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RESUMO

O Capim Liméo (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) € uma das plantas mais
utilizadas como fitoterdpico, apresentando efeitos ansioliticos e antioxidantes e
auxiliando no tratamento de insénia e problemas digestivos. No Estado do Parana é
uma das principais plantas cultivadas para fins medicinal e aromético. Para garantir
suas propriedades medicinais € necessario que o produto tenha qualidade e pureza,
sendo livre de contaminacéo quimica e microbiolégica, uma vez que seu cultivo e
manejo de forma adequada interferem na sua eficacia. Assim, este trabalho teve
como objetivo observar a qualidade microbiolégica e fisico-quimica de amostras de
Capim Limédo (Cymbopogon citratus (DC.) cx Stapf), sendo duas in natura, uma da
industria e em trés pontos de venda a granel da cidade de Curitiba — PR. Foram
feitas as analises sensoriais de cor, odor e sabor, andlises fisico-quimicas de
umidade e cinzas totais e analises microbiolégicas de contagem total de
microrganismos aerédbios mesdofilos, contagem total de bolores e leveduras, pesquisa
de Escherichia coli e pesquisa de Salmonella. Os resultados das analises sensoriais
de cor, odor e sabor mostraram que os produtos estdo em acordo com as descricoes
para a espécie e os resultados das andlises fisico-quimicas mostraram que todas as
amostras, com excec¢do das in natura, tiveram valores de umidade dentro da
especificacdo da RDC 272/2005, enquanto todas as amostras tiveram valores de
cinzas dentro da especificacdo da Farmacopéia Brasileira 62 edicdo. Para as
andlises microbiologicas, os microrganismos encontrados foram contados e
identificados e nao foram encontrados E. coli nem Salmonella em nenhuma das
amostras. Para a contagem total de microrganismos aerdbios mesofilos, todas as
amostras cumpriram 0s parametros de analise, enquanto que para bolores e
leveduras apenas as amostras da industria cumpriram com os parametros. Foram
identificados fungos dos géneros Rhizopus, Mucor e Fonsecaea, indicando que o
armazenamento e manuseio pés-industria ndo se apresenta de forma eficaz.

Palavras-chave: Capim Lim&o. Qualidade. Salmonella. Fitoterapico. Bolores.



ABSTRACT

The Lemongrass (Cymbopogon citratus (DC.) cx Stapf) is one of the most
used plants as a herbal medicine, presenting anxiolytic and antioxidant effects and
helping treating insomnia, as well as digestive problems. In the State of Parand is
one of the main plants cultivated to medicinal and aromatic purposes. To guarantee
its medicinal properties it is necessary the product has quality and purity, being free
from chemical and microbiological contaminations, since its cultivation and proper
handling interfere in its effectiveness. Thus, this work aims to observe the
microbiological and physicochemical quality of samples of Lemongrass
(Cymbopogon citratus (DC.) cx Stapf), being two in natura, one from industry and in
three sales points in the city of Curitiba — PR. Sensory analyzes of color, odor and
flavor, physicochemical analyzes of moisture and total ash and microbiological
analyzes of total count of aerobic mesophilic microrganisms, total count of molds and
yeasts, search for Escherichia coli and search for Salmonella were carried out. The
results of the sensory analysis of color, odor and flavor showed that the products are
in accordance with the descriptions for the species and the results of the physical-
chemical analysis showed that all samples, except for the fresh ones, had moisture
values within the specification of RDC 272/2005, while all samples had ash values
within the specification of the Brazilian Pharmacopoeia 6th edition. For
microbiological analysis, the microrganisms found were counted and identified.
Neither E. coli nor Salmonella were found in any of the samples and all samples
fulfilled the analysis parameters for the total count of aerobic mesophilic
microrganisms, while for molds and yeasts only the industry samples complied with
the parameters and fungi of the genera Rhizopus, Mucor and Fonsecaea, indicating
that storage and handling after industry is not effective.

Keywords: Lemongrass. Quality. Salmonella. Herbal medicine. Molds.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os alimentos sé@o primordiais para a manutencdo da vida humana. Deles
retiramos 0s nutrientes essenciais como carboidratos, proteinas e vitaminas que,
através de vias metabdlicas, fazem a manutencdo do organismo (RAJPUT et al.,
2019). Carvalho (2016) apresenta a alimentacdo saudavel como um fator importante
para o desenvolvimento humano e, na falta, afetando o desenvolvimento fisico e
intelectual em criangas, como capacidade de concentracdo, memdéria, atencao e
capacidade de aprendizado. Da mesma forma, segundo Barbosa (2012), doencas
cronicas relacionadas com a idade, como diabetes, calculos biliares, doencas
Osseas e articulares e hipertenséo arterial, podem ter seus efeitos postergados ou
aliviados em idosos que possuem uma alimentacdo adequada, sendo um fator
importante para a saude e um envelhecimento bem-sucedido. No entanto, 0s
padrées de consumo alimentar no mundo sado desiguais, sendo afetados por
condi¢bes naturais variadas, como clima, tipos de solo, precos, renda, quantidade de
alimento disponivel, entre outros fatores. Observam-se ainda diferencas entre paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, devido a variagdo de poder econémico, sendo
a alimentacdo humana considerada também um indicador de qualidade de vida
(ABREU et al., 2001; MORATOYA et al., 2013).

Diferente das razdes nutricionais, a antropologia apresenta outros modos de
utilizacdo dos alimentos: como componentes socioculturais — em hébitos populares
ou tradicbes — e de saude, — no combate a doencas crbnicas como diabetes e
hipertensdo (CANESQUI, 2007). A vista disso, plantas vém sendo utilizadas com fins
medicinais no mundo todo para tratamento, cura e prevencdo de doencas desde a
Antiguidade, tendo relatos do uso desde antes de Cristo e, no Brasil, nas tribos
indigenas ainda sao utilizadas também em rituais de adoracdo (WANDERLEY et al.,
2015; BRAGA, 2011).

A medicina alternativa complementar € muito utilizada em diversos paises,
sendo a percepcao das limitagdes da medicina convencional e a questédo financeira
alguns dos motivos pelos quais a busca por alternativas vem crescendo no mundo
(ZENI et al., 2017). A publicacdo das Portarias n° 971, de 03 de maio de 2006 e n°
1.600, de 17 de julho de 2006, pelo Ministério da Saude, marcaram a utilizacdo das
Préaticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Satde (SUS),
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estimulando o uso da medicina tradicional, da homeopatia e da fitoterapia,
fortalecendo as iniciativas de saude ja existentes no Brasil (BRASIL, 2006).

Uma das plantas utilizadas como fitoterdpico € o Capim Lim&o (Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf) devido a seus efeitos ansioliticos e antioxidantes, além de ser
eficaz também no tratamento de ins6nia e problemas digestivos (BETT, 2013;
COSTA et al., 2019). Praticamente em todos 0s paises tropicais ha o cultivo dessa
planta que é originaria da india, onde € utilizada principalmente como cha e no
Estado do Parand € uma das principais plantas cultivadas com fim medicinal e
aromatico (GOMES; NEGRELLE, 2015).

Para garantir suas propriedades medicinais € necessario que o produto
tenha qualidade e pureza, sendo livre de contaminacdo quimica e microbiolégica,
uma vez que seu cultivo e manejo de forma adequada interferem na sua eficacia
(COSTA et al.,, 2019). Dessa forma, o mercado tem forcado as empresas a
implantarem politicas de gestdo da qualidade para satisfazer aos seus
consumidores, utilizando das boas préaticas de fabricacdo como ferramenta para se
obter padrédo de qualidade na producdo de alimentos em geral, uma vez que a
qualidade dos produtos da industria alimenticia esta relacionada com a saude e
seguranca alimentar (VERONEZI; CAVETAO, 2015; NOGUEIRA; DAMASCENO,
2016).

O presente trabalho avaliou a qualidade microbiolégica e fisico-quimica de
amostras de Capim Lim&o (Cymbopogon citratus (DC.) cx Stapf) coletadas in natura,
na industria (desidratado) e em trés pontos de venda a granel (desidratado) da
cidade de Curitiba — PR.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 DOENCAS VEICULADAS POR ALIMENTOS

Alves (2012) aponta que aproximadamente 1,8 milhdes de pessoas morriam
anualmente devido a diarreias associadas a agua e alimentos contaminados, sendo
as criancas as mais prejudicadas. Estima-se que 30% da populacdo dos paises
industrializados sofram de doencas veiculadas a alimentos e que doengas como a
gripe aviaria, salmoneloses (SHINOHARA et al.,, 2008) e parasitoses (CUNHA,
AMICHI, 2014) trouxeram a tona a necessidade de controle microbiano na industria
alimenticia, enquanto que em 2019, segundo a FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) mais de 600 milhdes de pessoas adoeceram e
cerca de 420 mil pessoas morreram por doencas ligadas a alimentos. Essa reducao
deve-se aos avancos tecnolégicos e de métodos de processamento que aumentam
a seguranca alimentar e melhoram a nutricdo, subsisténcia e comércio (FAO, 2019).

Dentre as espécies de microrganismos causadores de doencas alimentares
tem-se a Escherichia coli, bactéria que habita o trato intestinal humano e de outros
animais, sendo provavelmente o patégeno humano mais importante (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2015). Existem diversas cepas de E. coli e a maioria é inofensiva,
porém ha as cepas de STEC — E. coli produtoras de toxina de Shiga, também
conhecidas como E. coli enterohemorragica — que causam colicas abdominais
severas e forte diarreia com presenca de sangue, além de febre e vomitos. Em
pessoas mais vulneraveis a infeccdo pode se agravar numa Sindrome Hemolitica
Urémica (SHU), levando a uma faléncia renal aguda, anemia hemolitica e a reducéo
do numero de plaquetas no sangue (trombocitopenia), prejudicando a coagulacéo
sanguinea (ANS, 2011).

Bactérias do género Salmonella spp. também causam doencas alimentares.
Sdo bastonetes Gram-negativos, anaerébicos facultativos, ndo formadores de
esporos e oxidase negativas que também habitam o trato intestinal humano e de
outros animais e sdo causadoras da salmonelose ou gastrenterite (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2012). Os fatores de viruléncia das Salmonella estéo relacionados a
estruturas presentes na bactéria, como as fimbrias, envolvidas no processo de
adesdo das células aos diferentes tecidos epiteliais, a proteinas bacterianas
envolvidas nas respostas secretoras e inflamatorias das mucosas (ou que conferem

resisténcia a reagbes enzimaticas que ajudam na resposta imunoldgica) e aos
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lipopolissacarideos (LPS) também relacionados a resisténcia bacteriana (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2015). Os sintomas de infeccdo por Salmonella vado desde diarreia,
cOlicas abdominais e febre a febre alta, dores de cabeca, letargia, erupcdes

cutaneas e em alguns casos pode ser fatal (FDA, 2019).

2.2 FUNGOS EM ALIMENTOS

Fungos sao utilizados como alimentos desde tempos remotos, tendo sua
importancia nutricional reconhecida no mundo todo, uma vez que cogumelos como o
Agaricus bisporus (champignon) e Lentinula edodes (shitake) sdo ricos em
proteinas, carboidratos e minerais (ATILA; OWAID; SHARIATI, 2017;
JAYACHANDRAN; XIAO; XU, 2017). Podem também ser utilizados na producéo de
alimentos e bebidas, como a levedura Saccharomyces cerevisiae, empregada na
fermentacao de pées e cervejas (PARAPOULI et al., 2020).

Diversos fungos também podem ser encontrados como contaminantes em
alimentos, e sua pesquisa é importante devido ao fato de que alguns produzem
micotoxinas e colonizam os alimentos durante os periodos de pré-colheita, colheita e
armazenamento. As micotoxinas sdo produzidas por fungos filamentosos, como
Aspergillus spp. e Penicillium spp., e podem ter diversos efeitos graves em humanos
e outros animais, se ingeridas, como hemorragias intestinais e renais, tumores
renais, tumores hepaticos, edemas cerebral e pulmonar e abortos (SOARES;
ABRUNHOSA; VENANCIO, 2013). Russomano et al. (2015) encontraram diversas
espécies de fungos fitopatogénicos e produtores de micotoxinas em amostras de
temperos como acafrao, alecrim e manjericao; e em chas como boldo, camomila e
capim liméao, tendo como representantes os géneros Aspergillus, Fusarium, Mucor,
Penicilium, Trichoderma, Cladosporium e Rhizopus. No entanto, a presenca do
fungo néo significa necessariamente a presenca de micotoxinas, pois para serem
produzidas dependem de condicOes favoraveis de umidade, temperatura, pH e
composic¢ao quimica do alimento (MAZIERO; BERSOT, 2010).

As espécies de Aspergillus se dispersam por diversos tipos de substratos,
inclusive em alimentos, comumente como agentes degradantes, devido ao fato de
secretarem uma ampla gama de enzimas como amilases, xilanases e pectinases.
Algumas espécies como A. niger e A. flavus sdo produtoras de micotoxinas, como
aflatoxinas e ocratoxinas (KRIJGSHELD et al., 2013; BHALLA et al., 2019).
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Fusarium é um género cosmopolita de fungos ascomicetos filamentosos e
inclui muitos patdgenos de plantas. S&o produtores de toxinas como tricotecenos e
fumonisinas que contaminam principalmente graos, tornando-os inadequados para a
alimentacao (MA et al., 2013; BHALLA et al., 2019).

Os fungos do género Mucor sao encontrados em vegetais frescos e secos,
cereais, graos e frutas e geralmente ndo sao patégenos humanos, porém diversas
enzimas sdo produzidas, como lipases e amilases, responsaveis pela degradacao
dos alimentos. Em contrapartida, algumas espécies possuem atividade micorrizica,
facilitando o crescimento de plantas em ambientes contaminados com metais
pesados, atuando como biorremediadores (DOMKA et al., 2019; BOTHA; BOTES,
2014).

Outro género de fungos produtores de micotoxinas é o Penicillium, que pode
estar presente em diversos substratos como solo, madeiras e sementes e no
ambiente possuem papel importante como recicladores da matéria organica. Podem
afetar os humanos de diferentes formas, causando a degradacdo de alimentos,
alergias e infeccdes, mas também sédo utilizados de maneira benéfica, produzindo
outros metabdlitos secundarios como antibidticos, antioxidantes, inseticidas,
fungicidas e enzimas (TERRASAN, 2007; SILVA et al., 2010).

Trichoderma spp., fungos de vida livre presentes em solos de regibes
tropicais e temperadas, sdo decompositores de matéria organica, colonizam a
rizosfera e melhoram a saldde das plantas, agindo como indutores de resisténcia
contra doencas que atingem as plantas e melhorando seu crescimento. Sao muito
estudados por sua acdo biopesticida, fertilizante e inoculante de solo, sendo
vendidos comercialmente para utlizagdo em compostos (BRITO; MILLER,;
STADNIK, 2010; MACHADO et al., 2012).

Cladosporium spp. sdo endofitos comuns e sao conhecidos por serem
patdgenos de plantas, causando lesfes foliares, comumente associados também a
degradacéo de alimentos. Em humanos séo frequentemente associados a infec¢des
cutaneas, pela propriedade de digerir proteinas da epiderme, e também a rinite e
asma alérgica (MENEZES et al., 2017).

Fungos do género Rhizopus podem causar doencas em plantas e séo
degradadores de alimentos, mas também sao utilizados na industria como agentes

fermentadores e na industria farmacéutica como produtores de remédios ou
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catalisadores da producao de drogas. Como patégeno humano também pode causar
a mucormicose (ZHENG et al., 2007).

2.3 ATIVIDADE MICROBIANA DEGENERATIVA DE ALIMENTOS

Além de causarem doencas alimenticias, Huss (1993) relata que um quarto
do suprimento de alimento mundial € descartado unicamente pela atividade
microbiana e FAO (2021) mostra que a quantidade de alimentos descartados chega
a 931 milhdes de toneladas. Porte e Maia (2001) citam modificacbes bioquimicas
como escurecimento, alteragcdes na textura original e producdo de odores como
sendo os responsaveis por essa perda. Os microrganismos utilizam os alimentos
como fontes de nutrientes e causam essas alteracdes, que muitas vezes nao sao
visiveis, o que pode fazer com que os alimentos cheguem ao consumidor final
(BAPTISTA; VENANCIO, 2003). A cadeia produtiva de alimentos é complexa,
passando desde o plantio, distribuicdo e a chegada ao consumidor final e, mesmo
com todas as técnicas de conservacao disponiveis, é necessario um maior nivel de
profissionalizacdo, reduzindo assim a taxa de desperdicio (PINTO; LANDGRAF;
FRANCO, 2018).

2.4 O CAPIM LIMAO

O capim limdo é uma planta herbacea de folhas estreitas, longas, agudas e
asperas, pertencente a familia Poaceae, também conhecida como familia das
gramineas, e formam arbustos de até 3m de altura. Seu nome, C. citratus deriva do
grego, em que Cymbopogon significa Kymbe (barco) e Pogon (barba), se referindo
as suas flores, e citratus deriva do latim, significando folhas com odor de limao
(NEGRELLE; GOMES, 2007).

A planta € muito comercializada para a producéo de Oleos essenciais, onde
0S compostos citral e monoterpenos sdo 0S componentes majoritarios, e Sao
utilizados na industria farmacéutica para a sintese de compostos como a vitamina A.
O citral possui propriedades antimicrobianas, inibidor do crescimento de Fusarium
oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides, Bipolaris sp. e Alternaria alternata,
fazendo util o uso do dleo essencial na fruticultura como controle de doencas no pos
colheita de frutos de maracuja (GUIMARAES et al., 2011; MOURA et al., 2016).
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Dalmolin, Persel e Cruz-Silva (2012) apresentam a reducédo do padrao germinativo
de sementes de picdo preto — planta invasora em culturas anuais e perenes — pelo
uso do extrato de capim limdo, e sugerem seu uso como alternativa ao uso de
herbicidas sintéticos, e Agnolin, Olivo e Parra (2014) ainda mostram como o uso do
0leo essencial de capim liméo pode beneficiar a producéo agropecuaria através do
controle de infestacBes por carrapatos em bovinos leiteiros.

A planta possui alguns efeitos terapéuticos como agao favorecedora da
digestdo géstrica, analgésica, previne a ocorréncia de espasmos no estémago,
intestino, Utero e bexiga, além de possuir acdo calmante e é frequentemente
utilizada sob a forma de infusdo, apresentando aroma e sabor agradaveis (ZANETI;
DUARTE, 2004; LORENZI, 2008).

2.5 NORMAS E PADROES DE CONTROLE

A ANVISA ¢é a responsavel por estabelecer normas e padrdes de controle
com a finalidade de garantir a seguranca e a qualidade dos alimentos. Com relacao
aos microrganismos pesquisados nesse trabalho, a RDC 331/2019 e a IN 60/2019
apresentam os padrfes de aceitacdo em que Salmonella deve ser totalmente
ausente e E. coli tem um limite maximo de 102 UFC/g. Bolores e leveduras sao
pesquisados apenas para alguns alimentos, como frutas secas, desidratadas ou
liofilizadas, raizes, nozes, améndoas e sementes comestiveis, por exemplo. Para o
Capim limdo ndo ha esse padrdo por se enquadrar na categoria de cha. A
justificativa € de que o foco da ANVISA é a saude publica, sendo categorizados
apenas microrganismos patogénicos ou indicadores de falhas de processamentos,
nao tendo como foco os organismos relacionados a deterioracdo dos alimentos, 0s
quais sao analisados apenas em produtos em que ndo ha a probabilidade de

crescimentos de outros indicadores (ANVISA, 2021).
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAIS

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a contaminagdo microbiana de
amostras de chas de capim liméo (C. citratus), analisando as seguintes formas de
apresentacao do produto:

In natura: produto analisado logo ap6s a colheita, sem passar por nenhum
tipo de tratamento quimico ou térmico;

Da industria: produto coletado da industria depois de passar por tratamento
térmico (dessecacao) e antes de passar por processamento e classificacéo;

Do comércio: produto coletado do comércio, desidratado, pronto para ser
vendido a granel para o publico em geral.

3.2 ESPECIFICOS

. Pesquisar a presenca de Escherichia coli e Salmonella sp., visando
detectar se as amostras testadas estdo em conformidade com a RDC 331/2019 da
Anvisa;

. Realizar a contagem de microrganismos aerobios mesofilos presentes
nas amostras;

. Fazer a contagem de bolores (fungos filamentosos) e leveduras
presentes nas amostras;

. Isolar, caracterizar e identificar os fungos filamentosos presentes nas

amostras.
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4 METODOLOGIA
4.1 MATERIAIS

Para realizacao das analises foram utilizados os seguintes materiais:

. Balanca semi-analitica para pesar as amostras;

. Proveta de vidro para mensurar a quantidade de caldo utilizado em
cada amostra;

. Sacos estéreis para realizar a pesagem e diluicdo das amostras;

. Bico de Bunsen para manter uma zona estéril e esterilizar as alcas
utilizadas;

. Micropipeta mecéanica monocanal de volume fixo 100uL para transferir
a diluicdo para os meios de cultura;

. Alca de Drigalski para realizar o espalhamento das colbnias nas placas
de cultura;

. Alca de niquel cromo para transferir as colénias de Salmonella para o
meio de cultura,;

. Estufa microbiolégica para manter a temperatura de incubacédo de
32,5°C + 2,5°C, favorecendo o crescimento microbiano;

. Estufa micoldgica para manter a temperatura de incubacéo de 22,5°C +
2,5°C, favorecendo o crescimento flngico;

. Autoclave para descontaminagao de materiais;

. Kit Bactray 1 para a identificacdo bioquimica das bactérias;

. Microscopio Optico para identificacdo fangica.

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

A erva Capim Limao (C. citratus) foi avaliada em trés fases da cadeia
produtiva: in natura (antes da entrada para producdo), desidratada (durante o
processo de producéo) e desidratada (no comércio varejista). Foram coletadas duas
amostras do produto in natura, com uma sendo colhida fresca e outra do comércio,
uma amostra do produto da industria e trés amostras do comércio varejista de
Curitiba, PR. O plano de amostragem foi feito conforme a RDC 331/2019, que
permite a utilizacdo do método descrito na Farmacopéia Brasileira 62 edicdo: para

guantidades inferiores a 10 kg deve ser recolhido no minimo 125 g de amostra.
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Para cada amostra foram realizadas as analises de Escherichia coli,
Salmonella sp, contagem total de aerdbios mesoéfilos e bolores e leveduras,

conforme descritas na Farmacopeia brasileira 62 edig&o.

4.3 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas e acondicionadas em embalagens plasticas em
temperatura ambiente e transportadas até o Laboratério de Microbiologia e Biologia
Molecular (LabMicro) do Departamento de Patologia Basica da Universidade Federal
do Parana, onde foram analisadas considerando a quantidade de material estranho,
porcentagem de umidade, porcentagem de cinzas totais, contagem do numero total
de microrganismos aerdbios mesdofilos, contagem de bolores e leveduras e presenca

de E. coli e Salmonella sp. As analises foram feitas em duplicata.

4.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS
4.4.1 Material estranho

A analise de material estranho foi feita conforme metodologia descrita na
Farmacopéia Brasileira 62 edi¢cdo, espalhando a amostra em camada fina sobre
superficie plana e separando, manualmente os materiais estranhos ao produto,
inicialmente a olho nu e, em seguida, com auxilio de lente de aumento (cinco a dez
vezes). O material separado foi pesado e a porcentagem de matéria estranha foi

determinada com base no peso da amostra submetida ao ensaio.

4.4.2 Umidade

Para essa andlise ha trés pesagens: cadinho calcinado, cadinho com
produto e cadinho com produto dessecado. O cadinho previamente calcinado foi
pesado (P1), entdo foram transferidos de 2 a 5 gramas de produto para ele e foi
pesado novamente (P2). ApGs a pesagem o cadinho foi transferido para uma estufa
de secagem, onde foi mantido por 5 horas a 105°C, até peso constante. Apds esse
periodo o cadinho foi acondicionado num dessecador até esfriar, e entdo pesado
novamente (P3) e foi feito o céalculo de porcentagem de umidade, conforme a

férmula a seguir:
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(P2—P3)\

100
P4

% UMIDADE =

P1 = peso do cadinho vazio, em g;
P2 = peso do cadinho contendo a amostra antes da dessecacéo, em g;
P3 = peso do cadinho contendo a amostra apos a dessecagédo, em g;

P4 = peso da amostra, em g (P2 — P1).
4.4.3 Cinzas totais

Para essa andlise ha trés pesagens: cadinho calcinado, cadinho com
produto e cadinho com produto dessecado. O cadinho previamente calcinado foi
pesado (P1), a balanca foi tarada, entdo foram transferidos 3 gramas de produto
para ele e foi pesado novamente (P2). Apés a pesagem o cadinho foi transferido
para a mufla onde foi mantido por 30 minutos a 200°C, 60 minutos a 400°C e 90
minutos a 600°C, até peso constante. Apos esse periodo o cadinho foi
acondicionado num dessecador até esfriar, e entdo pesado novamente (P3) e foi

feito o calculo de porcentagem de cinzas, conforme a formula a seguir:

(P3 — P1)
% CINZAS = (~——-—) x 100

P1 = peso do cadinho vazio, em g.
P2 = peso da amostra, em g.
P3 = peso do cadinho contendo a amostra apos a incineracao em mufla, em g.

4.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Cada amostra teve 10g do produto transferido para um saco estéril onde
foram adicionados 90mL de Caldo TSB (triptona de soja), uma base nutricional que
suporta o crescimento de uma grande variedade de microrganismos anaerébicos,

aerdbicos facultativos e fungos, para fazer sua diluicdo e enriquecer a amostra.
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4.5.1 Contagem total de microrganismos aerébios mesofilos

Para essa analise foi transferido 0,1mL da diluicdo, logo ap6s a suspenséo,
utilizando a pipeta monocanal de volume fixo, para a placa de Agar TSA (Triptic Soy
Agar), sendo espalhado por toda a placa com a alca de Drigalski e entdo incubada
na posicao invertida em estufa microbioldgica durante 24h na temperatura de 32,5°C

* 2,5°C. Processo realizado em duplicata.

4.5.2 Contagem de bolores e leveduras

Para essa analise foi transferido 0,1mL da diluicdo, logo apds a suspenséo,
utilizando a pipeta monocanal de volume fixo, para a placa de Agar Sabouraud-
dextrose, sendo espalhado por toda a placa com a alca de Drigalski e incubada na
posicdo normal em estufa micologica durante 4 dias na temperatura de 22,5°C +

2,5°C. Processo realizado em duplicata.

4.5.3 Pesquisa de Escherichia coli

Para essa analise foi transferido 0,1mL da diluicédo, logo apds a suspensao,
utilizando a pipeta monocanal de volume fixo, para a placa de Agar MacConkey,
sendo espalhado por toda a placa com a alca de Drigalski e incubada na posi¢cao
invertida em estufa microbioldgica durante 24h na temperatura de 32,5°C + 2,5°C.

Processo realizado em duplicata.

4.5.4 Pesquisa de Salmonella sp.

Para essa analise foi transferido 0,1mL da diluicdo, apos incubacdo em
estufa microbiologica por 24 horas, utilizando a pipeta monocanal de volume fixo,
para o caldo Rappaport Vassiliadis para enriguecimento da amostra e acondicionada
em estufa microbiolégica durante 24h na temperatura de 32,5°C + 2,5°C. Apds esse
periodo foi realizada a semeadura na TRIPLACA (Agar Verde Brilhante, XLD e
Salmonella cromogénico) com a alca de niquel cromo, fazendo estrias simples do

meio menos seletivo para 0 mais seletivo e incubada na posicao invertida em estufa
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microbiolégica durante 24h na temperatura de 32,5°C + 2,5°C. Processo realizado

em duplicata.

4.5.5 Contagem das colbnias

O resultado de todos os testes foi 0 nimero de col6nias multiplicado por 102,
sendo 10 (fator de diluicdo 10:1 utilizado) X 10 (fator de corre¢cdo em decorréncia do

volume utilizado na semeadura) e o resultado obtido foi em UFC/g.

4.6 IDENTIFICA(}AO DOS MICRORGANISMOS
4.6.1 Identificacdo de bactérias por testes bioquimicos

Apos a finalizacdo das andlises e a leitura das placas foi realizada a

identificacdo dos microrganismos, realizando testes bioquimicos para as bactérias e

utilizando a técnica do microcultivo para os fungos.

Figura 1 - Teste bioquimico Bactray 1 com os frascos dos reagentes.

Fonte: Imagem do autor (2021).

Os testes bioquimicos foram realizados utilizando o Sistema Bactray 1, que
é destinado a identificagdo de bacilos Gram-negativos com oxidase negativa,
fermentadores ou ndo de glicose. Nesse sistema séo realizados 0s seguintes testes:
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ATIVIDADE DA R-GALACTOSIDASE (ONPG) - a hidrolise da beta-
galactosidase (o-nitrofenol-R-galactosideo) para galactose na presenca do o-
nitrofenol desenvolvendo coloracdo amarela.

ARGININA (ADH) - arginina dehidrolase transforma a arginina em citrulina e
amonia. Isto ocasiona uma elevacdo do pH do sistema com a consequente mudanca
do indicador de amarelo para puarpura.

LISINA (LDC) - lisina descarboxilase transforma a lisina num composto
bésico de amina primaria (cadaverina) e CO2. Esta amina produz uma elevacédo do
pH do sistema com a consequente mudanca do indicador de amarelo para puarpura.

ORNITINA (ODC) - ornitina descarboxilase transforma a ornitina num
composto basico de amina primaria (putrescina) e CO2. Esta amina produz uma
elevacédo do pH do sistema com a consequente mudanca do indicador de amarelo
para purpura.

TIOSSULFATO DE SODIO (H2S) - o sulfeto de hidrogénio é produzido pela
hidrélise enzimatica do tiossulfato. Na presenca do citrato férrico forma um
precipitado negro.

UREIA (URE) - a urease hidrolisa enzimaticamente a ureia com producao de
amonia e COo.

VOGES-PROSKAUER (VP) - este é um teste para verificacdo da producao
de acetoina, produto este intermediario da degradacao da glicose. Sua presenca é
indicada pela cor vermelha ou rosa, formada pela reacdo do complexo hidréxido de
potassio e alfa naftol.

L-FENILALANINA (PD) - a desaminacdo da fenilalanina, produzida pelo
acido fenil piravico, forma uma cor verde na presenca de cloreto férrico.

REACAO DE INDOL (IND) - a metabolizag&o do triptofano pela triptofanase
resulta na producéo de indol formando um complexo de cor rosa ou vermelho com o
reagente de Kovac's.

CITRATO DE SODIO (CIT) - consiste na utilizacdo de citrato como Gnica
fonte de carbono, o qual quando metabolizado, resulta num produto alcalino de

coloracdo azul ou verde azulado.
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4.6.2 Identificagcao fangica

Apbs o crescimento fungico em agar Sabouraud Dextrose, os fungos foram
inspecionados e repicados isoladamente em Agar BDA e ap6s o periodo de
incubacdo foram analisados visualmente para descricdo da macromorfologia ou
morfologia colonial, que considera caracteristicas como cor, aspecto, tipo de
crescimento, producdo de pigmentos, entre outras.

Em seguida, foi realizado o microcultivo para observacdo da
micromorfologia, com metodologia descrita por Kern e Blevins (1999). Dois cubos de
Agar Batata Dextrose (BDA) foram depositados em uma placa de Petri com laminas
de vidro esterilizadas. O micélio fungico foi inoculado com a al¢a de niquel-cromo
nas bordas dos cubos e, em seguida, cobertos com uma laminula esterilizada. Para
manter a umidade dentro da placa e facilitar o crescimento fungico foi colocado um
pedaco de algoddo embebido em agua destilada esterilizada e entdo a placa foi
mantida por 7 a 14 dias em estufa microbiolégica a 28°C. A leitura ocorreu em duas
etapas, com 7 e 14 dias de incubagcdo. Uma das laminulas foi retirada com uma
pinca e colocada sobre uma lamina com uma gota de lactofenol de Aman, para ser
observada ao microscoépio, visando identificar as estruturas de reproducéo do fungo.
Esse processo foi repetido no 14° dia de incubacao e os fungos que nédo produziram
estruturas reprodutivas foram classificados como Mycelia sterilia (CALUMBY et al.,
2019; KANIA, 2004).

4.7 Descarte das amostras e materiais

Os meios de cultura e sacos estéreis, depois de utilizados, foram
acondicionados num saco de autoclave e os tubos de ensaio com meio enriquecido
em outro, de modo a facilitar o descarte. Ambos os itens foram autoclavados, a fim
de eliminar a contaminacdo microbiana, por 20 minutos a 121°C (1,01 bar) e
somente apoOs a autoclavagem o saco de autoclave com os meios de cultura e sacos

estéreis foi descartado e os tubos de ensaio foram lavados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises sensoriais

O capim limdo tem suas caracteristicas intrinsecas, as quais devem ser
mantidas no produto durante todo o processo, desde a colheita até a venda direta ao
consumidor final e até a sua validade. Tais caracteristicas, segundo a Farmacopéia
Brasileira, sdo: coloragéo verde-claro a verde-grisaceo, odor caracteristico de citral e
sabor caracteristico. Todas as amostras apresentaram essas caracteristicas,
demonstrando que o produto ndo sofreu grandes alteracfes durante o processo de

secagem e armazenamento.

Figura 2 - Amostras de C. citratus in natura e na embalagem de venda.

LEGENDA: A — amostras in natura; B — amostra da inddstria; C,D e E — amostras do comércio a
granel.

Fonte: Imagem do autor (2021).
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5.2 Andlises fisico-quimicas

Segundo a Farmacopeia Brasileira 62 edicdo, o capim limao deve apresentar
uma quantidade de matéria estranha inferior a 1% da amostra total, enquanto
segundo a RDC 14/2014, deve apresentar menos que 75 fragmentos de insetos
indicativos de falhas das boas praticas (ndo considerados indicativos de risco) em 25
g de amostra, 1,5% de areia ou cinzas insolluveis em acido e 5 4caros mortos em 10
g de amostra. Nenhuma das amostras apresentou qualquer material estranho.

Para umidade, o limite imposto pela RDC 272/2005 é de 12% para produtos
de vegetais desidratados, sendo respeitado por todas as amostras desidratadas,
excetuando-se as amostras in natura, conforme destacado na Tabela 1 - Resultados
das andlises fisico-quimicas.

N&o ha nenhuma legislacdo especifica para cinzas totais e, dessa forma, foi
utiizado como parametro o limite imposto pela monografia da Farmacopeia
Brasileira 62 edicdo, que € de no maximo 9%. Nenhuma das amostras teve como
resultado valor maior do que o especificado, porém duas amostras chegaram a
valores proximos ao limite, conforme destacado na Tabela 1 - Resultados das

analises fisico-quimicas.

Tabela 1 - Resultados das analises fisico-quimicas.

Amostras Local de coleta Material Estranho Umidade (%) Cinzas totais
(%)
Amostra 1 In natura Nao encontrado 75,4 2,6
Amostra 2 In natura Nao encontrado 62 2,1
Amostra 3a IndUstria Nao encontrado 11,6 6,7
Amostra 3b IndUstria Nao encontrado 11,5 6,9
Amostra 4a Comércio 1 Nao encontrado 9,7 8,8
Amostra 4b Comércio 1 Nao encontrado 9,6 8,7
Amostra 5a Comércio 2 Nao encontrado 12 8,7
Amostra 5b Comércio 2 Nao encontrado 9,7 9
Amostra 6a Comércio 3 Nao encontrado 9,2 6,5
Amostra 6b Comércio 3 Nao encontrado 83 6,5

Fonte: O autor (2021).

5.3 Andlises microbiolbgicas

A metodologia das analises foi feita conforme descrito na Farmacopeia
Brasileira 62 edicdo em conjunto com a RDC 331/2019 e IN 60/2019, que fornecem
os limites microbianos para alimentos. Segundo a ANVISA, as analises de contagem

total de aerobios mesofilos e bolores e leveduras ndo se aplicam a todos os
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produtos, inclusive para chas (categoria em que o capim limdo se enquadra), com a

justificativa de que essas analises interferem apenas na durabilidade/degradacédo do

produto e, portanto, ndo ha limite microbiano para elas. Apesar disso, essas analises

foram incluidas no presente trabalho, pois a quantidade de organismos aerébios

mesofilos no produto possibilita verificar com qual facilidade um microrganismo

patogénico pode se proliferar no alimento e os bolores e leveduras podem estar

relacionados a presenca de micotoxinas.

A Tabela 2 - Resultados das analises microbioldgicas. apresenta os

resultados das analises microbioldgicas, apresentando em destague 0s maiores

valores para contagem total de aerdbios mesdfilos e contagem de bolores e

leveduras.
Tabela 2 - Resultados das analises microbiolégicas.

A Local de Comagem t.otal de | Contagem de Pesquisa de Pesquisa de

mostras microrganismos bolores e .

coleta . e E. coli Salmonella sp.
aer6bios mesoéfilos leveduras

Amostra 1 In natura 8,7x10* UFC/g 3,2x10* UFC/g Ausente Ausente
Amostra 2 In natura 6,4x10° UFC/g 7,3x10* UFCl/g Ausente Ausente
Amostra 3a IndUstria 1,3x10° UFCl/g 1x102 UFCl/g Ausente Ausente
Amostra 3b IndUstria 1,9x10° UFC/g 1x102 UFCl/g Ausente Ausente
Amostra 4a Comércio 1 5,7x10° UFCl/g 3,2x10* UFC/g Ausente Ausente
Amostra 4b Comércio 1 6,7x10° UFC/g 4,2x10* UFC/g Ausente Ausente
Amostra 5a Comeércio 2 2,2x10* UFC/g 1,6x10* UFC/g Ausente Ausente
Amostra 5b Comeércio 2 1,2x10* UFC/g 4x10* UFC/g Ausente Ausente
Amostra 6a Comeércio 3 2,8x10* UFC/g 2,1x10* UFCl/g Ausente Ausente
Amostra 6b Comércio 3 4,5x10* UFC/g 2x10* UFC/g Ausente Ausente

Fonte: O autor (2021).

Em nenhuma das amostras foi identificada a presenca de E. coli nem de

Salmonella sp.,

indicando que nao ocorreram falhas na higiene durante o

processamento nem de armazenamento dos produtos ou que essas bactérias nao

utilizam o produto como substrato.
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Figura 3 - Reverso de Agar MacConkey com as culturas bacterianas.

LEGENDA: A — agar com crescimento de colbnias incolores e meio com coloragéo amarelada,
indicando a néo fermentagéo de lactose; B — 4gar com crescimento de coldnias incolores e meio com
coloracdo avermelhada, indicando que houve fermentacéo de lactose; C e D— agar sem crescimento

bacteriano.

Fonte: Imagem do autor (2021).
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Figura 4 - Triplaca agar XLD, agar Verde Brilhante e agar Salmonella Cromogénico.

LEGENDA: A — agar salmonela cromogénico com crescimento de colbnias de coloragéo azul,
indicacdo negativa de Salmonella; B — &gar verde brilhante com col6nias amarelas e meio com
coloracdo amarelada, indicagédo negativa de Salmonella; C — agar XLD com coldnias de coloracéo
amarela e meio de coloracdo amarelada, indica¢éo negativa de Salmonella.

Fonte: Imagem do autor (2021).

Na contagem total de microrganismos aerébios mesdfilos, o valor mais alto
foi obtido na amostra 4b (comércio 1) com 6,7x10° UFC/g, seguido por amostra 2 (in
natura) com 6,4x10° UFC/g e amostra 4a (comércio 1) com 5,7x10°> UFC/g, todos
dentro dos parametros da farmacopeia brasileira de 107 UFC/g. Esses resultados,
apesar de estarem dentro dos parametros aceitaveis, indicam que ha condi¢cfes
favoraveis para que haja a proliferacdo de microrganismos, caso algum patégeno
entre em contato com os produtos.
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Figura 5 - Agar TSA com crescimento de coldnias néo filamentosas.

Fonte: Imagem do autor (2021).

Na contagem de bolores e leveduras, o valor mais alto foi obtido na amostra
2 (in natura) com 7,3x10* UFC/g, seguido por amostra 4b (comércio 1) com 4,2x104
UFC/g e amostra 5b (comércio 2) com 4x10* UFC/g. De todas as amostras, as
Unicas que tiveram contagens abaixo do limite farmacopeico de 10* UFC/g foram a
3a e 3b, ambas da industria. Esse resultado indica que o processo de dessecamento
que acontece antes da amostra ir para a industria gera uma diminuicdo da
guantidade de fungos, prevenindo o produto de ser degradado rapidamente e
melhorando seu tempo de prateleira. Porém, a alta quantidade de fungos encontrada
nas amostras poés-industria revela que ndo ha um cuidado com o manuseio e/ou
armazenamento do produto, uma vez que nao foi observada, em nenhum dos trés
pontos de comércio, a higienizagdo dos utensilios utilizados ou recipientes bem
fechados. Essa alta quantidade de fungos provavelmente afeta a estabilidade do
produto, uma vez que estes organismos agem como degradadores de matéria
organica, causando alteracdes que, se prolongadas, afetardo a qualidade do produto
(BAPTISTA; VENANCIO, 2003; ANVISA, 2021).
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Figura 6 - Agar Sabouraud com crescimento fangico ap6s incubagéo por 3 dias a temperatura de
22,5°C +2°C.

g
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LEGENDA: A — verso das placas contendo crescimento de fungos filamentosos; B — reverso das
placas contendo crescimento de fungos filamentosos.

Fonte: Imagem do autor (2021).

5.4 ldentificacdo dos microrganismos presentes nas amostras
5.4.1 Bactérias

Apoés a conclusédo das analises foi feita a identificacdo dos microrganismos
encontrados. Com o Bactray 1 foram encontradas as seguintes espécies bacterianas
(com a porcentagem de aceitacdo): Klebsiella oxytoca (99,94%) na amostra 1,
Klebsiella ozaenae (35,11%) na amostra 4, Yokenella regensburgei (84,55%) na
amostra 2, Hafnia alvei (64,51%) na amostra 4, Enterobacter asburiae (95,02%) na
amostra 4, Moellerella Wisconsiensis (34,21%) na amostra 5, Pantoea dispersa
(14,16%) na amostra 5, Cedecea neteri (48,05%) na amostra 6, Pseudomonas
luteola (23,3%) na amostra 6 e Providencia stuartii (88,37%) na amostra 6. Desses
organismos, pode-se salientar que somente K. oxytoca, Y. regensburgei, E. asburiae
e P. stuartii tiveram a porcentagem de aceitacdo alta, indicando que a identificacdo
foi feita corretamente.

Klebsiella oxytoca € uma bactéria Gram-negativa ndo mével que possui uma
capsula proeminente de polissacarideos que confere resisténcia aos mecanismos de

defesa do hospedeiro. Encontrada no intestino de humanos e animais, na agua, no
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solo e em plantas, € comumente associada a infec¢cdes oportunistas em pacientes
imunossuprimidos, prolongando a estadia nos hospitais devido a broncopneumonia,
infecgcdes no trato urindrio e septicemia (infecgdo generalizada), e vem ganhando
mais significAncia por desenvolver uma resisténcia a multiplas drogas (SINGH et al.,
2016; TRIVEDI et al., 2015; BRISSE; VERHOEF, 2001).

Yokenella regensburgei € uma bactéria movel, oxidase negativa e nao
fermenta lactose. Possui relevancia clinica desconhecida e poucos estudos sobre a
susceptibilidade a antibidticos foram executados, porém é semelhante
fenotipicamente a Hafnia alvei e Salmonella enterica, conhecidas por causar
infeccdes intestinais. E isolada principalmente em ambientes hospitalares, de urina,
feridas e fezes (STOCK et al., 2004; JAIN et al., 2013; LO; CHUANG,; LIN, 2011).

Enterobacter asburiae, bactéria Gram-negativa, anaerébia facultativa néo
esporulada, € considerada um biorremediador de solo devido a sua capacidade de
degradar xenobioticos, como pesticidas, além de possuir a capacidade de converter
acido férmico em hidrogénio (MARDANEH; DALLAL, 2016; AHEMAD; KHAN, 2010;
SHIN et al.,, 2007). Lau et al. (2013) afirma ainda que a presenca de E. asburiae
pode inibir em mais de 100 vezes o crescimento de Salmonella enterica e E. coli.

Providencia stuartii pode ser identificada por ser Gram-negativa e fermentar
manitol, além de utilizar citrato como fonte de carbono. E multirresistente a
antibiéticos, sendo um patégeno oportunista nosocomial e tem grande correlacéo de
infeccdo com a idade avancada, hospitalizacdo prévia e prévio tratamento com
antibioticos dos pacientes, sendo isolada principalmente de urina de pacientes que
utilizaram cateter urinario por longos periodos (TUMBARELLO et al., 2004; SIPAHI
et al., 2010).

Das bactérias identificadas, K. oxytoca foi encontrada por Gundogan e Avci
(2013) como patdgeno transmitido por alimentos de origem animal e Nyenje et al.
(2012) em tortas, batatas e vegetais vendidos em cafeterias de beira de estrada.
Mardaneh e Dallal (2016) isolaram E. asburiae em formula de leite infantil num
hospital no Ird, onde varios bebés foram contaminados; em contrapartida, Gong et
al. (2019) alegam que sua presenca em alimentos estocados pode servir como
agente limitador do crescimento de patdgenos fungicos produtores de toxinas.
Ababouch et al. (1991) comentam sobre a presenca de P. stuartii em sardinhas
armazenadas tanto em temperatura ambiente quanto em gelo e relacionam sua

producdo de histamina com intoxicacdo alimentar e Al-Gburi (2020) menciona sua
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presenca em leite de vaca cru vendidos no Iraque com intoxicacdes alimentares.
Somente Y. regensburgei ndo apresenta dados literarios relacionando sua presenca

em alimentos com infeccdo em humanos.

5.4.2 Fungos

Na identificacdo dos fungos foram encontrados exemplares dos géneros
Rhizopus, Mucor, Fonsecaea e exemplares Mycelia sterilia — fungos que nao
apresentam crescimento de estruturas reprodutivas, dificultando sua identificacéo.

A variedade fungica, apesar de ndo ser muito grande, tem a presenca de
trés fungos patogénicos:

Rhizopus (Figura 7 - Rhizopus sp. ap0s crescimento por 7 dias a 28°C em
agar BDA) apresenta crescimento rapido e tem como aspecto macroscépico a
textura algodonosa, coloracéo esbranquicada a amarronzada e reverso de coloracao
marrom amarelado e como aspecto microscopico a observacéo de hifas largas nédo
septadas, o formato arredondado, a coloragdo escura do esporangio e a presenca
de rizéides. Tem sua presenca indesejada por ser um agente degradador de
alimentos, conforme citado anteriormente, prejudicando a estabilidade e o tempo de
prateleira do produto. (ZHENG et al., 2007; PAULO, 2014; INUI; TAKEDA; lIZUKA,
1965; LONDONO-HERNANDEZ et al., 2017).
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Figura 7 - Rhizopus sp. apés crescimento por 7 dias a 28°C em agar BDA.

LEGENDA: A — Caracteristica macroscépica do fungo no verso da placa; B — Caracteristica
macroscopica do fungo no reverso da placa; C — caracteristica microscépica do fungo em 400x.

Fonte: Imagem do autor (2021).

Mucor também apresenta crescimento rapido, além de preenchimento
completo da placa e seu aspecto macroscopico apresenta colénia algodonosa com
superficie esbranquicada e pontos pretos e aspecto microscopico com hifas ndo
septadas, esporangios arredondados e coloragdo escura, semelhantes aos de
Rhizopus, porém sem a formacdo de rizdides. Também €& considerado um
contaminante comum, com presenca indesejada por sua acdo degradadora de
alimentos e pode causar a mucormicose, conforme mencionado por Paterson e Lima
(2017), onde relacionam sua presenga em alimentos cozidos, vegetais, queijo,
iogurte e soja com infecgdes em humanos imunossuprimidos (DOMKA et al., 2019;
BOTHA; BOTES, 2014; SNYDER; CHUREY; WOROBO, 2016; ALMEIDA, 2019;
FERNANDEZ et al., 2001).

Mucor e Rhizopus sédo fungos zigomicetos (Mucorales) causadores da
mucormicose, doenca que afeta a regido rinocerebral (quando inalados), a pele
(quando em contato com feridas) e regido gastrointestinal (quando ingeridas) de
pessoas imunodeprimidas, facilmente evoluindo para casos graves e gerando 6bitos
em cerca de 65% dos infectados (GALVAO et al., 2005; WITTIG et al., 1973,

XAVIER; KORN; GRANATO, 2004);
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Figura 8 - Mucor sp. apds crescimento por 7 dias a 28°C agar BDA.

LEGENDA: A — Caracteristica macroscopica do fungo; B — Caracteristica microscopica do fungo em
400x.

Fonte: Imagem do autor (2021).

Fonsecaea apresenta colonias filamentosas de coloragao cinza esverdeada
e em microscopia se apresenta com hifas septadas, coloracdo esverdeada e
conidios externos que, quando em tecido epidérmico, tem a capacidade de digerir
suas proteinas causando lesdes na pele, infeccdo chamada de cromoblastomicose.
A infeccdo pode ocorrer pela implantacdo de conidios e fragmentos de hifas
presentes em plantas, galhos, solo ou detritos, que aderem ao tecido epitelial em
feridas abertas - geralmente nas extremidades inferiores - e se diferenciam em
células esclerdticas, gerando placas verrucosas ou nodulos, que podem evoluir para
Ulcera. Outra possivel via de infeccdo é a inalacdo de esporos (ALVIANO et al.,
1991; SANTOS, 2009; CORREIA et al.,, 2010; MATTE et al., 1997; SILVA et al.,
1992; TORRES et al., 2010).

N&o foram encontrados dados na literatura relacionando sua presenca em
alimentos com infecces em humanos, entretanto, por ser um patégeno humano
importante, sua ocorréncia é motivo de preocupacao.
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Figura 9 - Fonsecaea sp. apds crescimento por 7 dias a 28°C agar BDA.

: g .

LEGENDA: A — Caracteristica macroscopica do fungo em agar BDA; B — Caracteristica macroscopica
do fungo em &gar DRBC; C — caracteristica microscopica do fungo em 400x.

Fonte: Imagem do autor (2021).

Mycelia sterilia € um grupo artificial que engloba os fungos filamentosos que
ndo produzem estrutura reprodutiva e, segundo COSTA (2003), a causa provavel é
por ndo estarem em associagdo com o0 hospedeiro. Neste trabalho foram
identificados quatro tipos de fungos, ilustrados na Figura 10 - Fungos , que nao
produziram estruturas reprodutivas, sendo que para trés deles (fungos B, C e D) ha
a possibilidade de que produzissem caso fossem crescidos por mais tempo ou em
outros meios de cultura. O fungo A, por sua vez, apresenta um micélio ténue e
esbranquicado e ndo ha indicios de formacdo de estruturas reprodutivas, sendo,

portanto, considerado como Mycelia sterilia.
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LEGENDA: A — Mycelia sterilia; B, C e D - Caracteristicas macroscdépica dos fungos que nao
apresentaram crescimento de estruturas reprodutivas.

Fonte: Imagem do autor (2021).

Em nenhuma das amostras foram encontrados os fungos conhecidos por
contaminarem alimentos armazenados, Aspergillus spp, produtor de aflatoxinas e
ocratoxinas, nem Penicillium spp, produtor de ocratoxina A, reponsavel por reducao
das func¢bes renais em humanos (PAULUS, 2021).

Segundo Santos et al. (2013), o consumo de alimentos contaminados com
fungos patogénicos, como os mencionados nesse trabalho, pode ser prejudicial ao
consumidor, dependendo da eficiéncia do seu sistema imune também da quantidade

de fungos presentes nesses alimentos.
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6 CONCLUSOES

¢ Nao foram encontradas contaminacgdes por E. coli e Salmonella (cumprindo o
exigido pela RDC 331/19 e IN 60/19), mostrando que o alimento foi
preparado utilizando-se as boas praticas de fabricacdo do produto

e Em relacédo aos cuidados de armazenamento do produto, somente a amostra
da indastria cumpriu os padrées microbiologicos para bolores e leveduras
estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira 62 edicéo.

e [Foram encontradas nas amostras as bactérias Klebsiella oxytoca (amostra
1), Yokenella regensburgei (amostra 2), Enterobacter asburiae (amostra 4) e
Providentia stuartii (amostra 6), relacionadas com intoxicacdes alimentares,
principalmente em hospitais.

e Os valores da contagem total de organismos aerébios mesdéfilos, apesar de
todas as amostras estarem dentro dos limites exigidos pela farmacopeia
brasileira 62 edicdo, sédo indicativos de baixa qualidade do produto, em que
se faz necessaria a adocdo das Boas Praticas de Fabricacdo tanto por
produtores, quanto pela indastria e pontos de comércio.

e Foram encontrados os fungos Fosecaea sp., Rhizoupus sp. e Mucor sp.,
todos capazes de causar algum tipo de infeccdo em humanos,
principalmente os imunossuprimidos. No entanto, apesar de ndao haver na
legislagdo um padréo para fungos em chas, € importante salientar que o
manuseio incorreto durante a colheita e o tratamento inadequado do produto
para venda, como o método de secagem, pode prejudicar a saude do

consumidor e a vida util do alimento.
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