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zona centro-sul da cidade de Manaus-AM

Danyelle da Cruz Lamongi?, Aurilene Cavalcante Nunes', Padla Silva Lima!, Fabiola Karla Rayol
Santana?, Raimundo Felipe da Cruz Filho®, Maria Francisca Simas Teixeira*, Salomao Rocha
Martim®

Resumo

A busca por uma alimentagdo mais saudavel tem incentivado o consumo de produtos alimenticios mais
saudaveis. Os cogumelos possuem elevado valor nutricional, sendo ricos em proteinas e outros biocompostos
promotores da salde humana. Entretanto, estes macrofungos quando comercializados na forma in natura
apresentam elevado grau de perecibilidade, podendo veicular doengas aos consumidores. Este trabalho teve
por objetivo realizar a analise microbioldgica e fisico-quimica de Pleurotus ostreatus comercializados na
zona centro-sul de Manaus-Am. Para avaliar a presenca de Salmonella sp. foram utilizadas as etapas de pré-
enriquecimento, enriquecimento em caldo seletivo e plaqueamento em meio seletivo diferencial. Os
coliformes a 45 °C foram quantificados de acordo com a Técnica do NUmero Mais Provavel. Os cogumelos
foram avaliados quanto as caracteristicas fisico-quimicas, pH e umidade. Na analise microbioldgica foi
verificado 100% de contaminacdo por Salmonella sp. Entretanto, as contagens para coliformes a 45 °C e
Escherichia coli estavam em acordo com normas preconizadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (RDC n°12/2001). Nas analises fisico-quimicas os valores de pH das amostras variaram de 7,72 +
0,08 a 5,86 + 0,04, enquanto que a umidade foi determinada na faixa 93,12 + 0,11 e 89,72 £+ 0,05. A
expressiva contaminacao de P.ostreatus por Salmonella sp. indica que estes cogumelos estdo em desacordo
com a legislacdo vigente e sdo necessarias melhorias no processo de produgdo, transporte e armazenamento
para garantir a seguranga alimentar dos consumidores.

Palavras-chave: coliformes, contaminagdo, macrofungo, Salmonella sp.

Microbiological and physico-chemical analysis of Pleurotus ostreatus commercialized in the
central-south zone of Manaus-AM city. The search for a healthier diet has encouraged the consumption
of healthier food products. Mushrooms have high nutritional value, being rich in proteins and other
biocomposites that promote human health. However, these macrofungi when commercialized in natura can
present a high degree of perishability that can cause diseases to consumers. This work aimed to perform the
microbiological and physico-chemical analysis of the mushroom Pleurotus ostreatus commercialized in the
central-south zone of Manaus-AM. To evaluate the presence of Salmonella sp. were used pre-enrichment
stages, selective broth enrichment and plating in a differential selective medium. Coliforms at 45 °C were
guantified according to the Most Probable Number Technique. The mushrooms were evaluated for physical-
chemical characteristics, pH and humidity. In the microbiological analysis was observed 100% of
contamination by Salmonella sp. However, the counts for coliforms at 45 ° C and Escherichia coli were in
agreement with the current Brazilian legislation (ANVISA-RDC n° 12/2001). In the physico-chemical
analyzes the pH values of the samples ranged from 7.72 + 0.08 to 5.86 + 0.04, while humidity was
determined in the range 93.12 + 0.11 and 89.72 £ 0.05. The significant contamination of P. ostreatus by
Salmonella sp. indicates that these mushrooms are in disagreement with current legislation and that
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improvements in the production, transport and storage process are required to ensure food safety for

consumers.

Keywords: coliforms, contamination, macrofungi, Salmonella sp.

1. Introducéo

Os fungos podem ser encontrados no ar, agua,
sementes, insetos, animais e em seres humanos. A
grande diversidade destes organismos pode ser
observada pelas diferentes estruturas macro e
microscopicas, além da capacidade de sintetizar
compostos bioativos com amplas aplicacdes
industriais. No Brasil sdo reconhecidas quase
6.000 mil espécies de fungos, distribuidas em
1.246 géneros, 102 ordens e 13 divisdes
(TAKAHASHI et al., 2017).

De acordo com os estudos de filogenia, 0s
fungos sdo divididos nos filos Chytridiomycota,
Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota,
Microsporidia, Glomeromycota, Ascomycota e
Basidiomycota (SPATAFORA et al., 2016;
TEDERSOO et al., 2018) O filo Basidiomycota é
constituido  pelos  fungos  superiores,  0sS
ascomicetos e os basidiomicetos, que em conjunto
ja foram descritas mais de 32.000 espécies
(BRONDZ, 2014). Entre os basidiomicetos, 0s
cogumelos tém se destacado por sintetizarem
metabolitos secundarios com atividade bioldgica,
como  0s  terpenos, acido  variegaético,
diboviquinona e esterdides. Além de suas
propriedades farmacoldgicas, estes fungos estdo
se tornando mais importantes na dieta humana
devido ao valor nutricional, relacionado com o0s
elevados quantitativos de proteina e baixo
contetdo de lipidios (OMOKARO e OGECHI,
2013; LIU et al., 2015).

A producdo de macrofungos comestiveis vem
crescendo gradativamente e estd disseminada em
varias regides, com destaque para os Estados Sao
Paulo e Parand, principais produtores brasileiros
(ANPC, 2019). No Brasil séo produzidas 12.000
toneladas de cogumelos in natura por ano, com
destaque para as espécies Agaricus bisporus,
Pleurotus spp., e Lentinula edodes que
representam 99,42% da produgdo nacional
(SILVA et al., 2018). De acordo com a ANPC
(2013) os brasileiros consomem 160 gramas de
cogumelos anualmente. Além de ser uma
atividade de grande relevancia econémica, na
produgdo de macrofungos podem ser utilizados
residuos agroindustriais, condicdo tecnoldgica que
minimiza o impacto ambiental gerado pelo
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descarte inadequado destes residuos (TSEGAYE e
TEFERA, 2017).

Pleurotus ostreatus (Shimeji) é um dos
cogumelos de maior importancia econdémica,
ambiental e industrial. O nome deste macrofungo
estd relacionado ao formato do corpo de
frutificacdo, com pileo semelhante a estrutura de
ostras (DEEPALAKSHMI e MIRUNALINI,
2014). O P. ostreatus possui sabor e propriedades
aromaticas Unicas, além de ser rico em proteinas,
fibras, carboidratos, minerais e vitaminas
(TOLERA e ABERA, 2017).

Apesar de P. ostreatus representar uma
alternativa de alimentagdo saudavel, estes
macrofungos quando frescos s&o altamente
pereciveis. Entre as alteracdes fisicas, quimicas e
sensoriais verificadas durante o processo de
degradacdo sdo citadas, a desidratacdo, perda de
peso, modificacbes na textura, no sabor, no aroma
e 0 escurecimento resultante da acdo enzimatica
(SAPATA et al, 2015). Além disso, a
contaminacao por micro-organismos reduz o valor
nutricional dos cogumelos e pode causar as
doengas transmitidas por alimentos (DTAS).
Dependendo da quantidade e espécie de micro-
organismo ingerido, concentracdo de toxina,
estado nutricional e idade, as DTAs causam
graves complicacdes, inclusive a morte do

consumidor  (FAZZIONI et al, 2013;
MONASTIER et al., 2013).
Considerando 0 consumo crescente de

cogumelos e a possibilidade destes macrofungos
transmitirem doencas graves, esta pesquisa teve
por objetivo avaliar a qualidade microbiol6gica de
Pleurotus ostreatus comercializados na zona
centro-sul da cidade de Manaus.

2. Material e Métodos

Para realizacdo desta pesquisa, foram
utilizadas 20 amostras de Pleurotus ostreatus
frescos embalados em bandejas de poliestireno, de
diferentes marcas e lotes, disponiveis para
comercializagdo. Estes foram adquiridos em sete
estabelecimentos comerciais da zona sul de
Manaus, codificados em ordem alfabética (A, B,
C, D, E, F e G). As embalagens danificadas ou
contendo cogumelos contaminados por fungos
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filamentosos foram excluidas. A quantidade de
amostras coletadas em cada estabelecimento
comercial foi: A (4), B(3), C(2), D(5), E(3), F (1)
e G (2). As coletas foram realizadas no periodo de
agosto a outubro de 2018. Apds aquisicdo, as
amostras foram acondicionadas em recipientes
térmicos e conduzidas aos laboratorios de
Microbiologia e Bromatologia da Faculdade
Estacio do Amazonas, para determinacdo das
analises microbiologicas e fisico-quimicas,
respectivamente.

A qualidade microbiolégica dos cogumelos
foi avaliada de acordo com as exigéncias da RDC
n° 12, de 02 de janeiro de 2001, seguindo as
metodologias descritas por SILVA et al. (2010).
Neste contexto, foram realizadas as contagens de
coliformes a 45 °C, Escherichia coli e avaliacdo
da presenca de Salmonella sp. A contagem de
coliformes a 45 °C foi determinada de acordo com
a Técnica do NUmero Mais Provavel (NMP). Para
a contagem presuntiva de coliformes, 25 g de
cogumelos foram homogeneizados em 225 mL de
agua peptonada 0,1% (p/v), correspondendo a
diluicdo 10, DiluigGes decimais 102 e 10 foram
preparadas com o mesmo diluente. Aliquotas de 1
mL de cada diluigdo foram inoculadas em trés
tubos com Caldo Lauril Sulfato contendo tubos de
Durhan invertidos e incubados a 35 °C por 24 a
48 horas. ApGs este periodo, dos tubos com
indicagdo de contaminacdo (turvos e com
producdo de gas), foi transferida uma algada para
tubos contendo caldo Escherichia coli (EC),
incubados a 45 °C, por 24 horas. Para
guantificacdo microbiana, os tubos considerados
positivos foram comparados com a Tabela do
NUmero Mais Provavel.

Para avaliacdo da presenca de Salmonella sp.
foi realizado 0 pré-enriquecimento,
homogeneizando-se 25 g de cogumelos com 225
mL de caldo de pré-enriquecimento que foi
incubado a 35 °C por 24 horas. Em seguida, foi
realizado o enriquecimento em caldos seletivos,
inoculando-se 1 mL do pré-enriquecimento em
tubos com 10 mL dos caldos Selenito-Cistina e
0,1 mL no caldo Rappaport, incubados a 35 °C
(24 horas) e 42 °C (24 horas), respectivamente,
em banho-maria. Apds incubacéo, foi realizado o
plagueamento seletivo diferencial em placas
contendo &gar Hektoen-Enteric (HE), &gar Xilose
Lisina Desoxicolato (XLD), agar Bismuto Sulfito
(BS), incubadas a 35 °C por 24 horas.
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Na determinacdo do pH, um quantitativo de 10
g de cogumelos foi pesado em um béquer e
diluido em 100 mL de &gua destilada. Esta
mistura foi agitada até que as particulas ficassem
uniformemente suspensas. O pH foi determinado
utilizando potenciémetro previamente calibrado
de acordo com as recomendagdes do fabricante.
Para avaliacdo do conteido de umidade foram
pesados cinco gramas de cogumelo em cadinho,
previamente tarado. Esta amostra foi aquecida
durante duas horas em estufa de circulacéo de ar,
a 105 °C. Apés resfriamento em dessecador, a
amostra foi pesada e a operacgéo de aquecimento e
resfriamento mantidos até obtencdo de peso
constante (IAL, 2008).

Os dados obtidos em todos os experimentos
foram submetidos a andlise de variancia e as
médias comparados pelo teste de Tukey (P < 0,05)
utilizando programa Minitab, versdo 18.0
(MINITAB, 2017).

3. Resultados e Discusséo

A andlise microbiol6gica é necessaria para
obter informagdes relacionadas a qualidade de
produtos alimenticios (ZWIETERING et al.,
2016). Neste contexto, para avaliar os riscos de
consumo de alimentos, sdo verificados presenca
de micro-organismos especificos, concentracéo e
capacidade de sintetizar toxinas (GILL, 2017).

Os resultados da analise microbiol6gica de
Pleurotus ostreatus comercializados na zona
centro-sul de Manaus estdo demonstrados na
tabela 1. Neste estudo foi verificado que 100 %
das amostras estavam contaminadas por
Salmonella sp., com valores variando de 17 x 102
a1l x 10%. KAMAL et al. (2011) verificaram 7 %
de contaminagdo por Salmonella sp. em
cogumelos ostra frescos vendidos em Dhaka,
capital do Blangadesh. AJAYI et al. (2014) e
KORTEI et al. (2014) ndo verificaram presenca
de Salmonella sp. em P. ostreatus. Os resultados
obtidos no presente estudo indicam que P.
ostreatus comercializados na capital amazonense
estdo em desacordo a RDC n° 12, de 02 de janeiro
de 2001 (BRASIL, 2001) que preconiza auséncia
de Salmonella sp. em 25g de amostra. A
contaminacdo de cogumelos por espécies de
Salmonella pode ocorrer devido a falhas nas
etapas de lavagem e corte dos macrofungos. Além
disso, para evitar a proliferacdo de micro-
organismos patogénicos, os cogumelos devem ser
mantidos sob a cadeia do frio, em condigOes de
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temperatura inferiores a 7 °C (SAPATA et al,,
2010).

O consumo de alimentos contaminados por
Salmonella sp. constitui um sério risco a salde
humana, pois estes micro-organismos causam
gastroenterite, septicemia e doencgas sistémicas
mais graves como a febre tiféide. Além disso, nos
altimos  anos cepas  multirresistentes  de
Salmonella sp. tém sido identificadas em
alimentos, resultando no aumento das taxas de
internacdo hospitalar e na morte de humanos
(FERNANDES et al., 2018).

Em apenas trés amostras (15%), foi verificada
a contaminacdo por coliformes termotolerantes e
E. coli. Entretanto, os valores de contagem
microbiana estdo de acordo com a legislagdo
brasileira. Resultados semelhantes aos
encontrados no presente estudo foram reportados
na literatura cientifica. KAMAL et al. (2010)
verificaram que 13% das amostras de P. ostreatus
estavam contaminadas por coliformes a 45 °C e
E.coli. Entretanto, AJAYI et al. (2014) e KORTEI
et al. (2015) ndo verificaram presenca de
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coliformes em amostras comerciais de P.
ostreatus. Na industria de alimentos, o grupo dos
coliformes é utilizado como indicador de
contaminacdo fecal (MARTIN et al., 2016). Entre
os coliformes, as E. coli tém sido pesquisadas
porque linhagens patogénicas destes micro-
organismos podem causar diarreias, colicas
abdominais, febre, edemas, hipertensdo, anemia,
doencas neuroldgicas e, em casos mais graves, a
morte de humanos (KIRANMAY et al., 2010).

Os casos de contaminacdo de alimentos por
Salmonella sp. em alimentos comercializados no
Brasil estdo relacionados com deficiéncias no
saneamento basico, condic¢des higiénico-sanitarias
precarias da maioria da populacdo e falta de
controle das Boas Praticas de Fabricagdo de
Alimentos (Neitzke et al 2017). Os resultados
obtidos no presente estudo indicam a necessidade
de um trabalho amplo de educagdo higiénico-
sanitaria dos produtores de cogumelos, além da
manutencdo refrigerada adequada destes produtos
alimenticios para evitar a contaminacdo
microbiana.

Tabela 1 — indices de contaminag&o microbioldgica de P.ostreatus comercializados na zona centro-sul de Manaus.

Estabelecimentos Amostras Anélises microbiolbgicas efetuadas
comerciais (n=20) Salmonella sp. Coliformes a 45°C E. coli
A Al 9 x 102 <3 Ausente
A2 8 x 102 3 4x10
A3 1 x 102 <3 Ausente
A4 9 x 102 <3 Ausente
B B1 9 x 102 <3 Ausente
B2 7 x 102 <3 Ausente
B3 1,5 x 102 3 5x10
C C1 8 x 102 <3 Ausente
Cc2 8 x 102 <3 Ausente
D D1 8 x 102 <3 Ausente
D2 6 x 102 <3 Ausente
D3 1 x 102 <3 Ausente
D4 12 x 102 <3 Ausente
D5 9 x 102 <3 Ausente
E El 12 x 102 <3 Ausente
E2 17 x 102 <3 Ausente
E3 17 x 102 <3 Ausente
F1 F1 17 x 102 <3 Ausente
G Gl 16 x 102 <3 Ausente
G2 6 x 102 3 6x 10
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Limites maximos estabelecidos pela Resolu¢do RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001):
Salmonella sp. = Auséncia/25g; Coliformes a 45°C = 2 x 10%; E. coli = 2 x 103

Na tabela 2 estdo demonstrados os resultados
de pH e umidade das amostras comercializadas na
zona centro-sul de Manaus. Os valores de pH
variaram de 7,72 + 0,08 a 5,86 + 0,04. SALES-
CAMPOQOS (2011) e ROY et al. (2015) verificaram
valores de potencial hidrogenidnico de 6,48 e
6,14, respectivamente, para P. ostreatus. Os
teores de umidade de P. ostreatus, no presente
estudo, variaram de 89,74% a 93,10%. DAS et al.
(2015) e ABEER et al. (2013), relataram teores de
umidade de 88,2% e 87,36%, respectivamente
para P. ostreatus. O potencial hidrogenidnico e a

umidade sdo fatores intrinsecos que influenciam
as caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e
microbioldgicas de produtos alimenticios. Em
alimentos com indices de pH acima de 4,5 e em
condicBes elevadas de umidade, tais como
observados nas amostras de cogumelo dessa
pesquisa, é favorecido o crescimento de bactérias
(RAWAT et al.,, 2015). Apesar de terem sido
detectadas algumas diferencas estatisticamente
significativas, todas as amostras apresentavam
condi¢bes de pH e umidade favoraveis a acéo
bacteriana.

Tabela 2 - Anélises fisico-quimicas de P. ostreatus comercializados na zona centro-sul de Manaus.

Estabelecimentos

. Amostras (n=20) pH Umidade (%)
comerciais
A Al 7,14 + 0,054 92,16 + 0,05°¢
A2 7,28 +0,08° 93,12 £ 0,11°
A3 6,78 + 0,10 91,13 + 0,109"
A4 6,96 + 0,05° 91,82 + 0,08%ef
B B1 6,72 + 0,08"9 92,85 + 0,05%P
B2 6,16 + 0,05 90,84 + 0,08"i
B3 7,42+ 0,10P 91,68 + 0,02
C C1 6,50 + 0,05" 91,24 £+ 0,109
C2 6,06 + 0,10' 92,12 + 0,04¢%¢
D D1 6,97 + 0,05° 92,09 + 0,10%9¢
D2 7,37+ 0,05° 92,80 + 0,042°
D3 6,66 + 0,029 92,92 + 0,05%°
D4 5,86 + 0,04™ 90,74 + 0,08
D5 6,76 + 0,08 92,24 +0,10°
E El 7,72 +£0,08% 91,80 + 0,108
E2 7,16 + 0,044 90,52 + 0,05/
E3 6,34 + 0,05 92,74 + 0,08°
F F1 6,37 £ 0,04 91,14+ 0,049"
G G1 6,51 +0,08" 91,82 +0,014¢f
G2 6,25 + 0,021 89,72 + 0,05%

Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente de acordo com o método de Tukey (P > 0,05).

4. Concluséo

Os P. ostreatus comercializados na zona
centro-sul de Manaus possuem elevada
contaminacdo por Salmonella sp. e estdo

improprios para o consumo humano. Nestes
macrofungos ha reduzida presenca de coliformes
a 45 °C e Escherichia coli. Os valores de pH e
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umidade de P. ostreatus favorecem a
contaminacdo por diferentes espécies de bactérias.
Os resultados microbiolégicos indicam possiveis
falhas no cultivo, na coleta, no transporte e
armazenamento de P. ostreatus e apontam para
necessidade de melhorias significativas no
processo de fabricacdo, como forma de evitar o
desenvolvimento das doencas transmitidas por
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alimentos nos consumidores de P. ostreatus
residentes em Manaus.
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