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. 1. INTRODUÇJiO 

Por um largo período de tempo, a ideia .Jl'láis .,comun
• • , . , A . . 

sobre a deterioraçao do açucar, e�a a de que esse fato oc�-
ria de,rido a certas mudanças, as quais ppdef•Se--1anr chamar
. 

, , 

. . 
. 

de autogenas, isto e, mudanças indep:endentes de-rato�� ou 
• A , 

. # 
. . . ,. influencias externas. Assim,, e que acreditavam ser a det� 

rio:z-açãu ·causada pela. ação hidt-ól:Ítiea de ,cidos · orgânico$· 
existentes no açúcar. 

No in!cio do Último s6oulo, contudo, observadores 
·ocasionais correlaeionàram a deterioração do agúcar com a
atividade de mioroorg;inismos, em vez da suposta a.çã.o de ic,1

. 
, . 

. 

des• E ja em 1829, K0PEL0FF, VAN.DIJ':K e VAN BEEX relataram
... , 

. 

sua obs-erva9oes feitas em uma amostra.de açuca.r que. havia
sido enegrecida pela ação de fungos,. O agente dêste enegr§.

. . . 

cimento era·o g,opt@;t:U J?m.Ç9rç1,gf1§•

Desd� então, atê os dias de hoje, a teoria da. dê'­
te·r1oraç.ão do açúcar por microorganismos foi se tornando e!_· 
da vez mais aceita. Atualmente o problema está inteiramen­
te resolvido conhecendo-se, ademais, os meios de sua p:r,ven 
ção_ que são qu&.si universalmente conhecidos e pra.ticados� 

' 

' ... " 

Entretanto, foi OWEN provavelmente o primeiro a 
co:t"relacionar o número de microorganismos- presentes e- o ... 

' . . 

grau de deter1oraçã o do açúca.r armazeI1;ado. Os KOPELO!?F fJ! 
• J ' • ., ram, indubitavelmente, os primeiros a moijtrar a relaçao en-

, . . , tre o numero de fungos e o oomportamento do açucar d,:urante 
o armazenamento.

A questao da deterio,râção do açÚca� em arm�zena..: 
mento tem.sido objeto de tantas investigações, quer_ .. r.ia_in• 



- 2 -

, . . ., ,dust.ria de açuear .de cana como na de beterrapa, ·e desde ha
muito, explica:-se pelo simples f'ato da perda que o fenômeno 
ocasiona., Realmente, a presença de microorganismos,· tais' 

, eomo bac:teria.s, fungos e leveduras., em processos industri--
ais, é de máxima importância quando êstes organismos afe ... 
tam a qualidade do produto, reduzem a produção ou constit�y 
em perigo para a saúde. Nas usinas de açúcar .os microorga­
nismos podem reduzir o rendimento devido a hidrólise de sa­
carose, impedir o funcionamento da fábrica quando os mate­
riais gomosos produzidos por bactérias interferem na quali­
dade do caldo ou, ainda, afetar o produto final que é o a�q 

, -car,. Alem disso, as mudanças na composiçao dos produtos a-
limentícios entre o período da sua confecção e consumo, pa­
ralelamente aos problemas de ordem científica correm, tam� 
bém, os de ordem econômica e de saúde pÚblica. 

À primeira vista poderé parecer um exagêro as ,ã
fll "" , firmaçoes de que um produto tao purQ como o açucar possa -

ser responstvel por uma série de ocorrências tão diferentes 
de tudo que se conhece sÔbre suas propriedadeso Mas :l.sso 

' 
, tanto e verdade, que os fabricantes de conservas dos Esta-

dos Unidos exigem dos fornecedores de açúcar, produtos qua.­
si que bacteriolÓgicamente puros, isto é, com um número re­
duzidíssimo de esporos por gramá. Para tanto o National -
Canners Assoc1ation possui padrões para bactéria termot'Íli-

1 
A ,. , case OWEN, sobre o mesmo preconiza padroes tambem pa.ra fu.n 

gos, leveduras e bactérias mesofÍlicase Exigência .idêntica 
, 

' 
, e levada a efeito pela Companhia Nestle, em Araras. 

É_muito dificil de se determinar os prejuizos em 
, "i, .., . A . 

usinas de açuoar devido a açao desses microorganismos, pc,,•-
, • , i' 

. 
.. .f A 

rem, na.o ha menor duvida que a destruiçao do açucar por es-
,. " ,. se meio e um fator de importancia economica.

O intere:sse na avaliação das concentra,ções dos mi

croorganismos no açúcar prende-se ao efeito que essa flora 
. , 

. 

ira representar na qualidade do produto armazenadoe A dete,r 
minação dos organismos existentes no açúcar é teralmente lá· 
mitada aos fungos e bact�rias termofÍlicas e, com pequens.s 

,.. ' excessoes, as leveduras que por ventura possam existir!!, D�§ 
de que os fungos sã·o os principais agentes deterioradores, 
s�mente a constatação de sua presença e ·intensidade, preen=•

cheria.m as finalidades de uma antliseç 
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. . , .Algumas vezes, entretanto, torna-:-ee necessario ao 
refinador investigar a ex<Jesstva contaminação de bact,rias -
termof'Ílicas em seu produto, em virtude de exigências do me_r. 
cado cpnsumidor. Daí um exame no a_çúcar de onde originou a­
quele refinado tem que ser executado para a investigação das 
bactérias t�rmofÍlicas. · 

; � ; N , As bacterias mesofilicas do açucar �ao espeçies ªA 
• , 

8 ' 
-porogenas, podendo sobreviver aos estagias da fabricaçao0 O . , .seu aparecimento no açucar tem como fonte · o caldo das moen--

. .. ... 

das. A sua determinaçao pode ter uma significancia maior do 
... ; que possa parecer, uma vez que a sua concentraçao no açuc,ar 

, A 
. 

.., pode ser tomada como indica e eficiencia da olarificaçao ou 
. A 

do estado de higiene da usina.· 
.. ,. Somente em casos especiais procede�se uma analise 

qualitativa dos microorganismos do açúcar para. a determ1na. ... 
ção de tipós específicos de bactérias, como por exemplo, pa­
ra verificar a presença das produtoras de goma (levânio) e•.

em casos mais raros, para estimar a presença do l!�U,2,9.!lQ.l,�Q.Ç.
Á Jaª§enteroipep, formador de dextranio • 

• 

Muito embora reconheçamos estarem estas anélises -
, 

. � ' . � bast�nte fora das cogitaçoes rotineiras das usinas de açuct:ir 
os resultados que elas revelam são muito mais do que um si�­
ples interesse acadêmico de investigar o comportamento de di 
versos microorganismos em presença de substratos de alta con 
centração de sacarose,. Elas visam a importância do estudo -
de açúcares refinados e cr1·stai.s como vetores de m:tcroorga-

. nismos deterioradores de àlimentosw
. 

.. � 
' 

Apezar de nao existir em nosso Pa.is nenhuma. dlspo• 
- , ,,

siçao oficial para controlar a sanidade do açucar de cana, e 
interessante, sem dúvida, · conhecer a flora �icrobiana que -

" ' , , 
. 

possivelmente ele devera conter. Para nos, todavia, sua. im� 
portância torna-se ainda mis evidente por estarmos dentro do 

JI ... maior centro produtor de açuoar de Sao Paulo, e sabermos que. 
,- A -. • ,._ 

com relaçao a este problema nao existe, ou pelo menos nao C.Q

nhecemos, qualquer trabalho,·excetuando um ligeiro exame exê. .... 
cutado por SCOTT, em 1912, em algumas amostras que ele cha-
mou de 11 açúoar bruto do Brasil11

Ct 

Esperamos, portanto� que esta. nossa pequena contr,1 
buição• possa constituir um início do estudo de tão j.mpo.rtan­
te questão. 
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.. , 2. REVI.S.ÃO DA LITERATURA 

A bibliografia sÔbre a deterioração dos açúca:re-s -
por via microbiana. � tão volumosa que se tórna mui to dificil 

... 

citar tod.a literatura publicada sobre o assunto. O que fize-
mos foi, portanto, rever o que se fez, citando apenas, o_que 
nos pareceu de maior valor. 

Assim -vamos · verificar que hÍ mui to tempo atra,z, em 
1673, época em que o açúcar vindo. da India, foi introduzido 
na Eu:ropa, era de conhecimento como demonstra LIGON ( 28) -

. 

, .... 

que o açucar deve�ia ser guardado em lugar seco, para sua -
perfeita oonserva.çãoQ Quando nã o, se descoloria e, em casos 
·extremos, se convertia em xarope.

Por,m, j' no início do Último século, ou mais pr� 
A 

cisamente em 1829, VAN DIJK e VAN BEEK, de acordo com KOPE 
LOFF ( 26) foram os primeiros a falar sÔbre o verdadeiro â 
gente da deterioração, quando relataram o fungo Confervã m,:g 
c2roides., que havia enegrecido amostras de açúcar. 

, Enquanto uns acreditavam ser a umidade a causado• 
ra da deterioração do açúcar, outros disso culp�vam os . · ·m1-
oroorganismos, enqua,nto têrceiros apontavam a ação de elor.,2 
' . , ' , tos e outras impurezas, existentes no açucar, como responsa-
veis pela sua deliquesoênciae l. êsse grupo pertencia WBAY 
( 49) qÚe, em 1848,,dizia ser possivél "essa deliquescência
continuar, at, toda nao.ssa de açúcar se decomportt . S�geria c.g
mo um possivel mei,o ·para impedir esta deterioração, a prec1-
pi tação dos olorêtos do caldo de cana, �otn nitra to de prata.,

Pouco mais tarde, PAlEij ( 39) relatou·�-Acadeinia 
Franceza dois cas·os de deteriora çã,o do açúea�:, nos quá'is os 
cristais tinham se oorroido, e descoioriqo em alguns casos 
' -

' ' 

pela açao de fungos. E, logo ma::Ls,, ,em 1869, DUBRUNF1HJT (13) 
chamou e. atenção da presença em açúcar de beterraba u desses 
organismos inferioresn descritos ,cuidadosamente por Pasteur. 
como as causas das fer,me:ntações alcoo).icas e bacterianas. 

Em 1880 GAYON ( 17 ) ve.rificou que o aç:úcar sofria 
transformações, e atx•:ibuiu aos "organismos de natureza das ... 
ieveduras alcoolicas", a temperatura e a umj_dade como respo,n 
saveis por -essas transfo:rmações11 

U,iAJP1JELL, ( 30 ) na Loui.siana, 1896 1 observou micl'_g 
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organismos e.m açúcar deteriQrado, atribuindo essa .deteriora .. 
ção às bactérias .dos ácidos láctico e but!rie:oa 

Em 1898, SHOREY1 ( 42 ) constatou o fungo b�i!­
liu� glauçmn em amostras de· açúcar há•wwaiiano deterioradoci
Sugeriu que a ação inversiva dêsse fungo é que determina a 
deterioração do açúcar. Foi mais adiante ainda, dizendo que 
a infecção tem legar quando os esporos entram em contacto -
com o açúcar pela corrente de ar nas centrifugas. Fez tam-
b, 

.. ,,, em observaçoes de que os açucares mais deteriorados el"'am os 
fabricados em lugares onde existia muita poeira no ar onde, 
evident-emente, os esporos·estavam mais espalhadoslil 

, O ponto de vista de SHOREY foi confirma<lo em 1899 
por KAMERLING ( 23 ) em Java, quando encontrou, nada menos,· 

... de 19 tipos de fungos, os quais relatou como sendo do .genero 
peniq_Ui�um. Dizia ainda que os fungos iniciavam� deterio­
ração, que era continuada pelas leveduras, depois que o açú­
car adquirisse bastante umidade. 

Um ano mais tarde, LAXA, ( 27.) fêZ um estudo das 
, , , bacterias que ocorrem nas fabricas de açuear de beterraba o,n 

de encontrou como organismo dominante uma bac-têria formadora 
de goma, a qual deu o nome de .Q..lost:r...:t.Q...1=.Ym &slstinosu11J.� 0bse1:, 
vou tambpem a natureza termof'Ílica dêsse organismo� Com re-

.,. ' ... laça.o a infeoçao nas usinas, LAXA achava que a sua causa, r� 
sidia na contaminação ooasionada.pe.las partículas de solo a-

' ' -

derentes as ra.izes da cana e, a poluiçao do ar., 

Em 1902 GBEIG-SHITH ·e 19 ) descobriu na Austr�lia 
um. microorganismo deteriorador do açúcar, que mais tarde. t�J!l 

, . ' ' , bem foi vevificado em Java ,. Mauritius, Egito, Peru, França, 
Alemanha e Rússia$ Devido a sua habilidade em converter a 

' ,· ,. ' " 

sacarose na goma levorotatoria levanio, GREIG-SMITH deu a e§..

se microorganismo o nome de �Ç,1U.,� J&YE.nif orman,s ., Eta ·ilirty 
de de sua larga distributção julgou o autor serêle o respon 
savel pela deterioração e não o fungo determinado por SHOBE� 

Nesse mesmo ano, D,ODSON ( 12 ) publicou um traba­
lho .demonstradndo a possibilidade de se obter um açúcar det,.€ . 

.. ' ., ., riorado, pela inoculaçao de um açucar com culturas de bacte-
rias, preyiamente isoladas de açúcar dé'teriorado;;; DODSON, -
nesse particular. foi o p:loneiro ., pols antes _ninguem hav-11:"t · -

' - , executado exper:·.mentalmente a infecçao do e;çucar. 
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Em 1908- apare.ceu um traõi3.lho de 3Ut-o:ria de DEERR e 
· NORRlS ( ll ) onde publicaram ·os résttltados de suas investi ...

... ,A .. ·,, ga.çoes sobre a deterio:raçao do açucar •. Assinalaram certas e�·· 
pécies de· bactérias que tinham a faculdade de promover al t.e­

rações · no açúcar·. '.tste trabalho f'oi continuado por BRltIN e -
DEERR ( 3) e constitui um estudo intensivo sôbre a micrôfl.,Q

,Jr "" ' ,_ ra do açuoar e das condiçoes que influenciam a açao do.s mi -
eroorganismos.

Em· 1911 �iEN · ( 31 ) hà Louisiaria, c:1egou a conclu­
são de que a deterioração do·açúcar não é devida à inversão 2

mas sim a uma fermentação de goma que se forma sob reação lJ
� � � vemente alcalinat' Esta fermentaçao, dê acordo com OWEN, e --

produzida por um grupo de .bactérias compreendendo as pseudo
trpotato bacilli", que causam .:i destruição da sacatrose -por Um

enzima. j �..YiDs§..§·, que tem aç:io extra celular, e transtorml'.\ a .... " sacarose de acordo com n Seguinte e equaçao� 

sacarose glucose 
. ... lavanio

As "potato baeilli" que ocorrem largamente nos solos podem= 
ser ràcilmente introduzidàs nas usinas, aderente$ a cana\i A 
grande resistência de seus esporos oferece meios para que e� 
las atravessem incÓlurne.s tÔdas as rases de fabricação chega},!

, 
' 

, , 
' 

d.o ate o prod.uto final, que e o açuoar. OWEN demonstrou que, 
enquanto 98% dos microorganismos perecem no processo de clag,. 

' 
.,. , ... , rif1oaçao, em nenhuma fase ou estagio da fabricaçao e o pro� 

duto isento de microorganismos, e são exatamente os 2% res;.. 
tantas qu'e const:t tuem os esporos· resistentes a o aquecimento 
que escapam à destruição e vão ter ao a4i�car11 Como meios de 
combate CHEN recomenda o uso de a.ntiss,éticos para as _moendas 

' 

' 
�e tanques, e grande cuidado na secagem do açucar. 

Nêsse mesmo ano SCHONE ( 40 · ) em suas· observações
reforçou o conhecimento da importância dos fungos.e da tttor_y 
lae" na inversão, e notou em açt1car deteriorado a presença .. 

A ' ,. , dos generos Mucor e 1:,�n�s.!JJj_'l.!m e, neste ü.l timo, principal.-

mente o J;�J,_ojJ..JJJ,l.JP. gJ.:ãl!�\l.Jl!• SClI01\f.G i11v6Jt:I.gou também a aci-
� A q.ez produzida pela introçao de culturas puras desses microoi;: 

. ... ' 1 � t id Janismos em soluçoes estareis de açucare .t!iSse au ora na -
i+z qu� a atividade biolÓgica dêsses organismos pode atingir 

-� 
... ,., ., unl ponto tal que provoca uma combustao expontanea do açucar� 



Cita um caso no qual um. lote de 1¾000 toneladas de açúcar ae·

beterraba. foi destru::tdo dessa .maneira, com força q1l�S? que ... 
explosiva ( lio ).., 

Um an.o ma.is tarde, em 1912, SCOTT ( 41 ) isoJ.ou,.e..§ 
pécies de !l?�illl-!ê e .fgn!oi!.l.J...!Jm de açúcar do Brasil, Pe� 
rú i Java e Jamaica; estudou o desenvolvimento e o poder de -
inversão· dês ses. gêneros, bem como as medidas de preca.tições -
para (!3Vitar que os açúcares sejam infeccionados por êsf!os aj� 
croorga.nismos O'· 

A.NMONS, ( l ) em 1917, v-erificou micélio de fungos
em açúcar, e isolou �.rn&illY§. e .filll�QP�! bem como �ni,g_;U­
lium g:ta�cum e bini..tll-_11-gm Pll.r.P.U�QgeJJ..JJ.m e, por meio de in.oc.,Y 

... -1' . . " . lagoas ele demonstrou que o l:�!l.lgj_U..1.Ym gJaucum e capa.z de ... 
produzir uma apreciável deterioração no açúcar, É opinião -
sua que a· deteri.or•ação não é devida a ação· de um Único micrn 
organismo. 

BROWNE ( 4 ) :f'oi o primeiro·· a investiga:r as mudan­
ças, sob o aspecto quimico, na composição dos açúcares dete­

rioradosº Observou.. nêsses açúcares um grande nú1néro de ,19.ry 
la. e .ll9.nil.;!.ã e, dentr.e essas, a li9 .. llU1§ n1g.rA e _,M2_i;ij,J. ... t� !1:t�:"' .

&" Além dêsses microore�nismos BROWN'E mencionou a presença 
. À 

de fungos per,tencentes ao genero .f..q_?l;!&Jll:lH.m� 

OWEN, (32 ) em 1918, volta a apresentar outro tra­
balho onde isoiou fungo$ do género !.§.P�,..tgJ..llJ!sl. de um grande 
número ·de amostras dQ aç·úca.r da . Louisiana� Estudou alé.i;i di..§ 
so, a sua ação em soluções de €1.ÇÚcar de alta_ conc·entração..,
Em Virtude dessas observâçÕe.s, conclui que os fungos são os 
mais perigosos detérioradores devido ao seu gra.nde poder do 
inversão, e a propr:ieda.de de exercei" sua ação em soluções .... -
concentradas, mesmo em meios pobres em elementos nutritivos� 

' 

BLAKE ( 2 ) 'Í;. GF.�ERLIGS ( 18 ) apresentaram 1 nessa 
, f""t A 

. 
,/" , • mesipa. epoca observaçoes sobre li 2,13r,,Jrrt0,., porGm ma:i.s de inte-

resse ·p1'ático para as próprias usinas do que tr�balhos cien= 
t!ficos de .labora i;Ório.., · 

Em 1919 aparecBra111 á.S intensivas investigações dos 
KOPELOFt ( 25 ) que orientaram seus estudos às espécies de 
fung_os que ocorrem no açúcar e $eu pode:r de deteriorg.çâo,), 

, . 

. -

Procuraram tambe� estabelecer medidas para a fabricaçao e a�. ' . ,.. Os KOPELQ'ti'F mazenamento a.o a,çucnr !:10b cón.dtçoes preventivas,;:; ,,_. 



·u,.·. ,4-�-� '·.· _;,_ ,.Ju,-l-n. 
f�f'l 

.. 8 ·":" 

_ _J 

tiveram por principal preocupação correlacionar as.espécies
, ' ,,, , 

e numeros de ·fungos com o grau de deterioraçao dos açucares4"

Da mesma maneira que os K0PEL0FF defendiam a iqeia
de que os fungos eram os principais agentes de deterioração, 
em 1922, TE:MPANY e DE CHARMOY ( 44 ) ooncluira.m j após :i.nves..,

. 
.. ,, . ,, . 

tigaçoes em açucar de M�:uritius, que a To;rula§ e o organismo 
de maior ação_· sob aquele ponto de vista� 

Em 19237 OWEN ( 33) apresenta outro tri3.balho qu.e 
vem de encontro com a ideia de TEMP.ANY �- DE CHARMOY, pois b,ã 
seia-se ,_ :Principalmente, no uso da Torula como preventivo de 
deteriora.çiio(O A leve_dura seria inoculada- ao açúca� e agiria 
como agente protetor� 

. - . . -Apesar de serem inumer-os os trabalhos com relaçao 
o.os microorganismos presentes·no açúcar, o estudo da . .flora -

, 

, dlb 
i 

bacteriana dos produtos no qual aquela �ubstancia toma parte 
att agora? não recebeu nenhuma atenção dos pesqu:tzadores3 -
WEINZIRL ( 45 ) contudo, demonstrou que bac·térias vindas com 
o açúcar podiam ser as responsáveis pela explosão de chocolâ

A A � 

tes� Este trabalho, embora. çontenha. nenhuma referencia as .., 
bactérias termofÍlicas do açúcar, constitui, entretanto, um 
marco inicial para o estudo de tão importante problema� 

Tais microorganismos são as bactérias. que atrn.ves- -
' � . 

- - . , satn toda.s as fases de fabricaçao e vao ter ao açucar� queª.!! 
sim contaminado pode oca.sionur disturbios às·conservas e às 
bebidas em cuja composição �les façam partao 

Os pioneiros nêsses estudos f'oram C.AMERON e WT.T,i ,! 
AMS ( 8 ) com s_eus trnbalhos apresentndos em 1928� 

Apareceram depois dessa data os trabalhos de CAME-. 
RON ( 5 ) 9 CAMERON e YESAIR ( 9 ) , DtNAL · { 14 ) , CAMERON e
BIGEL0W ( 10 ) , e H0MANS, ( 22 ) onde salientam o fato d� 
existência de grande número de bactérin.s termofÍlicas nas râ 

· A A 

finarias, principalmente onde a higiene for descuidada� Os
,. 

' 
.. 

espo:ros desse.s organismos sao resistentes ao calor. A impol:, 
tância de sua presença no açúcar, como já dissemos, r.eside -
no fato de serem os caµsndores da deterioração de alimentos 
e bebidas, quando ê1e fÔr usado para tal mister� 

p , , . 
Foi nessa epoca tambem que apareceram os metodos Jl

ficiais usados pelo "National Canners Assoc1,at:ton" para a d.Q
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terminação das bactérias termofÍlicas-. t-S.so ver::t.ticnmos na.s .. 
pttblicações de CA:rv.IERO� ( 6) ( 7) que contribuiu para ·a sua: 
elaboração ... 

Todos os autores são concordes que as pr·oprias me­
didas de sanidade usadas nas usinas e refinarias são as. ma:i.s 

' , ,1. ,, � pratico.veis e. efetivas no cont�ole das J)ncter.ias termofili-.... 
' 

. . 

cas. HALL e KEANE ( 20) contudo, estudaram o uso de irradiã, 
ções com luz ultra violeta nas r�bricas e concluira1t1 que met� 
de das espécies de microorganismos que ocorrem no_ açúcar po­
dem ser mortos por meio dêste processo. Esta medida, entreta,n 
to, não é praticada nas usinas. 

Como dissemos ao iniciar esta revisão bibliográfica 
a literatura sÔbre o nssunto �- va.stissima quer sob o ponto de 
vista técnico quer sob o ponto de vista· elucidativo. UJ.t,ima-

. · �

mente entretanto 1 emborn valiosos, os trabalhos que tem sido 
publico.dos, jl1 não apresentam novidades de ordem técnica, 
constituem apenas, pontos de observações de interesse local� 
Por essa razão não foram aquÍ citados. 

Devemos, contudo, ainda mencionar os trabalhos de -
OWEN·( 36) ( 38) que há quasi meio século vem trabalhando -
e apresentando contribuições de alto vnlor sÔbre o assunto. 

3. MATERIAL É l-ÊTODOS

3Qlo MATERIAL
... 

Os materiais que nos forneceram elementos para este 
estudo foram amostras de aç4car cristal, refinad-o, demerara e 

,,. bat:ido, colhidas em usinas d!l região de Pirnciaabn e comercio 
locala 

Por· ser Piracicab-:1 um dos maiores centros açucarei• ... 
ros do País, demos inteira preferência aos açúcares aqu:Í fa­
bricados, para a elabornção do presento trcibalhoé 

Poucas amostras colhemos no comercio distribuidor � 
da cidade 1/1 Nossas vistas se voltaram pref'erentement·e aos p!>·ô,,!,-,·· 

,, . 
. ' 

, . dutos recem fabricados ou armazena.dos. nos proprios deposites 
das usinas localizadas em diferentes pontos do MunicÍpioo 

' ' 

Assim procedemos por ser o nosso objetivo conhecer 
o estado miorobiolÓgico do açúcar, na sua fonte de origem ..

Na regiã.o de Piracicaba, como alias acontece en.i to ... 



·�1t-;�kl. 111:� ti .. 
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' 
{ 

, � do;o Estado, soniente uni. t. pó <;1.e açuear e ta1:>r1cado: o Q.tl.$.tª.1.+1·

E�eepcionalmente oüt,�os tiplos merecem a atenção dos. usineiros ....
Em álgumas usinas, entretâf1to, existem refinarias a�exas, on-

1 de parte do açÚcár cx-istal. é refinado ·e vendido no comérc�o"" 
coc. essa. denominaçâoii. 

Em geral, o açúcar da região, tanto o cristal cor.10 
:O refinado, apresentab: ótimas carncter!sticas, como se poderá 
ver pelo quadro abaixo:-

Determj,. 
"" 

na9oes 

Pol 
Redut� 
Cinzas 
Umidade 

N:D: 

TOTAL 

�.== 

Tipos. de I' .  fabricados açucar 

cristal cristal cristal redondo ou refinado 
de li..-, de 2ª- mixto demerara 

--

99,55 97:160 9�,90 96,58· 
0 ,18 . 0 ,89 0 ,,1 1,35 

0,05 0,13 .0,08 o,33 

0,19 0,52 0,41 0,81 
0,03 o,86 0,30 0,93. 

100,00 100,00 100�00 100,00 

Açúcares da zona de Piracicaba 
Aná:lises do Prof'., J"'R* Almeida 

V••.r.-,;....�,.i..:U,�� 

... " ....... �-=-:,,� 

99,75 
0,06 

O ,01.i. 

0,05 
0,10 

100,00 
l.� .. --�

3e2(l> COLETA DO MATERIAL 

Realizamos 16 visitas �m datas espaçadas às Usinas 
da região·em eada. uma colhemos 5 amostras, perfazendo, cons� 
quentemente Ulll total de 80 amostras diferentesi) No comércio 
local Qônseguimos 20 amostras, perfazendo um total de 100,, 
Todos os açúcares colhidos foram da safra de 1955� 

Para a coleta das amostras usamos frascos Erl�nme .... 
A 

yer de boc� larga, com 500 ml de capa.cidade· 9 .fechados com - . 
tampão de algodão e esterilizadpse . 

Tiramos o açúcar da parte media dos sacos com uma 
concha de metal, f'la.mbada em uma lâmpada de álcool antes de 

• p A . . 

cada operaçao� -�s fraseos tiveram, tambeo, suas bocas flamb� 
das cada vez quê o tampãp era retiradoo

<f 

. Apos a coleta da amostra o vaso �oi numerado para 
sua posterior identificação $

Cada frasco recebeu, em média, 200 g de açúcar, =



,, 

,�dl-h· • ll ..,,,

quant1dãde ess� sutiç1éhté para proporcionar a determinaçã,o 
dos mióroorganiãnios, tanto m�sofÍlieos como termof!licos. 

A$·a111ostras ·após chegadas.ao laboratório foram im& 
diatamente trapalhadas. 

3.3 ._ MEIOS DE CULTURA 

.Ao selecionar um meio de cul.tura. para uma análise 
miel;'obiolÓgica, a preocupnção imediata seria a de se adotar 
·um substrato que possuisse uma,composição tal, que proporc1,g

nasse o desenvolvimento do mai,or número de espÓc":!.i!.ís que oco,t
A ' , 

rem na subste.ncia a ser analisadao

No presente trabalhq, para efeitos compa,rativos, -
limitamo-nos a usar os substratos recomendados por ntrto:bida-

, des no assunto. Tivemos, entretanto, o cuidado de empregar -
diversos meios seletivos para cada grupo de microorganismos,, 
procurando assim garantir uma estirnativa mais proxima da 
real. 

3 e3&1. MEIOS DE CULTURA PARA A DETERMINAÇAO DE 
FUNGOS 

Para,a detwrminação dos fungos experimentamos v,r1 
os meios de cultura� 

a) f;ieio � 1,Qp,elQ;t"'f (Modificado do meio de Czapek)

O meio de Cznpek tem sido empregado com resultados,
satisfatórios com relação a grande variedade de fungos isol1ª: 
dos do· açúcare Todavia,_a modificação de KOPELOFF, além de 
conservar suas qualidades originais, proporciona ainda um d� 
senvolvir.1ento mais rápido dae colônias ( 25 ) .. 

OWEN, em recente trabalho, ( 35) recomenda o uso. 
dê' ste meio para. a determinação dos fungos. no, açúcar 1,1 

Composição do meio de Kopeloff-Czapeke 
, Açucar de cana��e�ee••�oe� •· 

Peptona .. i..,.,., ... ., ., º º ... ., ., • º ., ., ., .,, 

KzHPo
4 

.. ., � .. ., ., � ti) � 1) º ., º • • •  ,. ., • ., e °'

KCl '-P • • • o & 4 .  ·• u o. li- 4l O- e II o & O<, e • 4i) o & (:) 

Mg804 & G fl • D o<> <> o � O e e O II o ., <> � •.•'9 e, e, 

Feso
4
,, º ••• º � ,G • ., .. ..  º ., • "., , •••• º,"' 

NH4N03 • .,"'.,., li).,"º,.,.,.,,,., .. .,.�. º. � º

50,00 

5,00 

1,00 

0,50 

0,25 

0,01 

1 00 
. ' ' 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 



t 

1\ga.r., ... º •••• e •••• · • º º º · ...... .,, ,. • .,. . 20, oo g 

Agua destilada ,t., ••• *. ii.... ... .. L,.000 m1 

b) .MeiQ 5!fi � (Modificado do meio de Smith)
... A vantagem deste substrato, segundo seu autor,

( 35) � possuir uma.alta concentração de açúcar, que limi-
. 
. ' 

ta o desenvolvime�to dos fungos, exceto daqueles que det.er­
mina.m o deteripração do açúcare.

Sua composição é. a. seguinteg-

_Açúcar de cana .••••• ., .... ª ... º ., 
Pe pt ona º • º • º ., � º .. • !" • • •· � .. • • .. .. •

KCl,i, o • • • • • � o e•• • o ó ,a • • • o e .o 0- 111 e 

Na_2HP04·• ., ........ ·o ,. • •  ., e ., .... ., º 1) 

Agar •• o.a&D♦•�--o••·••e&�o•� 
.l\gua destilada ... �., ... "e�. e •• e

e) Meio de· ti ttman

400,00 g 

1,00 g

5,00 g 
2,00 g 

20,00 g 

.1111000 m1 

OWEN e -BIENVENU ( 38) recomendam para análises ;,,.
microbiolÓgicas do açúcar o uso do meio de cultura de LITTc;, 
MAN ( 29 ). Êsse substrato mostrou .ser bastante satisf'ató-­
rio, inibindo por um lado o desenvolvimento de bactérias e 

... 
leveduras e, por outro, evitando que as colonias de fungos 

' ... ' espalhem-se rapidamente por s�bre a superficie das placas -
de Petri, o que dificultaria a: contagem,!) Isto se· verifica -
mesmo. quando o número de microorga.nismos é ba�tante elevado. 
A nosso ver, éste substrato é o ntelhor ceio de cultura para 

. 
� . 

. 

a determinaçao dos fungoso 

Composição ào substrato:-

De:x:trose"' e <I> .,  • ., º.,,. º • ., •• º.ºº.,é 10,00 g 
Peptona .. ., " .. ., •• º • " G • .,. �- ... , •• ., " 

Oxg a 11 ..... e ., .. . .  ,; " • e .. .. " ., <$ ,. " • ., 

1g.are" 0 ." .. "., .. Q (& <I> .. ..  i!) .• º·".",.o .. " .. 

,gua destilada.�.º•••� • ., .. 0 ... 

10,00 g 
15�00 g

0,01 g 

�o.,oo g

loOOO m1

Acrescenta-se ainda mai's, estreptomicina 
de 30 unidades para 1 m1 de meio de cultura, a qual 
cada nas placas de Petri por ocasião da inoculação. 

"' -a razao 
é colo-
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3 $3�2s- :ME.IOS DE Ct1LTOBA PARA A DE·T:a1BMINAÇÍO DE· 
BAC�RIAS 

. 
, . , As bacterias que ocorrem normalmente no açucar 

são de duas categorias: MesofÍli�as e Termo.fÍlicasGI Para a 
determinação·do número das primeiras, usamos mei�s de cult.:g 
:ra reconendados por OWEN ( 35 ) , VERONA (Comunicaçã.o verbal) 
e 1)8 WALLEY e SCARR ( 47 ) � Pa.ra as termofÍlicas seguimos -
os métodos do· "Na.tional Canners Associationº e, por conse-... 
guinte, usamos os substratos por êles recomendados� . . . 

3 .,3.2.1. MEIOS DE CULTURA PARA DETERMINAÇltO 
DE BACTÉRIAS MESOFfLICAS 

, , , O uni•co grupo de bacterias mesofilicas que norma,! 
, ,., ., .,, 

ménte ocorrem no açucar sao as esporogenas do grupo mesen�� 
. ,, 

"ll> . E " 
rico, dn.a espôcies fo!"�-aadora.1 dG ltrtmn.�.Oi,, · .... �rt.:is as:recies, "" 
contudo, raramente ·ocasiongm a deterioração do açúcar., A 1,m 
portância de sua dêterminação se relaciona sómente com a 
etioiência da clarificação e com . .a qua.ntidade de contamina� 
ção existente no ar da usina ( 35 )e

d) Meio ruà OWen {Modificado do meio de Smith)
... .. 

O melhor substrato para a determinaçao. desse grum
po segundo OWEN ( 35) é o mesmo meio de Smith recomendado 
para a avaliação dos fungos. no qual introduziu-se, apenas, 
maior concentração eo à.çÚca.r0 

Composição dêste meio�.;.. 
, A çucar de ca,na I!) 11· e""º se o 0.., & ºia(!) 500, 00 g

KCl fiP e <> � li> o o o e 1H1<Hl • e <.n!> 0 � '$ e e Ili liH\> 5, 00 g 
Na.zHP040coeoc;,001>C101>1H>o-,Go&0�. 2,00 g 

· .Peptona 111 11 º e 0 e & e º 111 e • º º 11 º e º 11 • º l, 00 g
Âgnr.�•00�•000••��8�$-•eoo•o 20,00 g 
Água destilada .. ee o & •C <>Q .. 00<> 0 18000 m1

e) ]:1ªip � ,ID.ltrient�-h;� (Modifi.cado)
Para as cont3gens eo. grupo rnesof':Ílico, DE W.ALLEY

e .SCARR ( 47) recomendam o uso do meio de nutriente-ágar ... 
previamente.fortificado com a adição de 1% de dextrose (j

Extrato de oarne .... ,, .... ., .. �<i>eo,. 3,00 g 
Peptonà º � º., $ �."'" & � 11 ·., "º ",. ,u � 0"' 5, 00 g 
Dextrosa;�q��•••�&e�,��.0��� 10,00 g 
Agar��p�,e� .. ; .. �.ºº��ºº•º�º •• 15,00 g 



·�· .. �,.·�;-. . . : ' ' 

lt'gua destilada•••••••••••••• 
., 

-pH ••• º • ... • •.• � • • •· ... • • •• � •••• º • 

�-) Meio S§.·Feijão branco. 

1.000 ml 

6,8 

... 14 .. 

Usamos parn a determinação de _bactérias, por su-­

gestão verbal de VERONA, o meio de Feijão_ branco (Phaseolus 
lupa.tus L.), por ser um bom substrato para essa finalidade., 

fste meio é pr.eparado como se segue: 

Juntamos 200 g de feijão bra.nco com 1.000 ml de í 

gua destilada e fervemos por 20 minutos. Completamos, a se­

guir, o volume do l,:Íquido 'rervido, a 1.000 ml • 

.A êsse ifquido do_qual é separado o feijão, adi­
cionamos:-

Sacarose .................. �•• 20,00 g

Ígua de'levedura••••º••••••• 10
7 00 ml

Ígar ••••••••• o••·••e••······ 20,00 g 

3.3,.2.2. MEIOS DE CULTURA PAR.A DETERMINAçA'.O 
· DAS B.AC�RI.AS TERMOFÍLICA�

Para a determinação das bactérias termofÍlicas, -
como j' tivemos oportunidade de referir, lançamos mão dos -
substratos recomendados pelos métodos oficiais do 11Nat1onal 
Canners Association" ( 43 ). 

g) Meio de g,extrg§�-,írJ.p�-Ígru;:.

Substrato �.?Sta-do para a determinação de bactérias
. termofÍlicas aerÓbias formadoras de· ácido. 

Composição:-

Triptona • •••• º ••• 11·• •• • ••••• ,. 
, ' . . . . 

Dextrose�••••••••••••••••••• 
Púrpura de bromo cresol ••••• 
1gar•••���o•·••••••e�o:-��PO 

Jgua destilada •• ��•••:•s•••o 

h) Meio .QS�l E,{g�

10,00 g 
5,00 g 

0,04 g 

15,00 g 
1..,000 ml 

Para a avaliação das bactérias termofilicas anae-
, :, 

" 

robias formadoras de gas. 

Cot1po,siç.ão do meio:-



Fígado 11 1D ·• � i; 11 � º., & º �: & J º,;,
' ! . • . • 

Jgua deitilada�•ie�.��t 
500,00 g 

l:�000 ml .. 

"'.' 15 -

Moemos ti, fígado e fervettl6s dura;nte l hora. em fogo 
lento, ajusta.mos M rea'ção a pH igµal a 1,0<>

Fervemos mais iô minutos$ Filtramos em pano ralo 
.,. e completamos o volume a 10000 ml- com agua destilada® 

Adicionamos a êsse caldo�-

Peptona 6) .. �,.,.,eº f/1,@ � t1 ®ºe 11> $ 4i) º,:)º.;ri 10 ,oo g 
K

z
HP?4 Q •o •�.,·. •-, e" e e in> o&:• e G 0 fll 1,00 g 

1 . 

Reajustamos o pH a 7,0 

Ao distribuirmos em tubos agregamos previa.mente� 
t!gado moido a razão de mais ou menos l cm de altura no tu­
bo de oultura (,ll

i} Meio � .á_gar�suJ.f'i to {Modificado) .

Meio usado para .a determinação de bact,rias terID.Q
fÍlicas anaeróbias produtoras de H2se

Conposiçâoi-

'Na
2

S0
3 

G" ., o o o e. & o" o • ri " 9' G " .. 41 " o o 

Ígarmeeoe�oo�o�8�·0�•eG>09��G�' 

1gua destiladae06�-00�8�DmQ0� 

10,00 g 
1,00 g 

20i00 g 
le-000 l!!l' 

Ao colocarmos o meio de cultura nos tubos acres-= 
centamos, antes; um prego de ferro energica.mente lavado em 
ã'.cido clor:Íd:ricoll> 

3a-3$30 MEI-0S DE CULTURA PA'.RA A DETERMINAÇÃO DE 
LEVEDURAS 

� , Para a determinaçao das leveduras do açucar alguns 
dos substratos recomendados são os seguintes: ... 

j ) -� 11 Osmoplµj.ic Yea.stn 

DE WALLEY e SCARR (·46) reco�endaoo uso dêste -
meio especial para o isolamento das espécies de leveduras -
que ocorrem no açúcar e, pol:'tanto, tendo capa,didade d$ se 
desenvolver em soluções de sacarose ·de alta concentraçãoe -
fste· neio possui, tanb"_en, a partieularida.de valiosa de re­
tardar o desenvolvimento dos fung.oso 



... .,. "' . . . . 
Sua ·c·ompo·s1çao a seguinte: ....

Peptona º • e " • •  ·º º ., • • •  & "' & º •• , .., .• 
1)extrina & 'i1 0 e <> O <HI a, � & & C 4> & <& O 0 Ili I} 

Glicerina$.º e·º�.,<).,., •. !, éº • ••• •

NH4 Cl «> o. e <1. o e ., " 111 o. ;) e- 1J> o & e • • .i e • o e

Jf g ai- • .,., º º • º .• . ..  · ., , I> " • º. e. ,, ,. -a· •.•• "' • 

:xa.ropa com 45 Brix, contendo 
8 a 10% de açúcar invertido0 

k) Me!q Qs! malt&l (Modificado)

15,00 g
0,78 g

2,67 g

2,37 g

1,00 g

15,00 g

1�000 ml 
4,7 

O meio de malte geralmente usado para a: estimação
de levedu�as em produtos de lei t�, alimentos, etcº não.· é r"ª-. 
comendado pa.ra êste nosso trabalho. t que nele se desenvol= 

. . 
, vem tnnto leveduras como bacterias, tornando-se dificil uma 

contageo bém feita ( 35 )� 

Justamente por isso preferimos usar uma modifica­
ção do meio de ágar-malte, recomendado verbalmente por EL =

fABEY. 

Conposição do meio:-

Ma.1 te moidoe (),,o�-•. '1/J Q G. 11) '1l e ó Q 111 

Jgáre&��·-•�eoo&eQ8$00.eo••� 

Ígua destilada•e••e••••0•••� 
Sacarosee,•6oeD•e••��••a••·· 
Ícido propiÔnicoflo<ils,e4••"'•ª 
Grªus Balling i) <f) ... ª • 111• til '8 ., º· •.• � • G 

250,00 g 

20 900 g 
lGOOO ml 

50,00 
0,1 
.5,0. 
4i7 

g 
% 

1) Meio tmlg,istÁtico -� .H,ertz .sz Levine

Para a contagem de leveduras quando estas existem 
juntamente com fungos e bactéri.as em alimentos ou bebid1;1s, 
HERTZ e LEVINE ( 21) aconselham o uso de um meio especial 

... 

preparado para esse fim9 

. O meio tem a seguinte composição:-

. Extrato de malte� e. �-'Q e Q e,;, e !jl é 20,00 g

Peptonaeooeeeee•.•·e<l!C'llilil>fl-lD9°00,jl, 1,00 g

NH4Cléo_110_0>0_111.,ae.eeo<!l·l!:>e<;--E>e11oe1t 1,00 g



K2HP04••••• .. •• .. & ............... 1,00 g 

ltgaza ••••• •.•• ••• e• ... •,•.••.•-- 20,_oo g 
Ígua destilada.•• •• •••·•..... 1.000 ml

jcido lácti�o para ajustar o __ 
pH a 4, 5 - 4, 7 •

-· 17 -

' ' .. Adicionar Difenil a·razao de 100 p.p.m. do. meio. 

3.4. �TODOS

Os microorganismos podem ser estimados qua.nti ta.t_! 
vainente sob dois aspectos: vivos e mortos ou somente vivos� 
No primeiro caso teríamos-uma contagem total e no segundo -
uma contagen apenas dos vivos. Ambos os casos comportam di� 
ve�sos t16todos de análise quantitativa, e sua escolha irá'. -
depender da finalidade e natureza da mesma. 

, "" , ' 

Os metodos de contagem total sao inumeros, como:-
contagem microsc6pica direta ( 15) ( 48 ), ra�todo de ;; - -
WRIGHT ( 48 ), observações nicrosc6picas em câmaras de con­
tagem ( 48 ), método d� opacidade ( 48 ), método de centr_! 
fUgação C 48 > etc. 

Igualmente, os métodos de contagens dos mic�oorgã 
nismos �ivos poden ser resumidos em:- método de diluição -­
( 48 ) , rn�todo das pla.cas de contagem ( 48 ) e método de r_q 
dução do azul de metileno ( 35 )$ 

3 .,4.1. JlifsTODOS USADOS 

3.4.lel. }�TODOS PARA .A DETERMINAÇ.llO DOS MI­

CROORGANISMOS I'-1ES OFÍLIC OS 

Do exame dos métodos de determinaçã.o quantita.tiva 
usados em �orobiologia, verificanos prontamente que, para 

' ' 
. 

, 

o nosso trabalho, ter1amos que optar para m.1 dos metodos de 
ciontagem de microorganismos vivos. Esta escolha· não só é -
feita devido a fragilidade dos outros_m,todos, oomo também, 

' porque somente os organismos vivos pode� causar a deterior�
ção do açúcar. 

A escolha recair!a, portanto, entre os métodos de: 
r,edução do azul de metileno, diluição, placas de contagem e 
contagem microscópica direta.· fste _Último, embora esteja si, 

' 
, tuado entre os metodos de .contagem total, permite estabele-

ce!' una diferença ent:re organismois.vivos e mortos pela: col.Q 



i-a-çã-o que adqui:rem en p�esença de determinado·s corantes. 
. . . ,· . . ' . . . 

' 

.. Contudo, doJ me todos - citados. somente o das placas 
. . . ' • .. . , 

a ·. N 
. 

de contagem e o exame micI'õscopico direto sao usados no con
trÔle _ bacteriológico do açúcar.· e�- destes, s·�mente o primei""' 
ro poderf ser usado en :t_Ôdos os -estágios de fabricação (34). 

. , . ·, � .' '• . ' ' . . . . O. metod·_ç, de reduç�o do azul de metileno foi dis--
. 

. . 
.• •, . ' . . ' . .,,, . � 

pensado porque·, étlbora seja· satisfatorio para a enumeraça.o 
·das bac�érias do .dàldo de cana, tal não acontece com �s de­
terminações microbiolÓgicas quando procedidas cqm o açúcar�
Isto porque, neste Últiqç,, existé uma concentração microbi,ã
na nuito mais baix?- (35)� .Mesmo que possível, o uso a.,êste

,· , ' . . . ' . . ., ,,, ne-todo, so se lir.iitaria a estimativa de bacterias do açucan 
, . . 

O metodo usa.do foi, _portanto,· o d:as placas de con 
tikêm. Con o seu erJp�ego tiveinos as plQOfiS cm.dll os fungos$ 
bact�rias e leveduras que se desenvolveram durante a inCUbã 
çáo :formaram as colÔnia.s que puderam ser :ràcilmente vistas 
e contadas. 

A J' Usando-se este metodo. pudemos, ainda, aplicar o -
' . . 

. 

teste da Maxima Verossimilh?nça ( 2lt.) adatado ao presente 
trabalho por PIMENTEL GOMES. fie nos permitiu avaliar o nú-
mero de t.iicroorganismos de uma ·maneira mais precisa, ao 
trá'.rio, do que acqntece com. as sitiplés multiplicações 

. ;, A i' numero de colonias pela reciproca. das diluições,. 

con 
do 

"O nttodo das placas de contagem é baseado no pri,n 
cÍpio·da diluição em série. Dininuindo o número dos microo� 
ganisnos pe.rmite que ê1es se desenvolvam em um meio. sólido 

. , . ,· A '· 

· de· r.1odo que, cada eelula se transforme em uma colonia e_-.o -
núnero destas represente o conteúdo microbiano presente.-

O método usado compreend-s as seguintes fases:-
- • 9CI 

� 

a_) Preparaçao e esterilizaça.o do meio de cultura convenien 
te; 

. b) Esterilização de volurJéS de água eo recipientes adeqt:@. 
dos;· 

e) Este�ilização de placa_s de Petri e pipetas;
. . 

- . � . 
. . . 

d) Pesagens e diluiçoes asseticas do material a ser exami-
n1:tdo; . · 

e) Transf�r-ência ou inoculação do material nas placas;
f) - Incubaç�9 da$ placa·s;
g) Enuneração q.as colônias·;

, .. . ·  ,. ' 

h) Calculo do numero de microorganisr.1os.
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a) .. Prepa;r:aç;ão � esteri=!;iza.çiQ do meio .d.Eà. _pu�turg,
conyeniente.

Para a preparação e esteriliznção dos neios de cu,l 
tur.a t seguimos as práticas usuais dê �crobihlQgino 

b) Esterilizaçã_o. de x;dlumes de &gua en rec-ip:te!).t�.
adequados.

Nesta fase preparamos os frascos ds Erlenmeyer e -
) ' . 

. 

os· tubos de cultura com as quantidades de ô.gúê. destilada Dê 
cessárias às diluições. 

Os frascos usados foram de 250 m1 de capacidade 
contendo 100 nú de água destilada ( 35 ). Em un vaso dessç1

capacidade pudemos introduzir 10 g de açúcar sem risco de -
tiolhar o tampão de algodão, o que seria contra-indicado pe­
la. ttanica IJ 

Os outros vo1umes de água foram medidos com pipe ...... 
tas, a razão de 9 t1l para cada tubo de cultura, e esterili­
zados. 

As esterilizações foran executadas em autoclave a 
l atmosfera durante 20 minutos.

e) 1 Esterilização das nlaeas de Petri � pJ_p.§..t§ts.

Esta operação taobén foi executada da r:ianeira co-­
muo em Microbiologia. 

d) Pesa.� � diluições asséticas do mat.§.tial ã
§er examinado.

As amostras de.açúcar trazidas 'para o laboratório 
en·frascos de Erlenmeyer fechados con tampão de algodão, f.Q 
ram trans:f'e.rid.as para os frascos contendo a &gua para diss_g 

- ' ' ... . ., ' 

luçao, a razao de 10 g para cada a:mostra. O açucar foi pes� 
. . ,do diretamente dentro do recipiente contendo os 100 rnl de�

gua est�rilizada ( 35 ). Com novimentos enérgicos de rota--
... , çao as bacterias · e outros micro10rganisraos f oraa post.os en -

suspensa o. 

Neste caso a diluição inicial foi de 1:10� .Dela T.ê_

tiranos.asséticamente com una pipeta, 1 m1 introduzindo-o -
em uti.tubo de cultura contendo 9 n1 de água estéril. Esta 
segunda diluição é. da orden de 1:100 • .A seguir repetimos, -
de modo idêntico, a mesma operação, conseguindo outra dilu,! 

... 

çaot de 1:1.000. 
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Essas trê·s diluiç.ões fo:ra111 suficientes para nosso 
trabalho. 

A • 

e) Transferehcia .QY inogulação do matêrial nas .nl.g_
cas.
-

.A inoculação foi executada da mneira·usual em Mi­
crobiologia, usando-se nesta operação, grupos de três pla-­
cas, Utla para cada diluição. 

f) Incubação das placas g& Petri •

.As placas de Petri foran incubadas por un período
de 48-72 horas, a temperatura constante de 32ºC ( 35_)e 

g) Contagem das colÔniaso
" 

Foram nesta fase procedidas ns contagens das colo..;.
� nias que se desenvolveram nas placas durante o periodo de • 

incubaçã·oe 

. Para facilitar esta op�ração_usanos as placas de 
Wolphugel quando o núnero de colÔnins era bastante grande. 
Entretanto,. quando as placas aprçsentavam núriero reduzido -

. ... .. ,f 

das nesmas ,. procedenos a enumeraçao, sonente con aixx:ilio do
,. , 

. 
.. lapis dermatografico, para facilitar as narcaçoes. 

h) CálcJJ.,lo do nJÍperQ de nicroorganisrios,,

Os números de colônias das três pl�cas (una para -
cada diluição) nos forn0éera1:.1dados para calcularmos o nÚl:1,2

rode mic:r-oorganisnos por grama dé açúcar. 

fsse resui tado fin�l foi calculado con o uso da fór 
-

nula de nMàxiua verosimilhança" ( 24 ) •. 

p + q + r-

n = (I) 

1 +L+L 
10 100 

na qual:-.

, de 1 ..... 1ª placa;p = nunero co onias na 

" 

de colÔnitts 2ª placa; q = nur.1ero na 

,. 

de colônias 3ª placa. r = nuncro na 

O núr.:iero de nicroorganismos·por grar.1a de açúcar é 
igual a n (I) nultipl·i�ado pela nenor diluição (1':10), ou 
seja:� 

Número de t1icroorganisnos = n( I) X 10 •.. 
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3.4.�1.z. :M�TOD� PARA. A DE;l1ERMINA�O DOS MI­
CROORGANIS11QS TER110li'ÍLIOOS 

De acrdo c�m ·QAMÊRóN ( 8 ) os grupos de bactérias. 
,mais importantes que se encontram na .flora microbiana do.@:: 

, .... çucar sao:-.

lº) Bactérias termofÍlicas aerÓbins fornadora.s. de
, "d ac1 o;

-2Q) Bactérias ternof$licas anaeróbias .fornadoras
de HzS; 

3º) Bactérias ternofÍlicas anaeróbias formadoras -,. de g,as .. 

O primeiro grupo de bactérias caracteriza-se por 
formar acidez nos alimentos enlatados, principalmente nos -
doces; ao segundo grupo pertencem.as bactérias que formam -
gás súl.fÍdrico e, em consequência, alterações dosprodutos; 
no terceiro estão incluidas as bactérias formadoras de gás, 
principalmente gás carbônico e hidrogênio. 

Para a deterninação dêsses grup_os de bactérias se­
guitios os mttodos preconizados pelo 11Na.tional Canners .Asso­
ciation" ( 43) cujos detalhes damos a seguir. 

3.4.1.2.1. AMOSTRAGEM 

As amostras dos açúcares utilizadas foran as mes­
mas empregadas para as determinação dos microorganisr.1os me-

, , A . , 

sofiliecs, conforne se ve 110 item 3.2. COLETA DO M.ATERIALe

3.4*1.2.2. TRATAMENTO D.A .AMOSTRA

Eo um frasco de Erlenneyer de 250 ml de capacidade1

marcado para um volume de 100 ml, colocamos 20 � da amostra. 
Agreganos, a seguir, água esterilizada até a marca do volu­
me indicado • .Agitamos. bem, e fervemos durante 5 minutos� E.§. 
.fria1:10s o .frasco ri� �gua da torneira. Recolocamos à água. -
perdida na. evaporação j até ao volune primitivo. 

3.4.1 .. 2.3. DETERMINAÇ)tO DA PRESENÇA 
DE BACTÊ:RIAS TERMOFfLI-­
CAS AERÕBii\S FORMADORAS 
DE icrno. 

C A amostra preparada segundo ja se referiu foi agi­
tada e introduzida à razão de 2 ml · em cada u:GJ.a de·· 5 placas 
de Petri. Agregamos o oeio de Dextrose-Triptona-jgar, mist� 



M��1/�· 
J. \ 1 

... 22 -

rai:1os e incuba.nos- a 55 QC dú�anta 48 horas. Para evi ta.r que 
o substrato secasse, foi necessário unidecer o interior da
estufa incubadora, na.ntado-se erl seu interior um ar1biente
., unido • .

A , • , • N 

As·colonias das bacter1.as !ornadoras de acido sao

característicasº Elas são redonda�, nadem 2-5 m, de diat1ê­

tro apres.entam urrn nancha opaca no centro e são. circundadas

por u1:.1 halo dentro de urc1 caopo púrpura. :fsse halo pode ser

insignificante, ou deixar de existir, quando as bactérias -
- , 

presentes sao fracas produtora.s de acidoo 
"'

A sona das· colonias que aparece□ nas oinco placas 
de Petri �ultiplicada por cinco nos deu o núnero de esporos 
que se encontra□ en 10 g de açúcar da ar.iostra exaoinada. 

3.4.l.2.4. DETERMINAÇÃO D.A PRESENÇA 
DE BACmRI.AS ANAERÓBIAS

TERMOFÍLICAS QUE PRODU-­
ZEM HzS• 

Dividinos 20ml da solução fervida de açúcar en 6 
tubos (3,3 nl, aproxínadamonte, para cada tubo) de cultura 
contendo Ágar-Sulfito. Mis�uranos ben o inÓcuio com o neio 
e , ine:uba.1:1os a 55 ºC por 72 horas. 

A presença destas bactéri3:s se nanisfetou pola pr.Q 
dução de areas escuras ao redor do prego contido no tubo, -
ou apenas por un enegrecinento. do 1:1esno. 

3"4•1 .2 o5 • DETERMINA,ÇA'.O DA PRESENÇt/ 
DE Bl1C�RIAS TEBMOFfLI-­
CAS ANAERÓBIAS QUE PRODU 

-

ZEM GÁS. 

Util:;.zando o r.1esr.10 na.terial anterior, distribuimos 
. 20 nl da solução da anostra en 6 tubos de cultura GOD o -

. 
' 

, .  , 
. 

r.1eio de f1gado e, en seguida, colocnnos agar cormt.1 fundido 
A � 

sobre esse neio, coo a finalidade à.e fornar un tanpãoci Incy 
banes os tubos por 72 horas a 55ºCº 

sogenas 
, de agar 

... 

A presença de esporos de bactÓrias.t�rnofÍlica.s g� 
na a1:iostra foi verificada pela separação do tai�pão 
do nível do líquido de cultura, e por una acidifica ..

. . 

çao no substrato. 
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4.1; RESULT1mos· D.AS 11ri�{1:rsEs PLÜli-1 llS DETERMINAÇÕES .Dos 
MICROORGJ:1NISMOS MESOFtLIC OS 

. . 

Os resul'.tndos das ,::i:háiises d6s açúcares cristal, -
refinado; denetara e batido� para a deternih:::ção dos nicrd­
organisnos raesof!licos, são·dad.os nas ttbelas I, II, III e 
IV respectivamente. 

Os resultados estão expressos eri núnero de rJicroo� 
gnnisnos por grama de açúcarit Cada tabela traz os �Úmeros 
de nicroorganisnos e os neios de c1;1ltura er.1pregados para d,2_ 

,
ternina..,los • 

.As anostras são independentes ur.ia da outra• Contu-
. . 

do, foran retiradas cinco de cada vez de una nesna fonte de 
origm:1, usina,. depósito da usina, ou casa· cor:iercial. 

TAB�r.i,A I .. N"Ô1-ERO DE MICROORG.i.\NISHOS EXISTENTES POR GRAMú DE 
A.ÇtÍC.AR CRISTAL - ..

2-lEIO MEIO· 

KOPELOFF LITTMAN 
Nº 

.FIDJGOS FUNGOS 

l 27 10 

2 18 10 

3 27 o 

4 27 18 

5 27 10 

6 117 36 

7 27 45· 

54 45 

9 72 54 

·10 72 36 

lJ: 135 80 

12 80 ' 27 

MEIO .. MEIO 
NUTRIENTE OSHOPHILIC 

ÁG.AR YEAST 

BACfflRIAS LEVEDURAS 

99 o 

o o 
-

o o 

10 o 

18 o 

63 o 

117 o 

63 o 

54 o 

99 o 

117 o 

45 o 

MEIO 

EERTZ e 
LEVINE 

LEVEDURAS 

o 

o 

·O

o 

Jt.O 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

. , 

·11 
.11 

1 
!



Mm:tO MEIO 

·. KOPELdFF LITTMAN

N9 

FUNGOS FUNGOS 

13 144 127 

14 108 117 

15 27 36 

16 27 36 

17 · º o 

18 27 90 

19 ló 18 

20 18 45 

21 45 54 

22 36 18 

23 45 54 

90 27 

25 54 72 

26 459 1063 

27 468 1187 

28 315 1297 

29 549 738 

30 189 189 

31 117 126 

32 90 · 99

33 117 144 

34 144 153 

35 126 99 \ 

MEIO 

IifUTRIEN!Ê 

AGAR 

B.ACffiBIAS 

36 

80 

27 

27 

o 

18 

63 

54 

54 

45 

144 

45 

10 

o 

189 

o 

o 

45 

45 

63 

72 

54 

36 
. ' 

MEIO 

OSMOPHILIC 

YEAST 

LEVEDURAS 

84 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 
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MEIO 

HERTZ e

IBVINE .. 

LEVEDURAS 

o ,
1 

o 

o 

o 

o ,·. 

·. 

o 

o 

o 

o ·

o 

o 
. .

o 

o 

o 

o 

o 

o 

' o 

o 

o 

o 

o

o 



. 
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._/TABELA II. NIDY®RO DE MICROORGANISMOS ÉXISTENTES '.POR. GRlUYIA
DE AÇ'Ô'CAR REFINADO !>

MEIO MEIO. 
KOPELOFF. LITTMAN 

· Nll

. . 1 

MEIO 
·NUTRIENTE

--./,,.GAR 

' .,,,, ,, . . , ' .. 

MEIO 

OSMOPHILIC 

• YEAST

.. . .  , .... 
MEIO 

HERTZ 

·LEVINE

. .-

. 

.- FUNGOS FUNGOS BAC�RIAS LEVEDURAS LE VEDURM 

l 53 63 657 o o 

2 18 18 801 o 135

3 10 o 1ca1. o 90

4 45 53 57�. o 36

5 18 10 . 567 o 99

6 54 90 
. 

378 o 36

· 7 27 54 414 o 81

8 27 45 666 o · 72

9 27 81 33; o 18

10 45 10 324 o 72

11 45 45 117 o o 

12 36 189 27 o o 

13 ·117 180 18 o 
. .  

126 180 99 o o 

15 126 100 · 36 o o 

16 126 243 18 o O ·  

17 252 180 36. 
o o 

18 45 11.il.r. o o o 

19 45 234 27 o o 

20 210 270 36 o o 

21 153 144 27 o o 

22 279 135 27 o o 

23 90 243 18 o o 

24 153 207 18 o o 

25 189 197 
.• 

36 o· o 

/ ,  
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MEIO ·MEIO MEIO :MEIO MEIO 

. KOPELOFF . LITTMAN NUTRIENTE · · ·osMOPHIL:tc HERTZ e 

Ng 1GAR YEAST LEVINE 

FUNGOS FUNGOS BACfflRIAS LEVEDURAS LEVEDURAE
... 

.,. '! 

26 108 72 - 36 o 
. .

o 

27 36 27 o o· o 

28 54 108 o o o 

29 108 ll.tLI. o o o 

:;o 162 117 10 
.. o o 

31 90 72 10 o o 

32 153 90 18 o o 

33 .18 ô 10 o o 

34 90 36 o o 
. .

35 90 72 450 o o 

-- - � ......... �� 

TABE� III• NID-'.!ERO DE MICRORGANISMOS EXISTENTES POR GR/1l'<fA 
DE A ÇtÍCAR DEMERA- BA � 

MEIO MEIO MEIO MEIO MEIO 
KOPELOFF LITTMAN NUTRIENTE OSMOPHILIC HERTZ e 

N9 1GAR YE.AST LEVINE 
·-

FUNGOS FUNGOS BAC'IBRIAS LEVEDURAS LEVEDURAE 

--
�!- -· ,�-� 

l 90 54 90 
·
º o 

.2 90 189 45 o o 

3 81 144 .:'.lt .,. . o o 

4 54 90 63 o o 

5 81 45 54 o . o 

6 207 144 99 
' 

o o 

.7 180 162 108 o o 

8 171 117 99 
' 

o o ;I 
1 
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N52 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

M&IO 
KOPELOFF 

FUNGOS 

189 

180 

162 

135 

153 

278 

185 
. '

' 

MEIO 
LllfiTMAN 

FUNGOS 

162 

135 

, 144 

144 

180 

278 

207 

- 27 -

,. 

MEIO MEIO MEIO 
NUTRIENTE OSMOPHILIC HERTZ e 

ÁGAR YEAST . LEVINE 

BACT15RIAS LEVEDURAS LEVEDURAE 

63 o o 

144 o o 

90 o o 

99 o o 

72 o o 

45 o o 

81 o o 

T.ABEU IV• NÚMERO D� MICROORGANISMOS EXISTENTES POR GRAMA. 

N9 

l 

2 

3 

4 

5 

/ 6 

7 

8 

9 

10 ,. 

DE 4Ç'Ô'CAR BATIDO. 

MEIO 
KOPELOFF 

FUNGOS 

. ' ,:·:, 

:zóo8 

1486 

891 

.. 1792 

1936 

1162 

1297 

567 

540 

747 
'. 

MEIO MEIO 
LITTMAN NUTRIENTE 

1GAR 

FUNGOS BAC�RI1\S 

2387 459 

846 162 

1288 288 

13ç; 99 

1363 180 

1405 504 

1003 720 

1405 261 

657 216 
', 

387 501 

-. 

MEIO 
OSMOPHILIC 

YEAST 

LEVEDURAS 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

MEIO 
HERTZ e 
;LEVINE 

-
. ' 

LEVEDURAE 

27 

99 

90 

81 

54 

o 

o 

o 

o 

o
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' 

ME-!O MEIO J\1E:IO :tvlEIO MEIO 
KOPELOFl LITTMAN NUTRIENTE OSMOPHILIC HERTZ ·e

NS ÍiGAR YE�ST LEVINE 

FUNGOS FUNGOS BAC�RI.AS LEVEDURAS LEVEDURAS

11 1531 1333 360 o o 

12 1018 1585 396 o o 

13 648 1360 567 o o 

14 882 1639 189 o o 

15 .1171 1360 531 o o 

4 .• 2. RESULT:Í\D0S DAS AN,LISES P.úRA AS DETERMINA ÇÔES DOS 
MICROORGJ,NISMOS TERMOF:fLIC OS• 

., .·' Nas tabelas v, VI, VII damos os resultados das ana-
lises en açúcares cristais, refinado, der;1erara e batido., -
concernentes à avaliação das bactérias termofÍliqas. 

As bactérias te�mofÍlicas aerÓbias formadoras de á� 
cido �stão expressa pelo número de esporos contido en 10 g 

1 '  
.- . ' 

de açucar .• 

. Con relação às bactérias ter�ofÍlica.s , anaerobias -
fornadoras de gás, a anaerobias formadoras de 

. � 

H2S, estão �- = 

penas assinaladas a sua presença cni ausl:'.ncia,. 

·A , As anostras neste caso tamberJ., são independentes .. , -

embora cada. grupo de cinco pertençam a 1.m.a mesna .:fonte .e., -­
tenham sido colhidas na mesr.:ia ocasião. 
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TABELA V• ANJ'tLISES REALIZ1\Dli.S EM AÇ'ÜCAR CRlrST.AL. AS B.ACTÊRI.úS 
FORMADORAS DE Í1CIDO ESTJO EXPRESSi:.S EH Nº DE ESPO­
ROS PO'.R LO g DE ,AÇ'ÜCJ�R. l�S DEMf.iIS, i�PEN.L\S .ASSINALA­
DAS .Pi. SUi1 PRESENÇJ.� OU .AUSÊNCIA. 

1 

\:1i �I ti) tQ f:11 fl tQ tQ !
ª �

.........
�s 

.... 

1
o 

O' 
o s o 

<!'.l 
ç§ 

o 
'. 

l!t'-r A tf.l tf.l !:r-1 � tQ tf.l 
o H CQ ..-:� 

�
tf.l _ ... 

�
o e.d <� 

�
CQ ---:: f=1 1·-'i r:r:l CQ o <:: H ·-:! H f=1 ro o � ... H .--:::: H A 1-, 

p::j A ..... !l"::ll H ÇQ 
� -ê p:j A � '-� H ÇQ � _§ H p::j 'O H p::j ,o 

r:r:i p:l. ÇQ g:l p::j 
ro

g:I &1 
CQ r:r:i Í±-1' ÇQ ll� ro 'J:,:l p::j CQ 

� A "O f=1 r=:t ô§ 3S �
A 'O r:r:i 

�
E-1 r:r:i 

�<t; p:; A o 
..... 

o .. -:-q ·-::. p::j A o <t: o 
,.,., . .... 
z f=l � �::!! z o

p;1 z o f=l r:;! , .... z ·-� o 
p 

-� 
çq <.'.::; A . .:q A #{::) ÇQ <� A ÇQ --� g ---: 

8 fJl __ ...... - E-1 e.d � i :z z ro '1 i! � z z tf.l 
�

""' �
:;::r; <� m p:; çCj

8 
...... 

çCj çCj í .. ..., ::; H C:'· o o H o o o 
p::j A . l!t'-, !:r-1 CJf p:j A f:l:-, J:r.i ;

�

85 4+ 3+ .. 19 25 3+ j 
2 25 l+ - 20 15 3+ - 1 

3 20 3+ 2+ 21 10 3+ 2+ 

4 25 2+ - 22 45 4+ + 

5 60 4+ ... 23 15 ,2+ 3+ 

6 345 3+ - 24 5 3+ ·3+

7 120 2+ - 25 65 -

8 65 3+ - 26 25 l+ l+ 

9 135 4+ 1+ 27 20 3+ l+ 

10 55 5+ - 28 o - -

11 45 4+ _ ... 29 15 .. -

12 70 5+ 2+ 30 o 1+ -

13 70 3+ - 31 55 5+ 1+ 

14 .45 5+ - 32 90 3+ 2+ 

15 25 13+. 2+ 33 95 3+ l+ 

16 110 4+ l+ 34 55 2+ l+ 

17 25 3+ 2+ 35 15 1+ 2+ 

18 10 5+ 2+ 
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· TABELA VI. ANi'tLISES REALIZAilAS EM AÇ'Õ'CAR REFINiillO. AS fü1CTÉ­
Ril1S FOR:Vu'-àDORAS DE JCIDO ESTlt O EXPRESSJ1 S EM N'Ôl'.IE­
RO DE ESPOROS 

I 

POR LO g DE ll.ÇÚCAR. AS DEMAIS, .APE-
. . • 

A 

NJ..).$ ESTltO .68S INALADAS A SUA PRESENÇA OU .A USENQIA � 

�· �· 
til Cf.l 

�I 2•· 'ã :J'I �·
� �· b o a:. e,

J:J:I
N 

� 
·� o o

o ll:I f;r.i � Cl.l � Cl.l A o i:Cl f;r.i f=l t'l 
�Cf.l o Cf.l � til ..,:::z: f:il t'l o 0 <: tr.l <:t: A�� � H �- H ll:i A "� -.,::q <: H ,:•� HH Q;:I til t-=i c:I:l Cf.l H H r:Q H 

f:r::'I c:X'.l çc; 'O 
�

p:j -o 
� f:r::'I �� p:j � 

tr.l p:j -o A -O í:cl 
� � �� 

í:cl
� �� p§� <: çc; A o o ·� � çc; A l:1 í:cl A f:il o <e:

�
o <: A f=l � o <: o o <: o 

H <G <: z
p§ � � � ,:J:l z q <: z ca i:i:i· <: &-1 Cf.l P:i <: � r:Q <: �.z z Cf.l 

� � �
z z t'l 

� 
.ai 

r� <: :::::: �:::: � çc;p H o 1::5 H o oO' çc; q f;r.i f;r.i O' p:j A f;t.. f;t..

l 35 . 3+ - 19 20 l+ l+ 
. .  

2 35 2+ - 20 30 .. -

3 o l+ - 21 35 - 3+ 

4 10 3+ - 22 40 2+ 2+ . 

5 25 3+ .. 23 60 l+ 3+ 

6 75 3+ l+ 24 30 2+ 1+ 

7 15 2+ - 25 40 4+ -

8 10 2+ 1+ 26 15 2+ l+ 

9 30 4+ - 27 30 1. l+

10 45 4+ !·t 28 50 3+ -

11 20 3+ l+ 29 45 3+ ... 

12 5 . 4+ 2+ :;o 25 - -

13 o 3+ - '.31 20 2+ 1+ 

14 10 2+ 2+ :;2 135 - 4+

15 95 2+ 4+ 33 70 1+ -

16 55 2+ 1 f- 34 45 - 2+

17 15 i+. - 35 10 3+ 2+

18 o ...
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' �ABELA VIII� AtifAt:cs:ms !EALIZADAS EM AçttCAR DEMB:RARA (ESQUERDA DA 
TABELA J E Bl'i TIDO (DIBEIT1� DA Tl�BELll)., J.1S. '.BiiC'mJRIAS 
FORMADORAS DE ÁCÍDO ESTÃO EXPRESSi,S EM NÚMERO DE E,2 
POROS POR 10 g DE �ÇÚCAR. ÁS DEMAIS, APENAS EST�O -
ASSINALADAS 1� SUA PRESENÇA OU AUSfNCIA. 

1 ·190

2 175 

3 330 

4 215 

5 225 

6 225 

7 140 

8 290 

9 150 

10 115 

11 230 

12 . 155 

• 13 135 
. 14 165 

'15 130 

4+ 

4+ 

4+ 

5+ 

4+ 

4+ 

4+ 

3+ 

4+ 

4+ 

3+ 

3+ 

l+ 

2+ 

2+. 

4+ 

4+ 

--

2+ 

3+ 

l 210

2 330 

3 205 

4 200 

5 175 

6 195.

7 210 

8 160 

l+ .; 9 290 

.... •· 10 225

l+ 11 245 

1+ 12 125;, 
... 13 170 

2+ · .. · 14 290

2+ · 15 255

6+ 

4+ 

5+ 

3+ 

3+ 

4+ 

3+· 

3+ 

3+ ,,. 

3+ 

3+ 

. 5+ ' � 
i 

3+ 

4+ 

2+ 

2+ 

2+ 

l+ 

3+ 

2+ 

-

3+ 

2+ 

3+ 
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5, DISCUSSÃO DOS :RESULTJ\DOS 

5.1. DISCUSSlrO DOS MEIOS, DE CULTURA 

Ao iniciarnos a discussão dos resultados dêste ·tr� 
balho temos que nos reférir sÔbre a ausência de certos 
de cultura nas tabelas de resultados das análises para 

·ação dos organimos mesofÍlicos que aparecem no açúcar.

meios 
avalJ; 

A 

Usamos inicialmente eo nosso trabalho tres meio de

cultura para cada g·rup'? de nicroorganismose_ Contudo, no de­
co:rrer do nesoo, _ fonos obrigados a abandonar o uso de alguns 
dêles. A pouca seletividade do meio de Owen recomendado pa.-

, ; ra o isol�mento de bacterias, fez com que deixassemos de en-
.... 

' 

prega-lo. Nesse substrato desenvolverQm tanto fungos como -
bactérias e, em nuitos easos mesnos, aqueles foram superio--

, res em nur1ero. 

Os denais, meio de Owen (para fungos), neio de Fei 
jão branco, e meio de malte foram postos de lado por apresen 

·· ta:ren reduzido· núne:ro de colônias, quantidades essas inferi.,g
' 

res as apresentadas pelos substratos enpregados colil a. r:ies11a

finalidade. 

' 

Os neios co.ti os quais continuanos trabalhando ;q.pr� 
Sêntara1:1-se satistatÓriOs. Entretanto, especial referência -
fazenos ao meio de Littmann, empregado prineirarnente· por · ,_ · 
OWEN e BIENVENU para o estudo dos fungos do açúcar.. lsse .. 
meio mostrou ser realmente un 6timo substrato para o isola--

. 
... 

oento dos fungos. Comparando-se esse meio coo o de KOPELOFF, 
' 

' 

,verifica.nos pelo estudo das tabelas I, II, tI·e IV·que os n� 
. A 

� 

:r:ieros das- colonicts apresentadas ora por um·, ora por outro, 
· são mais ou menos equivalentes. Contudo; nas placas onde e,m

pregamos o neio de Littnann as colônias não se espalharam p�
la superfície das placas. Isso perni:tiu rácil contàgen nes­
no quanc1o o núi:1éro de nicroorganisnos foi grande como no ca­
so do açúcar bàtido. Notanos ainda nas placas onde êsse -
-neio foi enpregado a absoluta ausência de. bactérias, inibi--­
das pela ação da estreptor.1icina.

5.2. DISCUSSÃO BEL.úCION/1D.ú AOS l''.IICROORGI�NISMOS MESOFfLICCS

Coú relaçã·o aos números de oicroorganisDos nos di­
versos açúcares verificamos o seguinte:-

Como era de se esperar, dadas as condições de fabr.1 



# , . 
. 

, eaçao, o açucar batido, ap:i:-esentou-se cot1 naior numero de n4_ 
eroorganisnos (fungds e bactEtrias ). As .nédias de 15 aoostras 
dêsse açúcar -:foram as seguinte·s::-
' 

Meio de Kopeloff ............ 505 fungos por grama 
Meio de Li tt.man ••• · ... • ••••• " • 554 11 li fl 

Meio de Nútriente-�gar. •• .-. •• 155 bacté.rias p/ fl 

Meio Osnophilic yeast .... •• •• o leveduras pi 1J 

Meto Hertz e Levine.,-." ..... -. 10 li p/ ti 

_En segundo, por ordem· de contaminação deveoo's co­
locar o açúcar cris�al. Dos açúcares de consuno direto, o 
a.çuoa� cristal apresentou-se ·cono r1ais contaninado. 

,., , , 

Os dados que se seguen sa.o nuneros medi-os das 35 
, acostras de açucar cristal:� 

Meio de Kopeloff ••••••••••• 111 fungos por grama 
Meio de Littnan ............. 176 li tl ff 

Meio de Nutriente�&gar ••••• 52 bactérias p/ H

Meio Osnophilic yeast •••••• 3 leveduras p/ u

Meio Hertz -e Levine •••••••• 1 levedura . / li p 

O açúcar refinado apresentou una contaoinação_ rnst 
nor do que os açúcares batido __ e cristal no que concerne a 

. \ A , presença de fungos. Contudo, qonstatanos existir neste açJ! 
car una qúantidade de bactéria.is naior que a apresentadá nos 

, outros dois açucare� •. 

.A nédia de 35 anostras de açúcar refinado nos deu 
os seguint�s resultados:-

Meio de Kopeloff •• � •••••••• 92 fungos por grar1a 
Meio de Littrian •••••••••••• 104 lf 11 li 

Meio de ,, Nutriente-agar ••••• 196 bactérias pi "

Meio Osnqphilic,yeastv••••• o leveduras pi 11 

Meio Hertz e Levine •••••••• 18 fl p/ tt 

Finalnente, ainda por grau de contar:.1inação, si tu'ª­
nos en Últino lugar, e de nodo surpreend.�:�te; o açúcar· den_§l 
rara, que apezar de não ser um açúcar de consur.10 direto a-
p;resentou-se con nunero de organis1:tos Denores do que os de.-.. 

, mais açucares. 
- 'd· , Os dados.abaixo sao-ne ias de 15 anostras de açu-

car denerara:-
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Meio de Kopeloff,. .•• " ......... 63_ fungos por gra.n� 
Meio de Li ttman .............. · 62 n ·n 11 

Meio de Nutriente-ágar •• � • •. 80 bactérias p/ n

Meio Osnophilic. yeast ...... ., q leveduras p/ 0

Meio Hertz e Levine........ o II p/ u

A explicação daquele fato a nosso ver reside no 
se:gui�te:.:.. O açúcar dene� ri.: fa.bricado en nos·sas usinas ;rec.� 
beran na.s turbinas apenas lavagen c1e vapor. .Ao contrário, 
os açúcares cristal. e refinad..o, a1fu, da la.vagen en vapor· -
recebe";t una lavà:gen de água, e ·pensanos, então, ·que a fonte• 
de contaninação esta, justanente, nessa água. Ela carreia 
para eh açúcar cristal e refinado un núr:iero maior de microo.r, 
ganisnos. 

Enbora não tivesset10s a oportunidade de fazer uma 
análise bacteriológica das �guas usadas nas·usinas, o que 

... . ., � . ., ., nao resta a nenor duvida e que, na sua maioria .e de pessir1a 
� � i . 

qualic1ade, quasi senpre de retorno. Ano apos ano a agua di.§. 
pon!vel nas usinas dininui en quantidade e piora e1:1 qualid!! 
de. 

il.s leveduras nos diversos tipos dE:l açúcares sen-­
pre estiveran presentes en núnero reduzido. 

Os padrões de. OWEN e MOBLEY ( 37) para nicroorgs_ 
nisnos nesofÍlicos no açúcar são os seguintes:-

1 � Presenç� M. fung.Q§_ llQ sçÚcar 

a) l'i.s anostras não deverão conter una inf�cção
de fungos superior a 20%.

b) O núnero de esporos de fun$os não deverá e�
.ceder a 10 por grar.1a de açucar.

2 - PREBENÇii DE Bíl.CTÉRiúS NESOFf LICAS 

e) ONnúnoro ge bactéri:::1s r.1esofÍlicas presentes
nao _devera-ser superior a 50 por grana 

d) Açúcares contendo até 100 bactérias :eoderão
s�r aceitos (tolera.dos) poré□, não sao des.Q_
javeiS.e,

e) AçÚcareê contengo nais de 100 bactérias por
grana nao deverao ser aceitos.

3 ... PRESE1'J_Ç&r :'.?Ji: 1!Ji1J!�2[5.&§ :liQ ��ÇQCl1R 

f) l1s ar.1ostras não deverão conter mais de 20%
de leveduras�

g) O náxino de leveduras toleradas é de 50 •
por grana.
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.A vista desses padroes, relacionados aos diversos 
,, ,, tipos de açucar por nos estudados verificanos o seguinte:-

,... ,, " J\ ,, Con relaçao ao açucar batido ele e aprovado por -
... . . 

.. aqueles linites sonante no que concerne as leveduras prese,u 
tes • .As quarttidades de fungos e bactérias foran superiores 
aos nininos exigidos. 

Individualnente, verificanos pelo estudo da úi be- . 
.La IV,· que nenhuma anostra e:x:auinada podor� ser ca.provada -

pelos linites estabelecidos� 

O açúcar cristal ( Tabela_!), que depois do açÚ-­
car batido foi o de naior concentração nicrobiana, tai:lbén -

'N N ' 

nao consegue aprovaçao, isto porque sonente una das anos1:.o . �·· 
tras exaninadas (Nº 17 da Tabela I) apresentou-se estéril, 
11s denais, contudo, apresontaran quant_idades superiores 
exigidas. 

'

as 

A nesna sorte teve tambér.1 o açúcar refinado (Tab� 
la II), qque enbora apresentando nÚneros nais baixos de mi­
croorgnnismos do que os outros tipos de açúcar, ainda são 
:o.ai ores que os núneros estabelecidos pelos· 1padrÕes • 

Resta finalmente elininar pelos mesmos motivos já 
d0batidos, o açúcar dene�rae 

; 

Podonos verificD:r, contudo, que o.. r.mioria dos nç_y

cnres analisados apresentam uno. quantiq.ade de leveduras n.ce,1 
,; .. ,, tavel, rins como elas estao aconpanhadas de fungos e bacte- -

,. , ,,. 
rias en nunero excessivo, de nada serve para a aprovaçao dos 
diversos tipos de nçúcar. 

.. ,, Embora. nao nos tenha.nos preocupado coi:1 una analise 
qualitntiva do açúcar (. 35 ) p-qdenos, entretanto, correl,aci_Q 
nar os gêneros de fungos presentes. · 11.ssin é que verificamos 
que 50% dos fungos encontrados portencet1 ao gênero A,spe:J;-g;il­
.l....1-!2, 40% do gênero Peniç,iJJ.j.y_tJ e

? 
os 10% restantes distribuj. 

A , • 

dos entre os generos Mucor, J.'Ylizopus e Neurosporg" 
.. ., Quanto-as bact"erias e as leveduras presentes nas

a:oostras, nã.o deterninano.s a sua taxiononia·. 

5�3 o .  DISCUSSÃO RELACIONim1\ 11 OS MICROORGANISMOS · TERMOFÍLI­
COS. 

Os padrões pa.ra bacté_rias ter11ofÍlicas, do 11Natio­

nal Canners .Llssocintion" ( 16) p,nra o açúcar são os seguin­
tes:-



__ ;..-lf.: :J-:h 01. JR!:!!::_r, 
l ".'" .. �'1•ct1�:r.;�os .p..'�rq�i-�:� ��r.0:11:l�Oz:ªs � &.cido,

. Para 5 a_nostras exaninadas_.

a) Poc1-Jrà haver _no o5xino até 75 esporos, e

b) Ul:ia nédia de ,nô'.o mais do 50 esporos por 10
gr .:inas de açucnr.. 

2 1:2 t " . "b . d t d 
" . ... h'ac er,ins. anaeto ias pro u oras .....Q. gas.

Para _e a.da 5 ai:ios tras · exaninúdn,s. 

e) Eiàs :tJ}io deverão estar presentes eo Ell.nis­
de tres das 5 n.nost:ras exáninadas_�

d) Eo qüa.lquer una das a.nostras não c1 cvorá
haver riàis do.que 4·tubos positivos, dos
6 exanino.dos.

3 - BaictGrã,::is anaer�bias ·produtoras.� iiz.§. ..
En 5 anostras exm:iine.das. 

á) Não deve·rno astnr presentes en mis do que 
2 das 5 a□ostrns. 

f) E1:1 qualquer u1:13. ·das·. aL1ostras _n5o nais do
·que 2 entre os 6 tub.os.

� ' � De acordQ con os padroes acina;. poc1onos 9onsj_ 
. , . .. ,. dornr as m:iostras dó açuco.r, estudo. das con re1açao as bact.st

rias te!'nofÍlicas da seguinte naneira:-

Considorando inicinlnente o açúcar cristal T!l 
bela. V verif1carenos que individualnente diversàs das amos­
tras estão perfeita.1:iente enqua.dra.dns dentro dos linites pa-
. .. .• .- , . . . , . droes. Encontrando ate nesDo, ur:.1n anostra estcril cor.i rela-
.ç5o às bactérias te�nofÍlicas {ar.1ostra nQ ZB, Tabela .. V}. 
Entreta,nto, cano ter10s que considerar 5 n1:.1ostras de un nes­
no lote, _notanos que semente o lote nº 6 (anostras nºs 26 �

30 da Tnbela V) poder� ser aprovado, unn ve.z que os nÚr.1eros 
apresontndos pelas· an�lises dos 3 grupos de bactérias tern.Q
fÍlicas ·satisfnzen.os padr.Õ�s. 

A segu1r 1 estudando Q- Tabela VI·, encont:ranos os -
dados. :ref·erentes as análises ÚicrobiolÓgicas do riçÚca:r refj 
n,ado. Constata.nos una situação idêntica ao. caso anterior, 

. . 
. . � . 

. 

onde encontra.nos diversos açucnres que individualnente_pod_g 
rão ser reconendados pélo nNational Ca.nner{:l. Assoc1ation11

, 

· nas que tal fato ·não SI? verifica quando considerados forna,n
do lotes de 5 anost_;r�.s .•

·.Aqlti nêste tipo dé àçÚcar encontranos tànbén, un
lote_ apenas, dentro dos -pac1I!-Õ�s. Trata-se do lote nº 4 (a-

,...., 
1, 



. 

ti ·1t , ci:.iJ{-i. .--}. ··
. � 

. 

mostras d.e n9s 16 a 2.0 da. tabela VI). 

Finaltlerit_e•, analisahdo a Tabela VII, onde est5o -
inseridos os resultadós das pesquisas das bactérias ternofi 
iicas· procedidas nos açúcares d�merara (esquerda da tabela)
e batido (direita da 'tabela),· vamos verificar: um :Índice ba.s 
tanté elevado das referidas bactérias. TÔdas às a.mostras, 
quer sejar.i consideradas. por lotes, quer individualnente, e.ê. 
tão condenadas segundo os padrões oficiais do 11National Ca� 
ners Association". 

O quadro abaixo representa os dados corresponden­
tes as percentagens de cada um dos grupos de bactérias ter­
nofÍlicas contidas no conjunto das 100 .anostras estud�daso 

TJ-;.BELA VIII - PERCENTíiGEM DE AMOSTRAS CONTAM!NAD.AS COM OS 3 
GRUPOS DE B.L\CTÊRIAS TERMOFÍLICll.S, EM 10 G DE 
1''.U:ITERIAL.,. 

NXO CONTA 
. 

-

_MINADAS NÃO 

CONTEM 

4 

AERt!BIOS 
CO NTEM 

·r- . .-�� MAIS 

DE 1 à 20 DE 21 a 50 DE 50 

20 23 51 

94 

ANA E R cr s·1 OS 

NiO 
' 

1címe
n
t. Formâdo Formâdo �õmende 

CONTEM· . dgrna _!? r�;s e-E ra�áse- orma o 

r�s -2 e gás

7 8 53 32 

Como podenos observarf de un exa1:1e do quadro aci­
ma., apenas 2% das amostras analisadas não estava.n contamin_g 
das 001:1 nenhun dos cor.1ponentes dos grupos de bactérias ter..:.

oof!licas; 4% das me soas nâ.o contén esporos de bactérias ª.Q.
rÓbias formadoras de ·6cido, e 7% não estavan contaminadas -
con bacté_rias terriofÍlicas anaeróbias .. 

Verificar:os,- ainda, que 94% das amostras estavao 
contaninadas cori a� bactérias ae-rÓbias fortiadoras de ltcido, 
na seguinte proporção: ... 20% continhan de 1 a 20 esporos; 
23% continham do 21 a 50 esporos; e 51% continhan na.is de -
50 esporos, eo 10 gramas de açlS.ear · das ar1ostras a·na1.i.sadáso. 

DÓs. açúcares conta1:::iinados com bactêr=i;as ternofili 
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cas anaer6?ias, apenas 8% formam unicar:1ente H2S e 32.% so-
·, . .  mente gas; 53% das amostras formaram anbos os produtos .. 

Finalmente, no mesmo quadro, podemos ainda obse_I 
var que 43% das amostras estavam contarni,nadas . crnm at, 50 - . 
bactéria� aerÓbias· formadoras de ácido ·por 10 g d0 açúcar 
(padrão "NC.A"), 85% com as fornadoras de g�s e, 61% com ba.9. 
, . 

. terias formadoras de ,H2S.

Os três grupos de bactérias terraofÍlicas existen- · 
tes no aç-Úcar estão representados pelas seguintes espécies 
(- 43 ) : ... . , 

l - �actêrias termofÍlicas aerÓbia.s fOrnadoras de
acido, representa.da pelci J3ac:llLM §.t�.t.9th§.!::""'

. tl52,Philus;

2 - Bactérias ter1:19.f:Ílicas anaeróbias forna.doras 
d-e gás• _ (hidrogenio), representada pelo Ql.Q.§­
trâ,.diun tJ:i�rF.wsaqcbarolyticun;

3 - Bactérias termof:Ílicas anaeróbias. produtoras· 
de J½S, representada pelo Çlos.tri,di1J.t1 _ni.g,r.;!.,-
ficans. · · · -

6. CONCLUSÕES

Das análises nicrobiolÓgicas·das anostras de 
açúcares estudados, deduzinos. as seguintes conclusões:-

a) t frequenta nos açúcares analis�dos a prQ
sença de orgnnisnos tanto nesof1licos cone
ternofÍlicos;

b) Dentro dos raesofÍlicos encontrar.10s por or­
d�n de quantidaqe, fungos, bactérias e, -
cora nenor frequencia, leveguras;

e) Não existe nenhuma correlação entre apre­
. sença dos três grupos de nicroorganisnos -
nas a1:iostras estudaq.ns; 

d) Entre os tipos de açúcarss analisados, de­
vcnos enuncia-los, �or ordem decrescente -
de purczn 1nicrobiologica, da· seguinte na­
ne ira: der.1erara, refinado, cristal e bati­
do;

e) De,acÔrdo con os padrões existentes, os -
açucares estudados nao se enquandran dentro
dos lin::1-tes preconizados;

f) Era rglação aos nicroorganisnos tern0fÍl:i.-.;.
cos e frequente o aparec.:tnento das bacté-,,..
rias aerÓbias e anaeróbias;

h) Não existe nenhuna ·correlação entre a. pre­
sença das bactérias aerÓbias e anaeróbias;.•
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i) 94% das at1.ostras continhar.1 bactérias ana�sr6bias

7• BE'SUMO

. formadoras de ácido, na seguinte pro_pG)Ji.·çá:.o:-
20% continham de 1 a 20 esporos, 23%· eon'ltinham
de 21 a,50, e, 51% mais de 50 esporos pOr 10
g de açucar� • .. 

j) 8%' da� amostras continhat.1 bact�rias aha'e:rÓbiàs
qv.e somen�e .Produziam H2S e, 32% que .Jt.roduziao
soaente ga.s; 53 delas continha.121 bacterias que 
produziam H

2
S e gás;

k) Conso.ante os padr§es do "Na tional Canners Asso­
ciation" poucas sao as o.nostras aprovac1as.:i

Por não encontrarmos na literatura sÔbre a ocor-­
rência de microorganisnos no açúcar, nada que disr;·osse res­
peito ao açúcar do Brasil, e acharnos ser êste un assunto -
de grande inportânci�, resolvenos proceder algumas análises 
nicrobiolÓgicas em açúcares fabricados na Zono de Piracica­
ba. 

.Assim é, que, seguindo as técnicas e neios de ct\! 
tura rn.encionados nêste trabalho, realizar:10s análises nicro­
biolÓgicas en anostras de açúcares çristali;i refina.do, dene­
rara e batido, colhidas ]'.las usinas e no com0rciC? da cidade, 
totalizando 100 ar;1ostras 8 

Os resultados obtic1os indictti:1 a presença de _:ciicr.Q 
organis1:1os mesofÍlicos o termof:Ílicos nos referidos açúca-­
res. 

Entre os primeiros qonstatamos a existência de 
fungos, bactérias e leveduràs •. Dentro os fungos, que são en 
1:1aior nÚr.1ero, o gênero .ús12erg;Lllus foi o mais frequente,,. 

Dentre os açúcares an,alisados, cor.1 relação aos r:1,.1 
croorganisnos nosofÍlicos, 0 açúcar batido apresentou-se C_Q 
no sendo o· nais · contarainado, a seguir aparecen o cristal,· -
refinado e por Último o de:r:1erara � .. 

Con relação aos ternofilicos os resultados obti--. 
, 

A I dos indican a presença de tres grupos de bacterias:- lº bac 
térias aerÓbias fornadoras.de ácido; 2º bactijrias anaeróbias 

' 

. ,. ' , .forr.1adoras de H2S; 3 º bacterias ana:erobias forr.m.doras de
gas. 

Dentre os três grupos de· bactérias, predorünan as 
aerÓbias, e ent:re o grupo das bactérias anaeróbias predom-

, nan as for:r.mdoras de gas • 
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8.• SúMMABY AND CONCLUB'IONS 

·The deserlp.tion �f the techniques 11nd of the cul-­
tµ:r� nedia used tn r.1icrobiolo�ical analysi·s of sugar. are g1

ven, 

The types of sugar a.nalysic1s were refined, ''cris..;. 
taln , "der1erara11 and 11bntid.o", obtained fron local c1ealer..s 
and fron sugar plnnts. 

The results showboth thernophilics a.nd nésophi­
lics nicroorganisns, to be always present in the analysed 
sugars, 

Molds and ·bncter.ias, were found in the nesophilic 
group, and eventually yeasts. J.1.nong the three groups of 1�1i­
croorganis:t:1s, nolds .were the nost frequently found. Most 
abundt.1nt genus: t,spergillus. 

The tests for thernophilio bacterias wcre positi­
ve for aerobic bacteria acid for1:iing, anaer'obic gas forning 
and. anaerobic _bacteria. forning H2S.

The nost frequently type of thernophilic bacteriu 
f ound a.rJ.ong the aerobic and anaerobic groups were respecti­
vely acid forning type and ga.s forning typ�. 

There is no definite pattern for the nuúber and 
type of nicroorganisns in the various sanples.· 
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