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RESUMO

A seguranga microbioldgica dos alimentos € um tema de crescente preocupagado, especialmente
no contexto de produtos destinados a exportacdo. O agucar cristal, amplamente utilizado como
insumo em diversas industrias alimenticias, ¢ um exemplo de produto que, embora considerado
de baixo risco microbiologico, pode ser suscetivel a contaminacdo durante o transporte e
armazenamento. Entre os micro-organismos de maior relevancia nesse contexto, destacam-se
as bactérias Escherichia coli (E.coli) e Salmonella spp, frequentemente associadas a problemas
de qualidade do produto e potenciais riscos a saide publica. Este estudo tem como objetivo
investigar o nivel de contaminagdo por E.coli e Salmonella spp no agucar cristal exportado,
analisando amostras transportadas por vagdes e carretas. A pesquisa busca determinar a
predominancia dessas bactérias, identificar os principais fatores contribuintes para a
contaminagdo e avaliar os riscos envolvidos para a seguranca do produto e da satide publica. A
problemdtica em questdo gira em torno do seguinte questionamento: qual ¢ o nivel de
contaminag¢do por E.coli e Salmonella spp no agucar cristal exportado durante o transporte e
quais sao as consequéncias para a qualidade e seguranca do produto, bem como para a saude
publica? O artigo apresenta uma revisao dos principais fatores de contaminagdo durante o
transporte, uma analise dos riscos envolvidos e uma discussdo sobre medidas de controle que
podem ser implementadas para aprimorar a seguran¢a microbioldgica do agucar cristal
exportado. As metodologias de analises microbioldgicas basearam-se em normas ICUMSA GS-
52 (2022) e ISO ISO/ts 6579-2:2019. Os resultados demonstraram auséncia total de E.coli e
Salmonella spp., sugerindo que as condi¢des logisticas foram adequadas para preservar a
qualidade microbiolédgica. Apesar da validagdo da eficacia dos controles existentes, resssalta-
se a importancia da inovacao em embalagens e transportes para garantir a seguranga em larga
escala.

Palavras chaves: E. coli, Salmonella spp., Contaminagdo Bacteriana, Controle de Qualidade,
Acqcar cristal.



ABSTRACT

The microbiological safety of food is a topic of growing concern, especially in the context of
products destined for export. Crystal sugar, widely used as an input in several food industries,
is an example of a product that, although considered to have low microbiological risk, may be
susceptible to contamination during transportation and storage. Among the most relevant
microorganisms in this context, the bacteria Escherichia coli (E. coli) and Salmonella spp stand
out, frequently associated with product quality problems and potential risks to public health.
This study aims to investigate the level of contamination by E. coli and Salmonella spp in
exported crystal sugar, analyzing samples transported by rail cars and semi-trailers. The
research seeks to determine the predominance of these bacteria, identify the main factors
contributing to contamination and assess the risks involved for product safety and public health.
The problem in question revolves around the following question: what is the level of
contamination by E. coli and Salmonella spp in exported crystal sugar during transportation and
what are the consequences for the quality and safety of the product, as well as for public health?
The article presents a review of the main factors of contamination during transportation, an
analysis of the risks involved and a discussion of control measures that can be implemented to
improve the microbiological safety of exported crystal sugar. The microbiological analysis
methodologies were based on ICUMSA GS-52 (2022) and ISO ISO/ts 6579-2:2019 standards.
The results demonstrated a total absence of E. coli and Salmonella spp., suggesting that the
logistical conditions were adequate to preserve microbiological quality. Despite the validation
of the effectiveness of existing controls, the importance of innovation in packaging and
transportation to ensure large-scale safety is highlighted.

Keywords: E. coli, Salmonella spp., Bacterial Contamination, Quality Control, Crystal Sugar.

INTRODUCAO

A contaminacao de alimentos por Escherichia coli (E. coli) e Salmonella spp. representa
uma preocupagao significativa para a seguranca alimentar, sendo essas bactérias responsaveis
por diversas infec¢des alimentares. No contexto do agucar cristal, diversos fatores podem
comprometer o controle microbioldgico, impactando negativamente a qualidade do produto
final e apresentando riscos a satde dos consumidores.

A principal fonte de contamina¢ao do agucar cristal estd no solo, devido a microbiota
rica em bactérias, leveduras e bolores que aderem a cana-de-agucar. Durante o processo de
colheita, a terra carregada juntamente com a cana contribui para a presenca de bactérias
termofilicas, como as produtoras de acidez plana ("flat sour"), que podem deteriorar o produto.
Até mesmo fatores climaticos, como chuvas, intensificam essa contaminagao (Oliveira, 2010).

Dentre os grupos bacterianos de maior relevancia estdo os coliformes totais, que incluem
enterobactérias capazes de fermentar lactose com producao de gas entre 24 a 48 horas a 35°C.

Mais de 20 espécies atendem a essa defini¢do, incluindo E. coli e outras bactérias de origem



entérica e ndo entérica. Por ser amplamente utilizado na industria alimenticia, o agucar cristal
estd sujeito a rigorosos padrdes microbioldgicos que ndo permitem a presenga de Salmonella
spp. em 25g de amostra (Oliveira, 2010).

No Brasil, o transporte e armazenamento de agucar cristal ¢ realizado por grandes
operadores logisticos, como a CLI (Corredor Logistica e Infraestrutura) e a Rumo Logistica.
Essas empresas utilizam uma infraestrutura moderna e integrada, incluindo terminais portudrios
e ferrovidrios, para garantir eficiéncia e seguranga na movimentacao do produto, especialmente
no contexto da exportacao.

O objetivo deste estudo ¢ investigar o nivel de contaminacdo por bactérias E.coli e
Salmonella spp. no agucar cristal exportado oriundo do transporte por vagoes e carretas. Os
objetivos especificos sdo: determinar a predominancia das bactérias E. coli € Salmonella spp.
nas amostras de agucar cristal exportado durante o transporte por vagdes e carretas; identificar
os principais fatores que contribuem para a contaminac¢ao; apresentar os riscos associados a
presenca dessas bactérias para a qualidade e seguranca do produto; avaliar as implicagdes para
a saude publica; e propor estratégias de controle e prevengdo para minimizar 0S riScoS

identificados.

1. FUNDAMENTACAO TEORICA
1.1 Contamina¢ao de alimentos

A contaminag¢do alimentar ¢ uma preocupagao global que afeta milhdes de pessoas todos
0s anos, com impactos significativos na satide publica e na economia. Segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), cerca de 1 em cada 10 pessoas no mundo adoece devido ao consumo
de alimentos contaminados, resultando em aproximadamente 420 mil mortes anuais, das quais
125 mil ocorrem em criangas menores de cinco anos. As doencgas causadas por bactérias como
Salmonella spp. e E. coli, além de outros agentes patogénicos, estdo entre as principais causas
dessas enfermidades (OMS, 2024).

A OMS também alerta para as perdas econdmicas associadas aos alimentos inseguros,
estimadas em 110 bilhdes de ddlares por ano, devido a despesas médicas e perdas de
produtividade. Essas contamina¢des podem ocorrer em diversas etapas da cadeia de producao
alimentar, desde o cultivo até¢ o consumo final, destacando a importancia de boas praticas de
higiene, transporte seguro e armazenamento adequado para reduzir os riscos. Ferramentas como
0 Codex Alimentarius, desenvolvidas pela OMS, oferecem padrdes internacionais de seguranga

alimentar e orientagdes para fortalecer sistemas nacionais de controle (OMS, 2024).



A contaminagdo microbioldgica em alimentos representa um problema significativo de
saude publica no Brasil, sendo uma das principais causas de surtos de doengas transmitidas por
alimentos (DTA). Este fenomeno ocorre ao longo de diferentes etapas da cadeia produtiva,
abrangendo desde a produgdo até o consumo, e esta associado a presenga de microrganismos
patogénicos que podem comprometer a qualidade e a seguranca dos alimentos. (Welker et al.,
2009). Entre os agentes patogénicos mais frequentemente identificados em analises

microbiologicas de alimentos, destacam-se:

e Salmonella spp.: responséavel por cerca de 37% das contaminacgdes;

e Staphylococcus aureus: presente em aproximadamente 28% das amostras analisadas;

e Escherichia Coli: com 22% de incidéncia;

e Bacillus cereus: detectado em 19% das amostras coletadas em ambientes de
manipulagdo de alimentos (Welker et al., 2009).

1.2 Contaminacdes por E.coli e Samonella spp.

E. coli é uma bactéria comumente encontrada nos intestinos de humanos e animais de
sangue quente, onde desempenha um papel crucial na microbiota intestinal. Além de seu habitat
intestinal, a E. coli também pode sobreviver em varios nichos ambientais, incluindo solo e agua,
frequentemente como um indicador de contaminacao fecal devido a sua rota de transmissao
fecal-oral. Foi observado que certas cepas podem persistir no ambiente por longos periodos,
adaptando-se a diferentes condigdes.

E classificada como uma bactéria gram-negativa, pois sua estrutura de parede celular
consiste em uma fina camada de peptidoglicano cercada por uma membrana externa contendo
lipopolissacarideos. Durante o processo de coloracdo de Gram, E. coli retém a safranina de
contracoloragdo, resultando em uma coloragao rosa.

A E. coli ¢ anaerdbia facultativa, o que significa que pode prosperar em condig¢des
aerobicas e anaerobicas. O crescimento ideal ocorre em torno de 37 °C , que ¢ proximo a
temperatura do corpo humano. Em condi¢des favoraveis, como nutrientes adequados e
temperaturas variando de 20 °C a 49 °C, E. coli pode dobrar em niimero aproximadamente a
cada 20 minutos.

As células sao tipicamente em forma de bastonete, medindo cerca de 2,0 um de
comprimento e 0,25—-1,0 um de didmetro. A bactéria possui flagelos dispostos peritricicamente,
permitindo a motilidade, o que ¢ importante para a colonizagdo e aquisicdo de nutrientes em

seus habitats.



Ja a Salmonella spp. ¢ uma bactéria gram-negativa que habita principalmente o trato
intestinal de humanos e varios animais, incluindo péssaros, répteis e mamiferos. A espécie mais
significativa que afeta os humanos € a Salmonella enterica , que inclui mais de 2.500 sorovares,
com muitos sendo patogénicos. Essas bactérias sdo frequentemente encontradas em fontes de
alimentos contaminados, como ovos, carne e laticinios, bem como no meio ambiente,
particularmente no solo e na adgua, onde podem sobreviver por longos periodos devido a sua
resiliéncia aos estressores ambientais.

Sdo anaerodbias facultativas, permitindo que crescam tanto na presenga quanto na
auséncia de oxigénio. Elas prosperam em temperaturas entre 35 °C e 43 °C, com uma
temperatura minima de crescimento de cerca de 5 °C e uma méaxima de aproximadamente 46
°C . A faixa de pH ideal para o crescimento ¢ entre 7,0 e 7,5, embora possam tolerar niveis de
pHde 3,8a9,5.

Salmonella spp. sdo tipicamente em forma de bastonete (bacilos) e medem cerca de 2 a
5 um de comprimento € 0,7 a 1,0 um de didmetro. Elas possuem flagelos que permitem a

motilidade, o que € crucial para a colonizagao dentro de hospedeiros e nichos ambientais.

1.3 Producio de acucar no Brasil

A producao de acucar no Brasil ¢ de extrema relevancia economica, com o pais sendo o
maior produtor e exportador global desse insumo. O setor ¢ impulsionado pelo cultivo extensivo
da cana-de-actcar, que passa por varias etapas de processamento antes de resultar nos diferentes
tipos de acucar. O aglcar cristal, em particular, possui ampla aplicagdo industrial e exige
cuidados especificos durante o transporte e armazenamento para preservar sua qualidade e
atender aos rigorosos padroes internacionais. (MAPA, 2024).

A producao de actcar envolve diversas etapas, que vao desde o cultivo da cana até a obtengao

do produto final:

1. Cultivo da Cana-de-Agucar: Apds o plantio, a cana leva de 12 a 18 meses para atingir o
ponto ideal de colheita.

2. Colheita: Pode ser feita de forma manual, em pequenas propriedades, ou mecanizada,
predominantemente utilizada em grandes plantagdes.

3. Extracdo do Caldo: A cana colhida ¢ transportada para as usinas, onde ¢ triturada para
extrair o caldo rico em sacarose.

4. Purificagdo: O caldo ¢ tratado com cal e submetido a aquecimento, removendo impurezas
indesejadas.

5. Evaporagdo: O caldo purificado ¢ concentrado através da evaporagdo de agua, resultando
€m um Xarope espesso.



6. Cristalizacdo: O xarope concentrado ¢ resfriado e cristalizado. O agucar cristal ¢ separado

do liquido restante (melado) por centrifugacao.

7. Secagem e Armazenamento: Os cristais sdo secos, embalados e armazenados para posterior
comercializacao.
Embora o processo seja padronizado, variagdes podem ocorrer dependendo do tipo de
agucar produzido.

1.3.1 Tipos de Acucar Produzidos no Brasil

No Brasil, sao fabricados diferentes tipos de agucar, cada qual com caracteristicas

especificas que atendem a diversas demandas:

Acgucar Cristal: Com cristais grandes e transparentes. Passa por processos que removem a
maior parte dos nutrientes.

Acucar Refinado (Branco): Obtido a partir do agucar cristal, ¢ o mais consumido, passa por
refinamento adicional, resultando em um produto mais puro € sem impurezas.

Acgucar Mascavo: Menos processado, mantém parte dos nutrientes naturais da cana, como
ferro e célcio. Apresenta cor marrom escura € sabor intenso.

Actcar Demerara: Similar ao mascavo, mas com cristais maiores e menor umidade. E
parcialmente refinado, preservando tragos de nutrientes.

Acgucar Organico: Produzido sem pesticidas ou fertilizantes quimicos, preserva as
caracteristicas naturais e nutrientes da cana. (Figura 1)

Apesar das variagdes no processamento, todos os tipos de acgticar devem ser consumidos

com moderag¢do, dado seu impacto potencial na saude, como aumento do risco de obesidade e

diabetes. Mesmo os agucares menos processados, que ret€ém nutrientes, ainda sdo ricos em

calorias e devem ser equilibrados em uma dieta saudavel.

Figura 1 — Tipos de aglicares
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Fonte: Policonéﬁltas (2022). |



1.4 Transporte de Ac¢ticares no Basil

No Brasil, o transporte e armazenamento de agucar cristal sdo operacdes realizadas por
grandes empresas logisticas. Elas utilizam uma infraestrutura moderna e integrada para garantir
a eficiéncia e seguranca do produto ao longo da cadeia de suprimentos. A maior operadora
ferroviaria do pais, administra uma malha de mais de 14 mil quilometros, conectando
importantes regides produtoras aos principais portos brasileiros, como Santos, Paranagud, Sao
Francisco do Sul e Rio Grande. Essa estrutura permite a movimentagdo eficiente de grandes
volumes de agucar e outras commodities, promovendo competitividade no mercado
internacional (Rumo, 2024).

A logistica do agucar no Brasil desempenha um papel essencial na exportacao desse
produto, as empresas adotam um processo estruturado que abrange desde a coleta do produto
nas usinas até o embarque nos portos, com foco na eficiéncia, sustentabilidade e aumento de
capacidade logistica.

A cadeia logistica do agucar inicia-se nas usinas, localizadas principalmente no interior
de Sdo Paulo e em outras importantes regidoes produtoras. O transporte inicial é realizado por
caminhdes, que levam o agucar até os centros de captagdo. Esses centros estdo estrategicamente
posicionados para otimizar o fluxo logistico, permitindo o rapido encaminhamento do produto
para o modal ferroviario.

O transporte ferrovidrio ¢ o modal principal utilizado para movimentar grandes volumes
de agucar em longas distancias. Essa escolha ¢ motivada pela maior eficiéncia econdmica e pela
sustentabilidade ambiental desse modal, em comparagdo com o transporte rodoviario.
Atualmente, o transporte ferrovidrio representa cerca de 15% da movimentagao total de agucar
no Brasil

Apos o transporte ferroviario, o acucar € levado para terminais portuarios, como o0s
localizados em Santos e Paranagud. Esses terminais possuem infraestrutura avangada para
armazenar grandes volumes de agucar, garantindo a preservagdo da qualidade do produto. O
armazenamento segue padrdes rigorosos de qualidade, evitando contaminagdes e deterioragdes

que possam comprometer a integridade do agtcar exportado. (RUMO, 2024).

1.5 Analises de qualidade do Acucar

A ICUMSA (International Commission for Uniform Methods of Sugar Analysis) ¢ uma
organizacdo internacional que estabelece padrdes para a andlise da qualidade do agtlicar e de

produtos derivados da cana-de-agucar e da beterraba. Ela define diretrizes sobre seguranca,



pureza ¢ classificagdo, sendo reconhecida no comércio global. A ICUMSA criou a Escala
ICUMSA, que mede a cor do agtcar, variando de 0 a 10.000, com valores mais baixos indicando
acUcares mais claros e puros. Além disso, a ICUMSA recomenda andlises microbiologicas para
garantir a qualidade e seguranga alimentar, avaliando a presen¢a de microrganismos. Seus
padrdes sdo fundamentais para a avaliagdo uniforme do agucar, promovendo qualidade e
seguranca no setor global.

A ICUMSA classifica os acucares em diferentes categorias, com base nas suas Unidades
ICUMSA (UI), que refletem a pureza e a cor do produto. A classificacdo ¢ a seguinte:

e [CUMSA 45: Este ¢ o agucar refinado de alta qualidade, conhecido por sua pureza e cor
branca cristalina. Ele ¢ amplamente utilizado na industria alimenticia e de bebidas devido
ao seu sabor neutro e alta solubilidade.

e ICUMSA 100: Acutcar branco padrao, com uma leve coloragdo em comparagdo ao
ICUMSA 45. E adequado para muitas aplicacdes alimenticias.

e [CUMSA 150: Apresenta uma cor um pouco mais escura do que o ICUMSA 100, sendo
utilizado em diversos produtos alimenticios.

e ICUMSA 600-1200: Representa agliicares mais escuros, frequentemente chamados de
"agtcares brutos". Eles cont€ém mais impurezas e sdo usados principalmente em aplicagdes
industriais, ndo sendo recomendados para consumo direto.

e ICUMSA acima de 2300: Agucares muito escuros ¢ nao refinados, usados principalmente
em processos industriais, como a producao de alcool ou ragdo animal.

Além da classificagdo pela cor, os agucares também sdo avaliados com base em outros

parametros que garantem sua qualidade (tabela 1):
e Pureza (Polariza¢do): Refere-se a quantidade de sacarose pura presente no agucar.
e Umidade: O nivel de 4gua no agucar, que pode afetar sua conservagao e qualidade.

e Cinzas: Indicam a presenga de impurezas no produto.

Tabela 1. Principais parametros de qualidade do acucar.

Parametros

Cor Cinzas
Polarizacao | Umidade | I[CUMSA Condutimétricas
(°Z min.) | (% max.) | (UI Mix.) (% max.)

Classes |Tipos

Cristal |99 50 0,10 300(%) 0,10
Refinado
Amorfo ou | 99,00 0,30 100 0,20
Cristal Refinado
Branco
Refinado
Granulado 99,80 0,05 60 0,04

Confeiteiro | 99,00 0,30 150 0,20




. Demerara | 96,00 1,20 5.000 0,50
Cristal
B VHP 99,00 0,25 2.500 0,25
ruto
VVHP 99,49 0,15 1.000 0,15

(*) Admite-se até 400 UI de cor ICUMSA para o produto organico, certificado conforme legislacao
especifica. (tabela, normativa 47/2018)

1.5.1 Relevancia das Analises Microbiolégicas segundo a ICUMSA GS 52 (2022)

As anélises microbiologicas no agucar e seus derivados t€m como objetivo identificar e
quantificar microrganismos que podem comprometer a seguranca alimentar, a estabilidade do
produto ou sua conformidade com os padrdes internacionais. Esses testes sdo particularmente
importantes para produtos destinados a exportagdo, devido a rigidez das normas de importacao
em mercados internacionais.

Segundo os métodos da ICUMSA, os principais pardmetros microbiologicos incluem:

o Contagem de bactérias totais: Avalia o nimero de bactérias presentes no produto.

e Presenca de bolores e leveduras: Indicadores de contaminagao que podem afetar o sabor e
a qualidade do agtcar.

e Patogenos especificos: Como Salmonella spp. e E coli, que sdo criticos para a seguranga
alimentar.

e Contagem de esporos termofilos: Importante para produtos que passam por processos
térmicos.

A ICUMSA define limites microbioldgicos especificos para diferentes tipos de agucar,

dependendo do nivel de processamento e da aplicagdao do produto. Por exemplo:

e O agucar refinado, devido ao seu alto grau de purificagdo, deve apresentar niveis minimos
ou auséncia de microrganismos.

e O agtlicar bruto pode conter niveis mais altos, desde que ndo ultrapasse os padrdes de
seguranca alimentar.

A ICUMSA desempenha um papel crucial no comércio global de agtcar, oferecendo
métodos padronizados que asseguram a consisténcia nas analises. Suas diretrizes sdo
amplamente reconhecidas e adotadas pelos principais mercados internacionais, o que facilita as
negociagdes e garante que os produtos atendam as exigéncias regulatorias. A adesdo a essas
normas ¢ essencial para a competitividade do agucar brasileiro no mercado global, promovendo

a qualidade e confiabilidade do produto.



2. METODOLOGIA
2.1 Amostras

Foram obtidas trés amostras de acucar cristal produzidos por trés usinas diferentes
localizadas no estado de Sao Paulo, no primeiro trimestre de 2025, na etapa de armazenagem
no terminal portudrio, em sacos plésticos estéreis de aproximadamente 1 Kg cada, os quais
foram fechados por amarragao propria para evitar contaminagdo externa (figura 2).

Figura 2 — Amostras de agucares
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As amostras foram identificadas como Amostra 0004-25, Amostra 0005-25 e Amostra
0013-25, coletadas sob condi¢des padronizadas, com o objetivo de detectar a presenca de E.Coli
e Salmonella spp. Os testes seguiram o protocolo ISO 6579-1:2019 para Salmonella spp e
ICUMSA GS-52 (2022) para E. Coli, garantindo a confiabilidade dos resultados.

2.2 Analise de Escherichia coli (E. coli) - ICUMSA GS-52 (2022)
2.2.1 Preparacio

Antes do inicio das analises, a area de trabalho deve ser devidamente limpa e desinfetada
para garantir a assepsia do experimento. As placas de Petri estéreis devem ser rotuladas com a

identificacao do meio de cultura, nimero da amostra e data da analise.

2.2.2 Preparo das Amostras

e Para acucar cristalino: Pesar assepticamente 25 g da amostra e transferir para um frasco
de 200 mL com marca de 100 mL.

e Para acucar liquido: Pesar a quantidade correspondente a 25 g de matéria seca.

e Adicionar dgua desmineralizada estéril at¢ a marca de 100 mL e agitar até completa
dissolucao.

o Essa solucdo inicial tera uma concentragdo de 25 g/100 mL.

2.2.3 Filtracgao e Incubacio

1. Conectar a unidade de filtragao a bomba de vacuo.
2. Caso o sistema ndo esteja previamente estéril, flambear o funil e a base do filtro.



3. Apos resfriamento, posicionar o filtro de membrana estéril com auxilio de pinga estéril
sobre a base do filtro.
Fixar o funil estéril e aplicar o vacuo para a filtracdo da amostra.

v s

Desligar o vacuo e remover o funil.

6. Utilizar pinga flambada para transferir o filtro de membrana para a superficie do meio
de cultura (4gar ou almofada de nutrientes), garantindo a auséncia de bolhas de ar sob o
filtro.

7. Incubar as placas a (37 + 1)°C por um periodo de 18 a 24 horas.

8. Placas contendo meio de 4gar devem ser incubadas invertidas (tampa para baixo).

2.2.4 Calculo e Expressao dos Resultados
Ap0s a incubagdo, realizar a contagem das colonias:

e FE. coli cresce formando colonias de coloracao azul a violeta nos meios seletivos
(Chromocult Agar Coliforme - Merck, Agar Colicromo - Dr. Moéller & Schmelz e
almofadas de nutrientes Chromocult - Sartorius Stedim).

o Bactérias coliformes aparecem em coloragdo salmao a vermelho.

o Contar e registrar separadamente as colonias azul/violeta (E. coli) e salmao/vermelho
(bactérias coliformes).

e Expressar os resultados como Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por 25 g da
amostra.

o Para produtos liquidos, os resultados devem ser expressos em UFC por 25 g de matéria
seca.

Este procedimento garante a padronizacgao e confiabilidade da anélise microbioldgica de E.

coli em amostras de agtcar cristalino e liquido.

2.3 Analise se Salmonella — ISO/ts 6579-2:2019
Este método horizontal para detec¢do, enumeragdo e sorotipagem de Salmonella,
segundo ISO/ts 6579-2:2019, usa a enumeracao por uma técnica miniaturizada de nimero mais

provavel.

2.3.1 Preparacio dos meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram preparados conforme as especificagdes técnicas
descritas na norma, observando temperatura, pH, volumes e métodos de esterilizacao

apropriados:

o Agar Ureia: A solugio de ureia foi adicionada sob condigdes assépticas a base
previamente fundida e resfriada a 47-50 °C. O meio foi dispensado em tubos estéreis



(10 mL cada), solidificado em posicao inclinada e armazenado a 5 °C no escuro por até
trés meses.

LDC (Lisina Descarboxilase): Os componentes foram dissolvidos, pH de 6,8 = 0,2. O
meio foi dispensado em tubos de 2 a 5 mL com tampa de rosca, esterilizado a 121 °C
por 15 minutos e armazenado a 5 °C por até trés meses.

TSI (Triple Sugar Iron): O meio foi preparado com pH de 7,4 + 0,2, dispensado em
tubos (30 mL), esterilizado a 121 °C por 15 minutos e solidificado em posicao inclinada.
Armazenado a 5 °C por até trés meses.

XLD (Xilose Lisina Desoxicolato): Dissolvido em 4agua com aquecimento até iniciar
fervura, sem autoclavar. O pH de 7,4 + 0,2 e o meio vertido em placas de Petri apds
resfriamento a 47-50 °C. Armazenado a 5 °C, invertido, por até quatro semanas.
MSRYV (Agar Rappaport-Vassiliadis Semissélido Modificado): A 1 000 mL do meio
base resfriado a 47-50 °C foram adicionados assepticamente 2 mL da solugdao de
novobiocina (10 mg/L). O pH de 5,2 (variagdo de 5,1 a 5,4). O meio foi dispensado em
pogos (2 mL) ou placas (15-20 mL), solidificado e armazenado a 5 °C por até duas
semanas sem inverter.

APT (Agua Peptonada Tamponada) Dissolver os componentes na 4gua, aquecendo
(sem ferver), se necessario. O pH corresponde a 7,0 + 0,2, a 25 °C. Dispensar 10,0 g +
0,05 g do meio em frascos com capacidade adequada para obter as por¢des necessarias
para o ensaio. Esterilizar na autoclave mantida a 121 °C, durante 15 min. Armazenar
os frascos herméticos e fechados no escuro a 5 °C, por até seis meses.

2.3.2 Materiais e equipamentos

A analise foi conduzida em laboratorio de microbiologia utilizando os seguintes materiais:

Placas de microtitulagao estéreis de 12 pogos;

Pipetas automaticas e multicanais com ponteiras estéreis;

Algas de platina de 1 pL estéreis;

Estufa bacteriolégica;

Banho-maria;

Autoclave para esterilizagao;

Estufa de secagem ou capela de fluxo laminar;

Placas de Petri estéreis (90 mm);

Tubos de ensaio com tampas rosqueaveis;

Meios de cultura descritos na se¢ao 5.2 da ISO/TS 6579-2:2019.

2.3.3 Etapas do método miniaturizado

2.3.3.1 Suspensio inicial da amostra

Preparar a suspensao inicial diluindo a aliquota de ensaio em uma proporcao de 1:10
em agua peptonada tamponada (APT).
Por exemplo, adicionar 25 g da amostra a 225 mL de APT e homogeneizar.



2.3.3.2 Diluicéio e pré-enriquecimento em meio liquido néo seletivo

e Utilizar uma placa de microtitulacdo de 12 pogos, com a primeira fileira (trés pogos)
vazia, e as demais (segunda, terceira e quarta fileiras) contendo 2 mL de APT por poco.

e Transferir 2,5 mL da suspensdo inicial para cada pogo da primeira fileira, utilizando
uma pipeta.

e Transferir 0,5 mL de cada pogo da primeira fileira para os pogos correspondentes da
segunda fileira, contendo 2 mL de APT (primeira dilui¢ao: 57), utilizando, por exemplo,
uma pipeta multicanal.

e Transferir 0,5 mL de cada pogo da segunda fileira para os pogos da terceira fileira,
também com 2 mL de APT (segunda dilui¢do: 572), utilizando ponteiras novas.

e Antes da transferéncia da segunda para a terceira fileira, misturar as suspensdes nos
pogos aspirando e dispensando cuidadosamente o liquido com a pipeta.

e Repetir o mesmo procedimento para as demais fileiras, se necessario.

e Incubar a placa de microtitulagdo a 37 °C por 18 horas + 2 horas.

2.3.3.3 Enriquecimento seletivo em meio semissolido

e Permitir que o meio MSRYV presente nas placas de microtitulagdo atinja a temperatura
ambiente, caso tenha sido armazenado em temperatura mais baixa.

e Inocular cada pogo contendo 2 mL de MSRV com 20 pL da cultura em APT, utilizando,
por exemplo, uma pipeta multicanal com ponteiras novas para cada fileira de trés pocgos.

e Depositar a aliquota de 20 pL na borda e superficie do pogo, evitando a movimentagao
excessiva das particulas da amostra.

e Manipular as placas com cuidado, evitando agitacdo que possa afetar os resultados.

e Incubar as placas de MSRYV inoculadas a 41,5 °C por 24 horas + 3 horas.

e Nao inverter as placas durante a incubagao.

e Pocos suspeitos apresentam uma zona turva cinza-branca, que se estende a partir do
ponto de inoculagdao, com um halo branco de bordas bem definidas.

o Caso os pogos estejam negativos apos 24 horas, reincubar por mais 24 horas + 3 horas.

2.3.3.4 Plaqueamento seletivo

o Permitir que as placas de 4gar XLD atinjam a temperatura ambiente antes do uso, caso
tenham sido armazenadas sob refrigeracdo. Se necessario, secar a superficie das placas.

e Subcultivar os pogos suspeitos do MSRYV utilizando uma alga de 1 uL, mergulhando na
regido mais turva e inoculando na superficie de uma placa XLD, de modo a obter
coldnias bem isoladas.

e Priorizar o repique das maiores dilui¢des, ou seja, aquelas com trés pogos suspeitos de
MSRYV, bem como as subsequentes com dois ou um pogo suspeito.

o Incubar as placas XLD invertidas a 37 °C por 24 horas + 3 horas.

e Retornar as placas de MSRV negativas a incubadora a 41,5 °C por mais 24 horas + 3
horas, se necessario.

e Caso novos pocos se tornem suspeitos apos 48 horas, realizar novamente o
plaqueamento seletivo.



Colonias tipicas de Salmonella spp. no agar XLLD apresentam centro preto com halo
translucido de coloragdo avermelhada, devido a mudanga do indicador.

2.3.3.5 Confirmacao bioquimica e soroldgica

Efetuar a confirmacao a partir de pelo menos uma coldnia suspeita bem isolada de cada
placa XLD.

Se ndo for possivel obter colonias isoladas, realizar nova semeadura em agar XLD ou
em meio nao seletivo (por exemplo, 4gar nutriente), a fim de obter coldnias puras.

Se todas as colonias analisadas nao forem confirmadas como Salmonella spp.
recomenda-se investigar os pogos de MSRV presuntivamente positivos que ainda nao
tenham sido subcultivados (em menores diluigoes).

Kits comerciais confiaveis podem ser utilizados para a confirmacdo bioquimica, desde
que usados conforme as instru¢des do fabricante.

Nota: O reconhecimento de colonias de Salmonella spp. requer experiéncia, pois sua
aparéncia pode variar de acordo com o sorovar, lote do meio de cultura e indicador
utilizado.

2.3.3.6 Seleciao de colonias para confirmacio

Selecionar pelo menos uma colonia tipica ou suspeita de cada placa XLD para
confirmacao.

Se disponiveis colonias bem isoladas em meio seletivo, a confirmagdo bioquimica pode
ser feita diretamente, sem repique.

Em contextos rotineiros, a etapa de repique pode ser omitida, desde que tecnicamente
justificado.

A verificacao da pureza pode ser realizada diretamente no meio seletivo.

Incubar as placas de agar nutriente inoculadas a 37 °C por 24 horas + 3 horas.

Utilizar culturas puras para os testes de confirmagao bioquimica e sorologica.

2.3.3.7 Confirmacao bioquimica

Com auxilio de uma alca de inoculagdo, transferir colonias suspeitas do dgar XLD para
os meios indicados: TSI, ureia e LDC.

Agar TSI

Estriar a superficie inclinada do tubo e perfurar o fundo com a alga.
Incubar a 37 °C por 24 horas + 3 horas.

Interpretar as mudangas no meio, conforme Quadro 1:



Quadro 1. Mudangas na cor do meio e respectiva interpretacao.

‘ Local H Cor H Interpretacao ‘
‘ amarelo H glicose positiva (glicose usada) |
vermelho ou licose negativa (glicose nao usada)
inalterado & & &
Fundo do tubo = - —
‘ preto H formagdo de sulfeto de hidrogénio ‘
bolhas ou ~ . . -
rachaduras formagao de gés a partir de glicose
lactose e/ou sacarose positiva (lactose e/ou
L amarelo
Superficie inclinada sacarose usadas)
do agar vermelho ou lactose e sacarose negativa (nem lactose nem
inalterado sacarose usadas)

Fonte: ISSO 6579-2:2019

Culturas tipicas de Salmonella spp. apresentam superficie inclinada do agar alcalina
(vermelha) e fundo do tubo acido (amarelo) com formacao de gas (bolhas) e (em cerca de 90%
dos casos) formagao de sulfeto de hidrogénio (escurecimento do agar)

Uma variante positiva para lactose de Salmonella spp. desenvolve cor amarela na
superficie inclinada do TSI. Assim, a confirmagdo preliminar das culturas de Salmonella nao

pode se basear apenas nos resultados do teste de agar TSI.

Agar ureia

o Estriar a superficie inclinada do 4gar com uma alga de inoculacao.

e Incubara 37 °C por 24 horas + 3 horas, realizando observacdes em intervalos regulares.

o Em caso de reacdo positiva, a ureia ¢ hidrolisada, liberando amonia, o que provoca a
mudanca da cor do indicador vermelho de fenol de amarelo para rosa-pink, evoluindo
para um tom cereja intenso.

e Normalmente, essa alteracao de cor ¢ perceptivel entre 2 e 4 horas apds o inicio da
incubacao.

e Culturas tipicas de Salmonella spp. ndo hidrolisam a ureia, mantendo, portanto, a
coloragao original do meio inalterada.

Meio de Descarboxilagdo de L-lisina (LDC)

e Inocular o meio préximo a superficie do liquido.
e Incubar a 37 °C por 24 horas =+ 3 horas.

A turbidez e a coloracdo purpura apds a incubagdo indicam uma reagdo positiva. Ja a
coloragdo amarela indica uma reagdo negativa.



A maioria das culturas tipicas de Salmonella apresenta reagao positiva neste teste.
Interpretagao dos Testes Bioquimicos

Salmonella spp. geralmente apresenta os perfis de reacdo descritos no Quadro 2. Se
essas reagoes forem observadas, pode-se considerar que a amostra possivelmente contém

Salmonella spp..

Quadro 2 — Interpretagdo dos ensaios bioquimicos - reagdes tipicas da maioria dos sorotipos de
Salmonella, com as respectivas porcentagens de ocorréncia indicadas entre parénteses.

| Local || Cor || Interpretacio |

| || amarelo || glicose positiva (100 %) |

formagao de sulfeto de hidrogénio, H2S
(91,6 %)

| bolhas e/ou rachaduras ||forma<;éo de gas a partir de glicose (91,9 %)|

preto
Fundo do tubo

lactose e/ou sacarose negativa

vermelho ou inalterado (respectivamente, 99,2 % ¢ 99,5 %)

Superficie inclinada

. amarelo, sem mudanca de
do agar

cor do meio

negativo (100 %)

cor purpura e turbidez || positivo (94,6 %) |

Fonte: ISO 6579-2:2019
2.3.3.8 Confirmacgao sorologica e sorotipagem

Resultados de testes bioquimicos podem indicar se um isolado pertence ao género
Salmonella. Para uma tipificagdo completa das cepas de Salmonella, a sorotipagem também
tem que ser realizada. A confirmagdo sorologica fornece informagdo adicional sobre qual
sorogrupo pertence o isolado. Com a confirmagao sorologica ¢ possivel tipificar o isolado em
nivel de sorovar. Para mais detalhes, ver a ISO 6579.
2.3.3.9 Expressao dos resultados

Contar o numero de pogos dando uma reagdo positiva confirmada para cada diluicao.
Calcular o NMP do niimero de pogos positivos confirmados em cada diluigdo.

Se todos os pogos forem negativos, mas na suspensao inicial (107! de diluicao) for
encontrada Salmonella spp. positiva (apds confirmagao), o resultado pode ser reportado como:
Salmonella spp. presente na quantidade de amostra ensaiada (por exemplo, 25 g), mas menor
do que o limite inferior de detec¢cdo do método mini-NMP (<1 UFC/g).

Para o calculo do NMP, um programa de software para uso no Excel ! foi criado e pode

lidar com até 10 niveis de diluicdes em série, ¢ altamente recomendado que este programa seja



usado em vez de outros programas. O software esta disponivel gratuitamente para download

em: http://standards.iso.org/iso/ts/6579/-2/

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da andlise microbioldgicas das trés amostras de aglcar cristal estdo

expressos na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados da analise microbioldgica das amostras de agucar cristal.

Amostra E.coli (UFC/g) (Pri‘;i’::;):/ill‘:sg:l IZ ia)
0004/25 0 Auséncia
0005/25 0 Auséncia
0013/25 0 Auséncia

Legenda: UFC/g = Unidades Formadoras de Colonias por grama.
3.1 Salmonella spp
A figura 3 mostra o 1° passo, com a suspengao inicial realizada, e a mesma suspensao

apos 18 horas de incubacdo, no qual aparecem os pogos suspeitos

Figura 3 — Suspensdo inicial com Salmonella spp e apds a incubacdo de 18 horas (pogos
suspeitos identificados)

A figura 4 mostra o 2° passo, com o0 meio MRSV inoculado ap6s 24h de incubagao. Foi

verificado que os po¢os ndo tiveram alteragdes aparentes.


http://standards.iso.org/iso/ts/6579/-2/

Figura 4 — Meio MRSV inoculado, ap6s a incubacao de 24 horas.

3.2 E. coli

Nas amostras filtradas em membranas, apos 24h de incubacao, foi constatado que nao

houve nenhum crescimento de colonias aparentes (figura 5).

Figura 5 — Amostras filtradas, membranas ap6s 24h de incubagao.

Os resultados demonstraram auséncia de Salmonella spp. € 0 UFC/g de E. coli nas trés
amostras de acucar cristal analisadas, atendendo integralmente aos pardmetros microbioldgicos
da RDC ANVISA n° 331/2019, que exige auséncia de Salmonella spp em 25 g e limite de < 1
UFC/g para E. coli seguindo ao padrao ICUMSA GS-52 (2022).

Essa conformidade sugere que os processos de refinamento, higienizagdo e
armazenamento do produto foram eficazes na eliminag¢do de patogenos, corroborando com o
que foi abordado nesse estudo.

Na andlise de Salmonella ssp nao houve a necessidade de seguir todos os passos, pois

na etapa do MRSV ja foi constatada sua auséncia.

3.3 Testes comparativos com cepas certificadas (positividade)
Foram realizadas as mesmas analises com cepas certificadas de E. coli e Salmonella
spp. para demonstracdo de resultados positivo, a fim de comparacdo com os resultados

negativos obtidos nas trés amostras estudadas.



A figura 6 apresenta os resultados de positividade (pogos esverdeados), denominados

pocos suspeitos, para as cepas certificadas, em meio MRSV.

Figura 5 — Amostras filtradas, membranas apds 24h de incubagao.

Desta maneira, inoculamos de pogos suspeito a cada diluicdo, para estriar no meio de

cultura XLD, para esperarmos o crescimento da bactéria (figura 6).

Figura 6 — Obtencao de amostra de pogos suspeitos e semeadura, em estrias, no meio XLD.

Ap6s o periodo de incubagdo, observou-se o desenvolvimento bacteriano, com a
formagao de pontos escuros que indicam colonias isoladas suspeitas de Sal/monella spp (figura
7) No entanto, nesta fase ainda ndo ¢ possivel confirmar definitivamente a presenc¢a do patdogeno
especifico. Para tal confirmagdo, ¢ realizado o teste bioquimico, que fornece a identificagao

conclusiva.



Figura 7 — Crescimento de colonias isoladas suspeitas de Salmonella spp.

Na etapa final de confirmagdo, foram utilizados trés meios de cultura distintos para

interpretacdo dos resultados (figura 8), conforme protocolo padrdo. Todos os testes foram

realizados em triplicata, com inclusdo adicional de um tubo de ensaio controle para verificagao

de esterilidade dos meios utilizados.

Figura 8 — Confirmagao de positividade em meios de cultura diferentes.

LDC

e Negativo: tubo violeta
com turbidez

e Positivo: dois  tubos
amarelos

e Positivo:
com superficie
manchas pretas

Coloragao

rosa

preta

+

Agar Ureia:

e Positivo: Mudanga de cor:
amarelo — laranja
Alteragao fisica: rachaduras
no meio.

4. Conclusao

Este estudo avaliou a seguranca microbiologica do agucar cristal destinado a exportacao,

com foco na detec¢do de E. coli e Salmonella spp. em amostras transportadas por vagodes e

carretas. Os resultados demonstraram auséncia de Salmonella spp. ¢ 0 UFC/g de E. coli nas trés




amostras analisadas, indicando conformidade com os padroes da ANVISA n°® 331/2019 e
refletindo a eficacia dos processos produtivos.

A auséncia desses patogenos, mesmo apds o transporte, sugere que as condigdes
logisticas (como armazenamento em ambientes secos € vedados) foram adequadas para
preservar a qualidade microbioldgica. Esses achados corroboram estudos prévios, com este
estudo, que atribuem a seguranca do agucar cristal a sua baixa susceptibilidade a contaminagao
pds-processamento.

Embora as amostras analisadas tenham atendido aos requisitos legais, a complexidade
da cadeia logistica exige vigilancia constante. A implementagdo de estratégias preventivas (ex.:
treinamento de manipuladores, uso de embalagens hermeticamente fechadas) ¢ essencial para
mitigar riscos em cenarios de maior vulnerabilidade. Este estudo contribui para a literatura ao
validar a eficicia dos controles existentes, mas ressalta que a inovacdo em embalagens e

transporte pode ser um diferencial para garantir a seguranga em larga escala.

4.1 Contribuicoes e Recomendacoes:

4.1.1 Para a Industria:
e Reforcar a monitoria continua em etapas criticas (ex.: carga/descarga) para evitar
contaminag¢ao cruzada;
e Investigar a rastreabilidade de matérias-primas, j& que a contaminagdo inicial pode
originar-se do solo.
4.1.2 Para Pesquisas Futuras:
e Ampliar o nimero de amostras e incluir outros indicadores (ex.: bolores, leveduras) para
uma avaliagdo mais abrangente;
e Estudar o impacto de condi¢des climaticas extremas (ex.: umidade durante o transporte)
na qualidade microbioldgica.
4.1.3 Para a Saude Publica:
Os resultados reforcam a seguranga do agucar cristal exportado, mas destacam a
necessidade de padronizacao global de critérios microbioldgicos para evitar barreiras

comerciais.
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