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RESUMO - O caldo de cana é uma bebida energética muito consumida pelos brasileiros, sendo produzida, na
maioria das vezes, de modo artesanal, o que implica em manter boas condic@es higiénico-sanitarias. Deste modo,
este estudo objetivou avaliar se o caldo de cana comercializado em Gaspar-SC atende ao padrdo microbiolégico
estabelecido pela RDC 12/2001 e se os teores de solidos soluveis podem ser utilizados como indicativo de
contaminacdo das amostras. Para tanto, analises microbioldgicas de coliformes totais e termotolerantes e de
solidos soltveis foram avaliadas em amostras de caldo de cana coletadas em quatro estabelecimentos, em dois
momentos distintos. Os resultados apontam que 75% das amostras estavam acima de 1,1 x 103 NMP/mL para
coliformes totais e 25% das amostras estavam em discordancia com a RDC 12/2001 para coliformes
termotolerantes, sugerindo deficiéncias higiénico-sanitarias em alguns estabelecimentos avaliados. A alteragdo
dos teores de sélido soluveis analisadas na mesma amostra, em dois momentos distintos, sugere a existéncia de
uma possivel correlagdo com a contaminacgéo por coliformes totais.

ABSTRACT - Sugarcane juice is an energy drink that is much consumed by Brazilians, being produced, most of
the time, artistically, which implies maintaining good hygienic-sanitary conditions. In this way, this study aimed
to evaluate if the sugarcane juice marketed in Gaspar-SC meets the microbiological standard established by RDC
12/2001 and if the levels of soluble substances can be used as an indicator of contamination of the substances.
Therefore, microbiological analyzes of total and thermotolerant coliforms and soluble solids were evaluated in
sugarcane juice samples collected in four establishments, at two different times. The results show that 75% of the
samples were above 1.1 x 103 NMP/mL for total coliforms and 25% of the quantities were in disagreement with
RDC 12/2001 for coliform thermotolerant, suggesting hygienic-sanitary deficiencies in some establishments
evaluated. The change in the content solid soluble analyzed in the same sample, at two different times, suggests
the occurrence of a possible correlation with contamination by total coliforms.

PALAVRAS-CHAVE: seguranca alimentar; coliformes; doenca transmitida por alimentos.

KEYWORDS: food safety; coliforms; disease transmitted through food.

1. INTRODUCAO

O caldo de cana ou garapa é extraido da cana-de-agucar prensada, sendo servida com gelo e, muitas
vezes, adicionando-se frutas &cidas ou semi-acidas, como abacaxi, limdo e maracuja (Simionato; Manfe, 2017).
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Como bebida, o caldo apresenta elevado valor energético, por ser rico em carboidratos e pobre em proteinas,
sendo muito aceita pela populagdo, pois é muito saboroso, refrescante e de baixo custo (Prado et al., 2010;
Brezovsky et al., 2016). Além disso, apresenta valores significativos de sais minerais, como o potassio (K), célcio
(Ca), magnésio (Mg), fosforo (P) e ferro (Fe), e de algumas vitaminas do complexo B e vitamina C (Fava, 2004;
Prado et al., 2010; Taco, 2011). No entanto, estas substancias podem sofrer variagdo em sua composicao, sendo
muito afetada pelas condic6es edafoclimaticas, tratos culturais e pela variedade da cana (Figueiredo et al., 2008).

Em virtude, desta ampla gama de nutrientes, o caldo de cana é considerado um étimo suplemento natural
que ajuda na restauragdo do glicogénio muscular e na hidratacdo corporal. Além disso, auxilia na recuperagdo do
sistema imunoldgico pela quantidade de vitaminas que apresenta e, combinado a outras frutas, é um excelente
antioxidante que ajuda a proteger as membranas celulares (Fava, 2004).

Segundo resolucdo normativa de N° 218/2005 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. (ANVISA),
o caldo de cana esta enquadrado como uma bebida preparada com vegetais, sendo classificado como substancia
ou mistura de substancias obtidas da polpa ou de outras partes de vegetais, acrescida ou ndo de outros ingredientes,
destinada ao consumo humano (Brasil, 2005).

O caldo extraido da cana € uma bebida levemente &cida (pH > 4,6), com alta concentracdo de sacarose
(17%) e elevada atividade de agua (Aw=0,99), sendo assim considerada um Otimo meio nutriente para
desenvolvimento de microrganismos (Silva et al., 2016). Segundo Gorke e Stulke (2008), em meio com grande
mistura de agucares, as bactérias geralmente consomem estes agucares sequencialmente em processo conhecido
como repressao catabdlica. Em E. coli, a represséo catabdlica de glicose é regulada pelo sistema fosfotransferase,
uma cascata de fosforilagdo multiproteica que combina a captacdo e o metabolismo de glicose. Em relacéo
capacidade de metabolismo da sacarose, existem poucas linhagens de E. coli que fazem este processo com
crescimento acelerado, sendo um desafio encontrar diferentes linhagens com a capacidade de utilizarem
eficientemente este substrato, a fim de que se possa serem aproveitadas em processos industriais (Mohamed et
al., 2019).

Muitos destes microrganismos promovem a deterioragcdo do caldo de cana e sdo oriundos da prépria
cana, do solo e também de focos de contamina¢do nas moendas e em outros equipamentos e, ainda, dos
manipuladores de alimentos (Kunitake, 2012). Durante a producdo do caldo de cana, 0 manipulador devera ter
cuidados para que ndo ocorra a introducao de microrganismos, ou a multiplicacdo daqueles ja presentes na cana.
Além disso, 0 mesmo deverd realizar o descarte correto do bagaco da cana evitando deixa-lo proximo & moenda,
a fim de evitar atrair insetos e roedores, uma vez que podem favorecer a ocorréncia de Doengas Transmitidas por
Alimentos (DTA) (Prado et al., 2010).

Os principais grupos de microrganismos associados ao caldo de cana sdo os fungos, bactérias lacticas e
esporuladas. As bactérias mais frequentes sdo as do género Flavobacterium, Xanthomonas, Pseudomonas,
Enterobacter, Erwinia, Lactobacillus, Leuconostoc, Bacillus e Corynebacterium. Como leveduras, podem-se citar
Torulopsis, Saccharomyces, Torula e Pichia (Franca, 2008). Apesar desta ampla gama de microrganismos,
a ANVISA, por meio da resolucdo N° 12/2001, estabelece que os padrdes a serem realizados para as avaliacdes
microbiolégicas do caldo de cana sdo apenas a contagem de coliformes totais e termotolerantes (Brasil, 2001).

O grupo dos coliformes totais € um subgrupo da familia das Enterobacteriaceae. Nesse grupo estdao
apenas as enterobactérias com capacidade de fermentar a lactose com producédo de gas, em 24 a 48 horas a 35°C.
Os coliformes termotolerantes, também conhecidos como coliformes fecais, € um subgrupo dos coliformes totais,
capazes de fermentar a lactose com producéo de gas, com 44,5°C em 24 horas (Silva et al., 2007).
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Em 2005, um surto de doenca de Chagas, em Santa Catarina, se deu a partir da ingestdo de caldo de
cana contaminado pelo protozoario Trypanossoma cruzi, levando algumas pessoas a morte. Apds este episodio, a
ANVISA criou um regulamento técnico (RDC 218/2005), cujo objetivo é orientar os comerciantes de alimentos
e bebidas preparadas com vegetais a manipularem, de forma segura, os alimentos, evitando novos surtos de
doengas (Brasil, 2005).

Embora haja a regulamentacdo técnica, muitos comerciantes ndo a seguem com o devido rigor, quer seja
falta de fiscalizacdo, ou pelo proprio desconhecimento dos procedimentos higiénico-sanitarias que devem ser
realizadas durante todo o processo, que vai desde a manipulagdo da cana-de-agUcar até o caldo de cana a ser
servido para o cliente (Pina et al., 2018).

Diante do exposto, realizou-se uma avaliacdo, quanto ao atendimento do padrdo microbioldgico
estabelecido pela ANVISA através da resolucdo N° 12/2001, dos caldos de cana in natura produzido e
comercializado no municipio de Gaspar-SC. Além disso, procurou-se averiguar possiveis relacdes dos teores de
solidos sollveis quanto a contaminacdo das amostras por coliformes totais e termotolerantes.

2. MATERIAL E METODOS

A coleta, transporte e estocagem das amostras seguiram as recomendacdes da American Public Health
Association (APHA), que podem ser encontradas na 52 edicdo do Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (Salfinger & Tortorello, 2015) e nas normas da International
Organization for Standardization (Silva et al., 2017).

As amostras foram coletadas em quatro estabelecimentos, em dois dias distintos, no més de dezembro
de 2019. Apos as coletas das amostras procedeu-se a identificagdo das mesmas e, em seguida, armazenou-se para
0 transporte em caixas de isopor resfriadas com gelo (Silva et al., 2017). Logo apds, as amostras foram levadas
ao laboratério de microbiologia para realizacdo das anélises seguintes.

A andlise microbiol6gica foi realizada utilizando o método do NUmero Mais Provavel (NMP) proposto
pela American Public Health Association (APHA) descrito no capitulo 9 da 52 edi¢do do Compendium of Methods
for the Microbiological Examination of Foods (Kornacki et al, 2015).

Na primeira etapa foram realizadas as dilui¢des seriadas (10-1;102;103). Para chegar na diluicdo de 10-
! foram adicionados 25 mL de caldo de cana em 225 mL de agua peptonada (H.Op) a 0,1% em um recipiente.
Depois, foi pipetado 1 mL da diluicdo de 10~ em tubos de ensaio contendo 9 mL de H.Op, obtendo-se a diluicéo
102, E, por fim, para se obter a diluicdo 103, pipetou-se 1mL da diluicdo de 102 e transferiu-se para os tubos com
9 mL de H.Op. Antes das transferéncias das amostras, as dilui¢cdes foram homogeneizadas 25 vezes.

Apds este procedimento, procedeu-se a inoculacdo das amostras preparadas na diluicdo seriada (teste
presuntivo). Para tanto, foram selecionadas trés aliquotas de 1mL de cada uma das dilui¢cdes seriadas em tubos de
ensaio com Durhan invertidos contendo 9 mL de caldo Lauril Sulfato Triptose (LST). Em seguida, as amostras
foram incubadas em uma estufa a 35°C durante 24h-48h para observar o crescimento e producdo de géas, em caso
positivo.

Para a contagem de coliformes totais (teste confirmativo), as amostras positivas do teste presuntivo
foram transferidas com o auxilio de cabo de kolle e alca de platina para tubos de ensaios contendo 10mL do meio
de cultura caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB). Em seguida, 0s tubos foram incubados a 35°C por 48 horas. Apds
esse periodo, observou-se a producgdo de bolhas de gas nos tubos de Durhan (tubos positivos). Para a contagem
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de coliformes termotolerantes, as culturas positivas foram transferidas para tubos de ensaio contendo 10 mL do
caldo E. coli (EC), com o auxilio de um cabo de kolle e alca de platina. Posteriormente, esses tubos foram
incubados em banho-maria a 44,5°C por 24 horas e observou-se a producdo de gas nos tubos de Durhan (tubos
positivos).

Além disso, foi realizada a avaliacdo dos teores de solidos sollveis por refratometria (°Brix), em
amostras no instante da coleta e no momento das analises microbioldgicas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados para os teores de sdlidos sollveis e analises microbioldgicas das
amostras de caldo de cana in natura. Observa-se que 25,0% das amostras apresentaram coliformes termotolerantes
acima 1,0 x 10> NMP/mL, estando em desacordo com o limite estabelecido pela ANVISA. E, embora ndo exista
regulamentacdo para coliformes totais, constatou-se que 75,0 % das amostras apresentaram valores superiores a
1,1 x 108 NMP/mL. Em relacéo aos teores de solidos sollveis, percebeu-se que as amostras com uma diferenca
maior que 1,6 °Brix e tempo entre as analises superiores a 100 minutos também apresentaram valores superiores
1,1 x 10 NMP/mL para coliformes totais.

Tabela 1 - Resultados das analises de teores de solidos soltveis e microbioldgicas coletadas em amostras de caldo
de cana comercializados em estabelecimentos do municipio de Gaspar-SC (2019)

Pontos Coliformes Coliformes Teor de Solidos Soluveis
de Totais Termotolerantes (°Brix) Tempo**
coleta (NMP/mL) (NMP/mL) Coleta Anélise Diferenca  (minutos)
Al >1,1x 108 <3,0 x 10° 19,0 17,0 2,0 100
A? >1,1x 108 <3,0 x 10° 17,0 14,0 3,0 120
B! >1,1x 103 4,6 x 10%* 17,2 17,2 0 30
B2 >1,1x 108 1,5x 10! 20,0 20,0 0 60
Ct 7,5x 10! 7,5x 10! 19,5 19,5 0 180
C? 2,4 x 102 2,4 x 107> 18,8 18,8 0 165
D! >1,1x 108 <3,0 x 10° 19,0 17,2 1,8 180
D2 >1,1x 103 3,6 x 10t 20,0 18,4 1,6 180

*N(mero superior ao previsto pelo regulamento da ANVISA (RDC N° 12/2001) para coliformes termotolerantes (1,0 x 102
NMP/mL). Néo existem valores de referéncia para os coliformes totais. ** Diferenca de tempo entre horario de coleta e
realizacdo da andlise microbioldgica da amostra

Fonte: os autores (2020)

Em pesquisa realizada por Souza et al (2017), em estabelecimentos que comercializam caldo de cana in
natura no municipio de Curitiba-PR, foi constatado que 60% das amostras apresentaram valores em discordancia
com os limites estabelecidos pela ANVISA para os coliformes termotolerantes. Por outro lado, as mesmas analises
em amostras de caldo de cana in natura realizadas em pesquisa por Galvéo et al (2019) no municipio de Campo
Mourédo-PR encontraram-se dentro do limite estabelecido, porém 40% das amostras foram superiores a 1,1 x 103
NMP/mL para coliformes totais.

Os resultados positivos para coliformes totais indicam més condi¢des higiénicas do local, do produto
e/ou na manipulacdo, uma vez que podem ser transmitidos pelos manipuladores de alimentos, por insetos ou pela
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agua (Ferreti & Alexandrino, 2013). Por outro lado, amostras com indicativo de contaminagéo por coliformes
termotolerantes demonstram que a manipulagdo, 0 armazenamento e a comercializagdo deste produto devem
sempre ser monitorados com o intuito de minimizar a contaminagdo, haja vista que denotam a precariedade da
qualidade higiénico-sanitarias do alimento e refletem a possibilidade de contaminacéo fecal (Galvao et al, 2019).

Os valores dos teores de sélidos soltveis (°Brix) das amostras de caldo de cana in natura avaliados
parece indicar uma possivel existéncia de correlacdo com a presenca de coliformes totais, quando avaliadas com
o0 intersticio minimo de horas entre as avaliagdes da coleta e das analises no laboratério. Uma hip6tese para este
resultado é a de que nas amostras de caldo de cana contaminadas por bactérias do grupo das coliformes totais
possa estar ocorrendo um crescimento acelerado, em fungéo da capacidade de metabolismo da sacarose, fato que
s0 ficaria visivel apés um periodo superior a 100 minutos. No entanto, cabe destacar que, mais avaliagfes serdo
necessarias, com um maior nimero amostral em varios horarios distintos, para que se possa utilizar essa
informacédo dos teores de sélidos soliveis como uma ferramenta mais prética, barata e eficiente na indicagdo de
contaminacdo de uma amostra de caldo de cana por coliformes totais. Além disso, ressalta-se que estes valores de
°Brix apontam que as variedades se encontram em estagio inicial de maturacdo e que, provavelmente, atende aos
indices indicativos de aceitagdo para consumo (Soares et al, 2017).

4. CONCLUSOES

As analises microbiologicas das amostras nos quatro estabelecimentos avaliados no municipio de
Gaspar-SC sugerem deficiéncias higiénico-sanitarias no processo de obtencdo do caldo de cana. Isso demonstra
a necessidade de melhorias nas técnicas de producdo, incluindo cuidados higiénicos com o ambiente de trabalho,
0s equipamentos e utensilios. A¢des educativas serdo sugeridas como orientacdo para 0s proprietarios dos
estabelecimentos. Além disso, a diminui¢do dos teores de sélidos solveis nas amostras de caldo de cana, entre
as duas avaliag@es realizadas, podera estar indicando uma possivel contaminagdo por coliformes totais, apds um
periodo de tempo superior a aproximadamente duas horas.
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