBIO
. | KOPELOFF | LITTMAN | NUTRIENTE | OSMOPHILIC| HERTZ e

Ne | £GAR YEAST LEVINE
FUNGOS | FUNGOS | BACTERIAS | IEVEDURAS I‘EVEDURA# |

26 108 72 .36 .ol .0

27 36 27 o 0 o

28 su | 108 o 0 0

29 | 108 1Ll 0 0

30 | 162 117 10 0 0

31 90 72 10 0 o

32 | 153 9 18 o 0

33 18 o 10 0 o0

3l 90 36 0 o 0

35 - 90 T2 1150 0 0

TABELA III. NUMERO DE MICRORGANISMOS EXISTENTES POR GRAMA
DE ACUGCAR DEMERA RA,

Ne

MEIO

|

ooéqo\\nirwNH

1T

99

MEIO MEIO MEIO MEIO |
KOPELOFF | LITTMAN | NUTRIENTE | OSMOPHILIC| HERTZ e
fGaR YEAST LEVINE
FUNGOS | FUNGOS | BACTERIAS | LEVEDURAS | LEVEDURAS
B R S ST A
90 51, 90 0 0
%0 | 189 b5 0 0
81 1l b 0 0
5l 90 63 0 0
81 b5 5L 0. 0
- 207 g 99 0 o
180 162 108 0 0
171‘ 0 0
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D=y
| MEIO MEIO METO - METO METO
KOPELOFF | LITTMAN | NUTRIENTE | OSMOPHILIC| HERTZ e
N2 LGAR. YEAST " LEVINE
FUNGOS | FUNGOS | BACTERIAS ‘| LEVEDURAS | LEVEDURAY -
9 189 162 63 0 0
10 180 . 135 hh 0 0
11 162 1l 90 0 0
|12 135 iuh 99 0 0
13 153 180 72 0 0
il 278 278 L5 0 0
15 185 207 81 0 0

TABELA IV, NGMERO DE MICROORGANISMOS EXISTENTES POR GRAMA
DE &COCAR BATIDO. :

MEIO MEIO MEIO MEIO - MEIO
KOPELOFF | LITTMAN | NUTRIENTE | OSMOPHILIC{ HERTZ e |
Ne £GAR YEAST | LEVINE |
FUNGOS | FUNGOS | BACTERIAS | LEVEDURAS LEVEDURAS
1| 2008 2387 L59 0 27
2| 1uss 8Li6 162 0 99
3 891 1288 288 0 90
L 1792 13$53 99 0 81
5 | 1936 1363 180 0 51,
6| 1162 1405 50l 0 0
7 1297 1003 720 0 0
8 567 1405 261 0 0
9 | 5uo 657 216 0 0
1041 W | 87 501 0 0
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MEIO . MEIO |  MEIO MEIO | MEIO

KOPELOFF | LITTMAN | NUTRIENTE | OSMOPHILIC| HERTZ e

IR | KearR | YEAST | LEVINE .

FUNGOS | FUNGOS | BACTERIAS | LEVEDURAS |LEVEDURAS

Wm

11 1531 1333 360 0 0
12 | 1018 1585 396 o 0
13 618 1360 - 567 0 0
i 882 | 1639 189 0 0
15 | un | 1360 531 0 0

lte2. RESULTADOS DAS ANALISES PiR4 4S5 DETERMINAGOES DOS
 MICROORGANISHOS TERMOFILICOS.

Nas tabelas vV, VI, VII danos os resultados das ana-”
lises en aqucares eristais, refinado, demerara e batido, -
~ eoncernentes a‘ avaliagao das bactérias termofflicas.,
As bactérias termorilicas aerdbias formadoras de &=
cido estao expressa pelo numero de esporos contido em 10 g
de agucar. ‘

Con relagao as bactérias termoffllcas anaerobias -
formadoras de gés, o anaeroblas formadoras de S, estdo a-
' penas assinaladas a sua presenga ou ausgncia.

As anostras neste caso tambén, sdo independentes, -
embora cada grupo de cinco pertengam a uma mesma fonte e, -
tenhan sido colhidas na mesma ocasifo.
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0 EXPRESS4S EM Ne DE ESPO

TABELA V. ANALISES REALIZADAS BM AGECAR CRUSTAL, AS BA4CTERIAS

A
\
Pxl

FORMADORAS DE £CIDO EST

ROS POR 10 g DE AGOCAR, AS DEMAIS, APENAS ASSINALA-

" D4S L SUA PRESENGA OU AUSENCIA,.

SH §d SYHOQ IO
 SvTEQUETN™
SYTHgIOvE

,3+.

2+

3+
. ‘34-’

1+

1+

1+

2+

1+

1+

2+

SYH HAX SVHOQVWYOJd
. SVIQUAVNY
 SVI¥gIOvd

3+

3+

2+

3+

1+

3+

1+
. 54
- 34

-3t

2+

1+

0aToy

SOV EQ AAVAIINTAD

"0 8VH0Q
FH04 SVIGQUAY SVIY -

25

15

10
L5

15

65

25
20

15

55

90

95
55
15

QUM TH QN

19
20

21

22

23
2l
25
26

27
28
29

31

32

33

3
35

S0 EQ SVHOQVWHOL
| SVIGQUAVNY
SVIUTLOVE

f

24

1+

130

2+

24

1+

2+

2+

SyD EQd SVHOQVINO
SUTAQUAVNY
SVTURLOVE

3+
14

3+

2+

L+

3+

2+

3+
R

5+

L+

5+

3+

5+

3+

L+

3+

5+

oaoy @a svyod |

VWHOd SvIdQuay SVIY

85

25
20

25
60

3L5

120

65
135

55

L5

70

70
L5

25
110

25
10

§9LOVE §a HavaIINVOD
0N EWN DN

10

11

12
13
1L
15
16
17
18




- 30 -

- TABELA VI. ANALISES REALIZADAS EM ACOCAR REFINADO, 48 BACTE-

RIAS FORMADORAS DE ACIDO ESTAO EXPRESSiS EM NUME-

!

RO DE ESPOROS POR I0 g DE A

GOCAR, AS DEMAIS, 4LPE-

NAS ESTL0 ASSINALADAS A SU: PRESENGA OU AUSENGIA,

S°H @A SVHOQVRYHOd
SYIEQUAVNY
SYTHELOVE

1+

3+

2+

3+

1+

1+
S 1+

1+

L+

2+

2+

| SyD EQ SVHOTWNOL

SYISOUITNY
SYIMELOVE

1+

2+

1+

2+

L+

2+
1%

3+

3+

- 2+

1+

3+

~ 0@y @Q svdod
TH0d SYIGQUAY SYIY
TBIOVE 80 AQVALINYAD

30

35

Lo

60

30

Lo

15
.30

50

L5

25
20
135

70

L5

10

 0¥MEHQN

45

S9N HQ  SVHOQUHYVHOL
SYTEQUAYNY |
SYIHEIOvE

1+

1+

1+

2+

2+

b+

SyD @A SYHOQVHYH0d
SYIFOUEYNY
SYIHEIOVE

3+
- 2+

1+

3+

3+

3+

2+

2+

W+

L+

3+
L+

3+

2+

2+

2+

1+.

0aIdy ®d $v¥od
TWHO4 SYIEQUEY SYIY
HULOVE @Q FQVAIINYOd

35
'35

10 .
.25

75

15
10

30

L5

20

10

95
55
15

OYEWON

10

11l

13
1l
15
16
17
18
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8§ RBALIZADAS EM ACUCAR DEMERARA (ESQUERDA DA

| TABELA VITI. ANALTsH

!

TABELA) B B
 FPORMADORAS DE ACIDO ESTEO EXPRESSAS EM NUMERO DE ES

A\TIDO (DIREIT: DA PABELA). AS BACTERIAS

i
&

POROS POR 10 g DE AQUCAR. AS DEMAIS, APENAS ESTAO -

ASSINALADAS A SUA PRESENCA OU AUSENCIA.

S%H  ma SYHOQUHYOL

- SYIAQUAVNY
SYIMELOvE

3+

L+

2+

24

2+

1+

3+

2+

34

2+

3+

. 8yH HQ  SVHOAVHHOJ

SYIOUHYNY
SYIYHLOvE

6+
m

5+

3+

3+

3+

3+

3+ -

3

3+ |

0dIdy dd svyod

TH¥od SYIAQYAY SYIY

HL0vd 9d "AVATINYOD

210
330
205
200

175

195.
210

160 . |
290
225

2h5
125

170
290
255

OHEAWH N

110
11 |

12 |

Il 13
{ 1L

T S%H  ma SYHOQVWHOd |

SUTAQUAYNY -
SYIMELOVE

1+
2+

2+
L+

L+

2+
3+

1+

1+

1+

2+

15

2+

Syd ®d SYHOQVWHMOJ
SYTAQUEVNY
SYTHELOVE

,LH_

L+
T

5+

L+
L+

L+

3+

L+

3+

3+

0aQIdy ©a Svaod

VY04 SYIEQUAY SVIY |
FLOVE ®Q HAYAIINYAD |

190
175

330
215
225
225
140

290

150
115 |
230

155

135
165
130

10

11

12 |

13 |

OYEK O N

{1l
F15




5, DISCUSSEO DOS RESULTADOS

5.1. DIscussfo DOS MEIOS DE CULTURA

Ao iniciarmos a dis cussio dos resultados déste tra
balho temos que nos referir sobre a ausencia de certos meioé
de cultura nas tabelas de resultados das anilises para avalil
‘agdo dos organimos nesof{licos que aparecem no agicar.

Usamos inicialmente em nosso trabalho trés meio de
cultura para cada grupo de microorganismos. Contudo, no de=
corref do mesmo, fomos obrigados a abandonar o uso de alguns
déless A pouca seletividade do meio de Owen recomendado pa=
ra o isol&mento de bacterias, fez conm que deixassemos de en-
‘prega~lo. Nésse substrato desenvolveran tanto fungos cono -
bactérias e, en rmuitos easos mesmos, aqueles foran superio--
res em ninero.

_ Os demais, meio de Owen (para fungos), meio de Fel
jao brancoy e meio de nmalte foram postos de lado por apresen‘

"taren reduzido nimero de colonlas, quantidades essas inferig
res as apresentadas pelos substratos enpregados coml a resia
finalidades '

Os nieios com os quais continuamos trabalhando apre
sentaran-se satisfatorios, Entretanto, especial'referéncia -
fazenos ao meio de Littmann, empregado primeiramente por = -

OWEN e BIENVENU para o estudo dos fungos do agicar, Hsse -~
neio rostrou ser realmente um Stimo substrato para o isola-=

nento dos fungos. Comparando-se ésse meio com o de KOPELOFF,
verificamos pelo estudo das tabelas I, II, II e IV que os nj -
neros das.colsniasIapresentadas ora por um 4 ora por outro,

* s@o mals ou nmenos equivalentes. Contudo, nas placas onde em
pregamos o rieio de Littmann as coldnias nio se espaiharam pQM'
la superf{cie das placas. Isso permitiu'fécil contagen res-
1o quando o nlnero de microorganismos fol grande corio no ca-
so do agﬁcar batidoe Notarios ainda nas placas onde ésse -
meio foi empregado a absoluta auséncia de bactérias, inibi--
das pela acgdo da estreptomicina,

5e24 DISCUSSAO RELACION:DA AOS MICROORGANISMOS MESOFFLICCS

Cor1 relacdo aos nimeros de nicroorganismos nos di-
versos aglicares verificamos o seguintes=

Como era de se esperér, dadas as condigoes de fabri
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' ”» | 7, X o = - o 7’ o
eagaoy o0 aguear batido apresentou-se con maior numero.de mi
croorganlsmos (fungos e bacterlas). 4is nédias de 15 amostras
desse agticar foran as seguintes-

Meio de Kopeloffsssssesvese 505 fungos por grama
Meio de Littmane.eveceonens 551, " " n
Meio de Nutriente-3garssss . 155 bactérias p
Meio Osriophilic yeastaeeees O levedurasvp/ "
Melo Hertz e Levinessssssss 10 ="  p/ "

.Em segundo, por ordem de contanlnagao devemos cOo=~
Jloear o agucar cristal, Dos agucares de consuno dlreto, ¢
agﬁcar eristal apresentou-se coro mais contartinado.

Os dados que se seguern Sio nineros nédios das 35
anostras de agucar cristals=

Meio de Kopeloffeesosososes 11l fungos por grama
Meio de LittraNseeecececcess 176 " n "
Meio de Nutriente-figar..... 52 bactérias p/ "
Meio Osriophilic yeasteee.ae. 3 leveduras p/ "

- Meio Hertz e Levineseseeses 1 levedura p,

0 agucar refinado apresentou una contaminagaoi ne
hor do que os agucares batido e cristal no que concerne &
prGSenga de fungosa. Contudo, Eonstataaos existir neste agé
_ecar una quantldade de bacterlw% naior que a apresentada'nos

outros dois agucares.

A nédia de 35 anostras de aguear reflnado nos deu
os seguintes resultadoss~ ‘ :

Meio de Kopeloff....;o...;; ‘92 fungos por grama -
Melo de Littrmanceeesessvess 104 7 n "
Meio de Nutrlente-agar...o. 196 bactérias p/ "
Meio Osmophilic yeast.se... O leveduras p/ v
Meio Hertz e Levine........ 18 n p/om

Finalnente, ainda por grau de contamlnagao, situa
nos em ultino lugar, e de nodo surpreend*qfe, o agitcar dere
raray que apezar de ndo ser um agucar de consurio direto a-
presentou-se con nfimero de organisrios menores do que os de~
mais agucares.

Os dados .abaixo sdo médias de 15 awostras de agii-
- car demerara: ' '
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Meio de Kopeloffesecseessss 63 fungos por grama
Meio de LittmaNeesesecsesss 62 n 1 "
Meio de Nutriente-dgar..... 80 bactérias p/ ™
Meio Osriophilic yeastese.e.o O leveduras p/ "
Meio Hertz e Levin€aeseevee O " p/ "

A explicacao daquele fato a nosso ver reside ne
seguinte:~- O agﬁcar denerrra fabricado em nossas usinas recg
beran nas turbinas apenas lavagenn de vapor. Ao contrério,
0s agﬁcares cristal . e reflnado, alén,da lavagen en vapor -
recebery una 1avagem de agua, e pensanos, entao, que a fonte.
de contaminagio esta, justarente, nessa 4gua. Ela carreila
para & aclear cristal e refinado un niriero maior de mieroor
ganisnos.,

Enbora nio tivessemos a oportunidade de fazer uma
andlise bacterioldgica das éguas usadas nas usinas, o que
ndo resta a nenor ddvida é que, ha sua maioria é de péssima
qualidade, quasi serpre de retorno. Ano ap6s ano a égua dis
pon{vel nas usinas diminui en quantidade e piora em qualida
de.

As leveduras nos diversos tipos de aglicares seri--
pre estiveran presentes en nirero reduzido.

, Os padroes de OJEN e MOBLEY ( 37 ) para microorga
nismnos nesofflicos no acgiicar sdo os seguintes:-

1 - Presenca de fungos po aciicar

a) As amostras n3o deverdo conter uma infecgio
de fungos superior a 20%.

b) O nlnero de esporos de fungos nio devera ex
.ceder a 10 por grama de agucar.

2 - PRESENGA DE BACTERIAS MESOFILICAS
c) 0 numero de bactérias mesofflicas presentes

ndo devera.ser superior a 50 por grana

d) Aglucares contendo até 100 bgctérias poderdo
ser aceitos (tolerados) porér, nao sao desg
javelse

o) Lglicares contendo mais de 100 bactérias por
grana nao deverao ser aceitos,.

3 -~ PRESENCA’DF TEVEDURAS NO ACGCLR

) As anostras nao deverao conter mais de 20%
de leveduras,

g) 0 mixino de leveduras toleradas é de 50 <=
por grana.
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A vista desses padroes, relacionados aos diversos
tipos de agucar por nds estudados verificamos o seguintez~

Con relagdo ao agicar batido éle é aprovado por -
aqueles linites somente no que concerne as leveduras presen
tese As quantidades de fungos e bactérias foran superiores
aos nininos exigidos.

Individualmentey verificanos pelo estudo da tabe-
1a IV, que nenhuma anostra examinada poderd sercprovada -
pelos linites estabelecidose.

0 agiicar cristal ( Tabela I), que depois do agii--
car batido foi o de maior concentragio nicrobiana, tarbén -
nao consegue aprovagéo, isto porque soriente uma das arogi. -
tras exaninadas (@ 17 da Tabela I) apresentou-se estéril.
hs denais, contudo, apresentaram quantidades superiores as
exigidase

A nesnma sorte teve também o aglicar refinado (Tabg
la II), qque embora apresentando nineros mais baixos de mi-
croorganismos do que os outros tipos de agilcar, ainda sdo
maiores que os nineros estabelecidos pelos padroes.

r3

Resta finalmente elininar pelos mesrnos motivos gé
debatidos, o agilcar demerara.

— Podcrnios verificar, contudo, que 2 maioria dos”dgﬁ
cares analisados apresentamn uma quantidade de leveduras acel
tével, rias como elas estdo acompanhadas de fungos e bacté- -
‘rias en nfinero exce331vo, de nada serve para a aprovagao dos
diversos tipos de agiicars

Embora nao nos tenharios preocupado cor unma andlise
quglltatlva do agticar (.35 ) pudemos, entretanto, correlacio
nar os generos de fungos presentes. Assin & que verificamos
que 50% dos fungos encontrados pertencem ao genero Aspergil-
lus, 10% do genero Penicillium e, os 10% restantes distribui
dos entre os géheros Mucor, Bgizopus_é Neurospora.

g P .
Quanto ‘as bacterias e as leveduras presentes nas
anostras, nao deternminamos a sua taxionomia

SQBQ‘DISCUSSEO RELACIONADA A0S MICROORGANISMOS -TERMOFILI-
COS.

~ . £a .
Os padroes para bactérias termofilicas, do "Natio-
nal Canners Association" ( 16 ) para o aglicar sdo os seguin-
tes:=~



Pﬁra 5 auostras exaulnﬁdas.

a) Podord haver no mixino até 75 esporos, e

b) Una nédia de nio mais de 50 esporos por 10
granas de agucar.

' . R : - 2
.2 - Bactérias anaerdbias produtoras de gis.
Para cada 5 amostras examinadas.

¢) Elas pio deverdo estar presentes em mais-
- de tres das 5 anostras examinadas,

d) BEn gfialquer urma das anostras nio deveri -
haver nais do.que L} tubos positivos, dos
6 exaninados, . |
3 - Bactérias anaerdbias produtoras de H,S.
En 5~amostras exaninadasa

e) Nao deverﬂo ostar presentes en mmis do que
2 das 5 anostrase.

f) En qualquer uma das’ amostras ndo mais do
fue 2 entre os 6 tubos.

De acdrdo con os padrdes acima, podcnos consi
derar as anostras d¢ agficar, estudadas com relagﬁovas‘bacté
_rias‘termofilicas da seguinte maneira:- .

Considcrando inicialnente o agliear cristal Ta
bela V verificareros que individualmente diversas das anos=-
tras estdo perfeitanente enquwdr%dﬁs dentro dos linites pa~
drdes. Encontrando até nesmo, uma anostra esterll conl rela-
¢fo as bactérias ternofilicas (auostra n¢ 28, Tabela V).
Entretanto, como teros que considerar 5 umostras de un nes-
,mo’lote, potamos que soriente o lote ne 6 (ariostras n@os 26 =
30 da Tabela V) pdderd ser aprovado, urna vez que oS nieros
aprescntados pelas'anélises dos 3 grupos de bactérias terrio
f{licas satisfazen os padroes.

A segulr, estudando a Tabela VI,'enCOntramos os -
dados referentes as andlises nlcroblologlcas do agucar refi
nados  Constatamos una 51tuagao idéntica ao.caso anterlor,
onde encontraros diversos agucares que individualmente pode
r8o Ser recomendados pelo "National Canners. Associatlon"'

- mas que tal fato ndo se verifica quando considerados forman

do lotes de 5 amostrase '
Yo s neste tlbo de agucar encontranos tambeu,‘uu

iotevapanas, dentro dos padroes. Trata-se do lote n? L (a-
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mostras de nfs 16 a 20 da Tabela VI)&

Finalnerte, analisando a Tabela VI, onde estdo -
inseridos os resultadds das pesquisas das bgcterlas terrioff
1icaS'procedidas nes agﬁcares demerara (esquerda da tabela’)
e batido (direita da’tabela),'vamos verificar um indice bag
tante elevado das referidas bactérias. Todas as amostras,
quer sejam consideradas. por lotes, quer individualmente, es
t8o condenadas segundo os padroes oficiais do "National Can
ners Association.

0 quadro abaixo representa os dados corresponden-
tes as percentagens de cada unt dos grupos de bactérias ter-
mofmllcas contidas no conjunto das 100 amostras estudadas,

ThBELA VIII - PERCENTAGEM DE'AMOSTRAS CONTAMINADAS CQOM OS 3
GRUPOS DE BACTERIAS TERMOFfLICAS EM 10 G DE

MATERTAL.
' AEROBIOS ANAEROBIOS
VA0 COITA — CONTEN |
muADAs | wko [T Fo WATS | NEO ‘sgené Fornado Formg bnente
cmmm1u0Mﬂmommcwm£@ e fﬁg'
. _ e gds |
20 | 23 51 -
2 L ‘ T 8 53 32
oL

Como podenios observary de unm exame do quadro aci~
na, apenas 2% das amostras analisadas ndo estavan contamina
das con nenhun dos componentes dos grupos de bactérias ter~
nofflicas; L% das mesmas nio contén esporos de bactérias ag
rébias formadoras de ac1do, e T% nio estavan contamlnadas -
eon bacterlas termof{licas anaerdbias. ‘

Verificamos,’ainda, que 9U4% das amostras estavan
contaninadas com as bactérias aerdbias forradoras de dcido,
na SGguintevproporgéo:; 20% continhanm de 1 a 20 esporos; -
23% continham de 21 a 50 esporos; € 51% continhan nais de ~
50 esporosy em 10 gramas de acglicar das amostras analisadas..

- Dos agﬁcares contaminados com bactérias termoffli



cas anaeroblas, apenas 8% formam uUnicanente Hés e 32 % $0-

mente gaS° 53% das amostras formaram arbos os produtos.

Finalmente,'no ne sno quadro,'podemos ainda obser
var que h37 das anostras estavan contaminadas con até 50 -
bactérias aerdbias formadoras de aCIdO por 10 g de agucar
(padrao UNCA'"), 85% con as formadoras de gés e, 61% con bac
térias formadoras de HéS.

0s trés grupos de bactérias ternofilicas existen- '
tes no agucar estao representados pelas seguintes espec1es

(U3 ) -

1l - gacterlas termofilicas aerdbias formadoras de'
acido, representada pelo Bac;llgs steagother~
-pophilus;

g2 -~ Bactgrlas termgflllcas anaerdbias formadoras

de

Iridiunm thery

gas (hidrogenio); representada pelo Clos~
sagcharolyticuns

3 - Bacterias termof{licas anaerobias produtoras

flc

6+ CONCLUSOES

H%S, representada pelo Clostrldlun nlgrl-

Das analises m1croblolog1cas das amostras de
aglicares estudados, deduziros as seguintes conclusoes s~

a)
b)
e)

a)

.  e)
f)

h)

£ frequente nos acficares analisados a pre

~senca de organisnos tanto mesofilicos coro

ternofilicos;

Dentro dos mesofflicos encontragos por or-
den de quantidade, fungos, bactérias e, -
com renor frequenc1a, leveduras;

Nao existe nenhuma correlagao entre a pre-
senga dos tres grupos de mlcroorganismos -

‘nas anostras estudadas;

Entre os tipos de aclicares analisados, de-
venos enuncia-los, por ordem decrescente -
de pureza microbiologica, da seguinte mna-
neiras deuerara, refinado, crlstal e batl—
do;

De,acordo cor os padroes existentes, os =
aguecares estudados nao se enquandran dentro
dos linites precon¢zados,

En relagdo aos mlcroorganlsnos tbrhvfl11"“
cos e frequente o aparec: imento das bacté-~

rias aerdbias e anaerdbiasy
Nao existe nenbuma correlagao entre g pre-

senga das bactérias aerdbias e anaeroblaSM



i) 9h% das amostras continham bactérias 1naerobias
formadoras de acido, na seguinte propor¢do:-
20% contlnham de 1 a 20 esporos, 23% e¢ontinhan
de 21 a 50, e, 51% mais de 50 edporos por 10
g de agucar;

j) 8% dag amostras continhan bactérias anaeroblas
que somente produziam H,5S e, 32% que,produ21am
somente gas, 55 delas c%ntlnhﬂu bacterias que
produzian HéS e gas;

k) Consoante os padroes do"™National Canners Asso-
ciation" poucas sao as anostras aprovadas.

Te RESUMO

Por nido encontrarmos na literatura sobre a ocor--
réncia de nmicroorganisrios no agﬁcar, nada que dissocsse res-
peito ao aglcar do Brasil, e acharmos ser éste un assunto -
de grande importgnciw, resolverios proceder algumas anilises
microbioldgicas em agucares fabricados na Zona de Piracica-
ba.

- Assin é, que, seguindo as técnicas e meios de eul
tura mencionados néste trabalho, realizamos anilises nicro-
bioldgicas en arostras de agucares cristaly refinado, dere-
rara e batido, colhidas nas usinas e no comércio da cidade,
totalizando 100 amostrass i -

Os resultados obtidos indican a presenga de micro
. : £ . ) . . s
organismos mesofflicos ¢ termofilicos nos referidos agiica--
res, '
] L] - N L) .IA ..
Entre os primeiros constatamos a existencia de -
4 o e -
fungos, bacterias e leveduras, Dentre os fungos, que sac en
N S "y " ! . ‘o : '
maior nunero, o genero Aspergillus foi o mais frequente.

| Dentre os aglicares analisados, com relagdo aos i
croorganisnos mesofflicos, o aglicar batido apresentou-se c9
no sendo o mais contaminado, a seguir aparcecen o cristal, -
refinado e por'ﬁlﬁimo o} demeraras

Conn relagdo aos termoflllcos os resultados obtLmm
dos indican a presenga de tres grupos de bactériass- 19 bac
térias aerdbias formadoras de acido 22 bactérias anaerdbia
formadoras de HéS 39 bacterlws anaeroblas formadoras de =
gaSo '

‘ Dentre os tres grupos de¢’ Lacterlas, predom1nam as
aeroblas, e entre o grupo das bacterias anaeroblas predoni-~
nan as fornmadoras de gis. )



84 SUMMARY AND CONCLUSIONS

5The'descript10n 6ff%he techniques‘and of'the cul-
ture nedia used in microbiological analysis of sugar are gi
A ven,
The types of sugar analysids Wwere reflned Merige

tal"', "denerara" and "batido", obtained from local dealers
and fron sugar plants.

The results show both therwophlllcs and nesophi-
11cs nieroorganisms, to be alwayS‘present in the analysed
sugarse

Molds and bacterlas, were found in the mesophilic
group, and eventually yeasts. iriong the three groups of mi~
croorganisms, molds were the most frequently found., ‘Mbst
abundant genus: Lspergillus, | |

The tests for thermophilie chterlas were p051ti-
ve for aerobic bacteria acid forming, anaerobic gas: formlng
and anaerobic bacterla forming HéS.

‘The nost frequently type of theruophlllc bacterld
found among ‘the aerobic and anaeroblc groups were respecti-
vely acid forning type and gas forulng type.

There is no definite pattern for the number and:
type of nicroorganisms in the. various samples,
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