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Resumo

Foram avaliadas 195 amostras de 5 espécies de cogumelos frescos vendidos nos
supermercados e distribuidores da cidade de Campinas, SP para quantificar Bactérias
aerobicas mesodfilas, Enterobacterias, Bactérias acido lacticas, Bacterias psicrotroficas
e bolores e leveduras e presenca de Listeria monocytogenes. As contagens médias
variaram de 1,9 a 7,9 log CFU/g, sendo para Enterobactérias para shitake e
psicrotréficos para porto belo respectivamente. O cogumelo com maior carga
microbioldgica foi o Shimeji preto. Foi isolado Listeria monocytogenes de 1 (0.51%)
amostra de shimeji preto. Ambos cogumelos foram um meio ideal para o crescimento
da L. monocytogenes. A L. monocytogenes em 20 e 30°C em shimeji preto se multiplica
rapidamente, obtendo-se os resultados de e 0,141+0,001 e 0,282+0,032, ha uma
diferenca significativa (p < 0,05) para o crescimento dos cogumelos em 20 e 30°C, apos
esta faixa de temperatura ha uma redugdo na taxa e a 5°C nao é suportada a
sobrevivéncia da L. monocytogenes no shimeji branco e no shimeji preto obteve-se um
valor de p de 0,007+0,002. Para A obteve-se valores sem diferenca significativa,
apresentando um tempo de adaptagéo parecido entre os dois tipos de cogumelos. Os
valores de K obtiveram uma maior populagdo no shimeji branco tendo um maximo de
8,1940,200 log CFU/g. O modelo da raiz quadrada foi ajustado aos dados obtidos e
podemos observar que o shimeji preto sofreu muito mais influéncia da temperatura que
o shimeji branco e para o tempo de adaptagao foi observado o mesmo comportamento.
Os resultados obtidos neste trabalho mostram que em cogumelos comercializados na
regiao de Campinas, SP podem abrigar a L. monocytogenes e sustentar seu

crescimento.



ABSTRACT

195 samples of 5 species of fresh mushrooms sold in supermarkets and
distributors in the city of Campinas, SP, were evaluated to quantify aerobic
mesophilic bacteria, enterobacteria, lactic acid bacteria, psychrotrophic bacteria
and molds and yeasts and the presence of Listeria monocytogenes. The average
counts ranged from 1.9 to 7.9 log CFU / g, being for Enterobacteria for shitake
and psychrotrophic for porto belo respectively. The mushroom with the highest
microbiological load was the black Shimeji. Listeria monocytogenes was isolated
from 1 (0.51%) sample of black shimeji. Both mushrooms were an ideal medium
for the growth of L. monocytogenes. L. monocytogenes at 20 and 30°C in black
shimeji multiplies quickly, obtaining the results of e 0.141 £ 0.001 and 0.282 +
0.032, there is a significant difference (p <0.05) for the growth of mushrooms at
20 and 30°C , after this temperature range there is a reduction in the rate and at
5°C the survival of L. monocytogenes in the white shimeji and in the black shimeji
is not obtained a y value of 0.007 £ 0.002. For A, values without significant
difference were obtained, presenting a similar adaptation time between the two
types of mushrooms. The k values obtained a larger population in white shimeji
having a maximum of 8.19 + 0.200 log CFU / g. The square root model was
adjusted to the data obtained and we can see that the black shimeji was much
more influenced by temperature than the white shimeji and for the adaptation time
the same behavior was observed. The results obtained in this work show that in
mushrooms commercialized in the region of Campinas, SP they can shelter L.

monocytogenes and sustain its growth.
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1.Introducao Geral

Os cogumelos sdo utilizados para alimentacdo e fins medicinais desde os
primérdios da humanidade. A China foi a pioneira no cultivo e € datado por mais de
dois mil anos. A China conseguiu cultivar diversas espécies de cogumelos diferentes.
Na Europa o Agaricus bisporus era o principal cogumelo cultivado. Existem 14.000
espécies de cogumelos reconhecidas e dentre elas 3.000 espécies sdo comestiveis e

apenas 10 s&o produzidas em escala industrial (Wasser 2003).

A produg&do mundial de cogumelos em 2014 ultrapassou 10 milhdes de toneladas
e este numero vem crescendo anualmente (FAO 2014). Isso se deve ao seu valor
nutricional, como baixo teor de gordura e alto teor de fibras alimentares e compostos
funcionais (Manzi, Aguzzi, and Pizzoferrato 2001). A espécie Agaricus bisporus
(champignon) predominava o mercado de cogumelos, mas nos ultimos anos houve
um aumento de cultivos de outras espécies como Pleurotus ostreatus (shimeji),
Lentinula edodes (shiitake) e A. bisporus var. Portobello (Portobello) (Venturini et al.
2011).

Cogumelos sdo macrofungos que pertencem ao filo basidiomicota, produtores
de basidioesporos, formam corpos frutificados quando encontram um ambiente
favoravel, tais como umidade alta e baixa temperatura, caso estes fatores nao
contribuam, passam parte da sua vida crescendo no solo como micélio simples.
Utilizam folhas e troncos em decomposicdo como fonte de nutriente para o

crescimento (Brock and Madigan 2004; Strina 2015; Tortora, Funke, and Case 2005).

Cogumelos frescos tém o potencial de transportar bactérias em varias etapas do
seu cultivo. Os cogumelos podem ser contaminados por bactérias patogénicas no
crescimento, colheita e triagem. O substrato onde o cogumelo é cultivado pode ser

uma fonte de contaminagéao (Venturini et al. 2011). O substrato passa por tratamento
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de pasteurizagdo (Vieira and Andrade 2016), mas em solo descontaminado,
microrganismos patogénicos tem maior potencial de crescimento (Venturini et al.

2011)

2.Revisao Bibliografica

2.1Cultivo de cogumelos

O mundo tem produzido diversos residuos do agronegocio, como: palha de
cereais e borra de café, esses subprodutos as vezes sao apenas descartados, apesar
disso, eles podem ser utilizados como matéria prima para cultivo de cogumelos como
substratos. Os cogumelos utilizam enzima ligninoliticas para obter seus nutrientes do

substrato (Mandeel, Al-Laith, and Mohamed 2005; Sanchez 2010).

O Brasil adquiriu o costume de cultiva de cogumelos apds a imigragdo de
japoneses e chineses na metade do século XX; muitos destes imigrantes se
instalaram em areas rurais, principalmente em Sao Paulo. O Estado logo se tornou
um dos maiores produtores de cogumelos do Brasil, porém era utilizado um método
de cultivo doméstico e era restrito a uma pequena escala, para consumo dos proprios
produtores. Hoje em dia o cultivo de cogumelo tem recebido mais atengéo e o Brasil
tem desenvolvido cultivos mais elaborados, utilizando-se de tratamentos térmicos e
melhores substratos para otimizar a produgdo. (Dias 2010).

O cultivo de cogumelos envolve diferentes etapas as quais devem ser
realizadas de modo meticuloso. Tais etapas diferem significativamente de acordo
com a espécie de cogumelos que esta se cultivando. Deste modo, a preparagao do
substrato, inoculacdo, incubacdo e condigdes de producdo tem uma variedade
consideravel. O primeiro estagio, contempla a obtengao do micélio puro a partir dos

esporos de um cogumelo especifico ou adquiridos comeciralmente. Para a obtengéo
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do inéculo é necessario crescer 0 micélio no grao de cereal tais como trigo, centeio
ou paingo. O propésito dessa técnica de crescimento é de rapidamente colonizar o
substrato de crescimento especifico a granel, para que se tenha um resultado
satisfatério para a producao de cogumelos. Esta producgéo esta intimamente ligada
a capacidade de preparacédo do despejo do in6culo em condigdes de esterilidade
gue minimizem as contaminagdes do substrato (Sanchez 2010).

Na preparagdo basica, € necessario que o substrato seja cortado. Os
substratos mais utilizados sdo formados por uma mistura, como por exemplo, as
cascas do algoddo com palha de trigo, que possuem uma melhor performance de
retencédo de agua do que as cascas de algodéo utilizadas de forma isolada (Sanchez
2010)).

A pasteurizagdo largamente utilizada na producédo de substrato para
cogumelos é feita de modo que os ingredientes sejam colocados em misturadores
giratérios juntamente com a adicdo de agua e de vapor durante o processo. Apds o
processo de pasteurizagdo, o substrato é esfriado e colocado juntamente com os
esporos desejados. O substrato pasteurizado deve ser adicionado a sacos plasticos
de polietileno ou de outras formas, dependendo de outros matérias, conforme a

figura 1 (Sanchez 2010).
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Fonte:http://www.cgcompostagem.com.br/nosso.htm

http://www.fungibrasilis.com.br/cursoshiitaketoras.html

Fonte:http://www.cgcompostagem.com.br/nosso.
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A- Shitake cultivado em toras.

B- Shimeji branco cultivado em sistemas de sacos.
C- Champignon cultivados em sacos

D- Shimeji preto cultivado em jarras

Nota-se que o cogumelo comega a se formar ao entorno das bordas de
perfuracdo dos sacos. As bolsas sdo mantidas em temperatura e umidade 6timas
para o crescimento do micélio e favorecimento da frutificacdo. Diversos estudos
centrados em diversas etapas do cultivo de cogumelos tém sido realizados ao longo
dos anos para definicdo das melhores praticas e instrumentos para a producao, tais
como o uso de diferentes cepas, diferentes substratos de lignocelulose, diferentes
modos de despejo do inéculo no substrato, umidade, condi¢des fisico-quimicas e

entre outros. Os cogumelos s&o colhidos do substrato aproximadamente em 3 a 4
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semanas apos inoculagao, podendo variar do inéculo, do suplemento utilizado, da
temperatura e entre outros (Sanchez 2010).

Para cultivo de Agaricus bisporus € utilizado um substrato a base de
compostagem. Base deste substrato é de esterco de galinha e cavalo e consiste
em trés fases de compostagem e leva entorno de 13 dias para o preparo, também
ha opcéao de utilizar residuos de cereais, como casca de trigo e esterco de galinha,
ou palha de milho(Sanchez 2010; Wei et al. 2019).

Em Lentinula edodes, seu cultivo se deve em troncos de madeiras, porém hoje
em dia € substituido por troncos feitos de serragem de madeira (Sanchez 2010).

Na tabela 1 abaixo apresenta-se dados de substrato, tratamento térmico do

substrato e temperatura e umidade de cultivo de cada espécie de cogumelo:



Tabela 1 — Substrato e método de preparo
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Espécie Substratos Tratamento térmico Temperatura  Referéncia
e umidade
Pleurotus  Residuos de Autoclavado 121°C 30 26°Ca28 (Carrasco-
ostreatus milho. minutos. °C Cabrera,
Brachiaria Sistema de semi Bell, and
dictyoneurae, compostagem de 2 fases  70% a 75% Kertesz
Bagago-de- seguido de pasteurizagdo  de umidade  2019; Ding,
cana, farelode a 72-65° C por 12 horas Wang, and
arroz e trigo. (mais utilizado em Li 2019;
produgé&o comercia). Zied et al.
2019)
Lentinula Madeira, blocos Autoclavado 121 °C por  20°C (Ogawa and
de lascas de
edodes madeira, 90 min 90% de Yashima
serragem
compactada umidade 2019;
Schimpf et
al. 2019)
Agaricus Palha de milho, Processo de 21a25°C (Figueirédo
bisporus esterco de compostagem de 2 fases 75 % de and Dias
galinha, esterco seguido de pasteurizagdo umidade 2014;
de galinha, a 58 ° C por 20 horas Sanchez
farelo de feijao 2010; Wei

et al. 2019)
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2.3 Listeria monocytogenes em cogumelos

A L. monocytogenes esta presente em areas de cultivo de cogumelos e até
mesmo em areas de processamento de cogumelos, sendo isolada em areas de
lavagem, corte e embalagem de cogumelos, em pisos umidos e também encontrada
na area de compostagem de matéria-prima (Murugesan et al. 2015; Viswanath et al.

2013).

Em um estudo de Chen et al (2014), foram analisadas varias etapas de cultivo
de cogumelo da espécie Flammulina velutipes e em 3 de 4 amostras, foram isoladas
cepas de L. monocytogenes e verifico-se que na etapa de estimulagado do micélio, ela
€ a responsavel por contaminagao da amostra. Na China, cepas de L. monocytogenes
foram isoladas de varias amostras de cogumelos, sendo que a maioria destas

amostras eram da espécie Flammulina velutipes (Chen et al. 2015; Wu et al. 2015a)

Embalagens de PVC com a atmosfera controlada sao eficazes para aumentar o
tempo de prateleira de cogumelos embalados, mas estas embalagens nao sao
capazes de impedir o crescimento da L. monocytogenes. Essa bactéria foi capaz de
crescer nestas embalagens em temperatura de 4° a 10°C (Gonzalez-Fandos et al.
2001).

De acordo com Venturine et al (2011), uma grande quantidade de bactérias gram
negativas foi encontrada em cogumelos fresco, como Pseudomonas e
Enterobacteriaceae e em algumas espécies de cogumelos selvagens, além de ter
grande quantidade de bactérias gram negativas foi isolada o patogeno L.

monocytogenes.destes cogumelos.
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2.4 Legislacao brasileira

Os cogumelos sédo regulamentados pela Resolugdo da diretoria Colegiada
(RDC) n® 272 de 22/09/2005. A RDC define o que sdo cogumelos e a forma que podem
ser vendidos, além disso é definido que os cogumelos refrigerados devem conter no
maximo 102 de coliformes a 45° por grama de alimento e 10% de estafilococos
coagulasse positiva por grama de alimento e auséncia de Salmonella em 25 gramas

de alimento.

A legislagao brasileira ndo abrange a auséncia de L. monocytogenes, como
sendo um problema para a seguranga dos cogumelos, pois como dito anteriormente
esta bactéria sempre portanto estar presente em qualquer ambiente do cultivo do

cogumelo como no préprio cogumelo.

No Brasil os cogumelos sao vendidos sob refrigeracao e geralmente tem data
de 7 a 10 dias de validade depois de embalados, dependendo da marca e o tipo de
cogumelo. Majoritariamente, os cogumelos sdo consumidos cozidos, porém em
alguns paises os cogumelos sdo consumidos in natura em saladas ou apenas cozido

brevemente podendo apresentar risco se houver a presenca da L. monocytogenes.

2.5 Listeria monocytogenes

Listeria spp € um bacilo gram positivo, anaerdbicas facultativas, nao
formadoras de esporos, moéveis em temperaturas de 10 a 25 °C. Sdo encontradas em
diversos ambiente como solo, agua, afluentes e uma grande variedade de alimentos
e fezes de animais e humanos. O género Listeria inclui as espécies: L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. innocua e L. welshimeri.e L. grayi . Apenas
a L. monocytogenes e L. ivanovii sao patogénicas. Dentre estas apenas a L.

monocytogenes esta ligada a maioria dos casos de doengas ocasionadas em
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humanos decorrente do consumo de alimentos contaminados com esta bactéria
(Goebel et al. 2013; Nguyen-the and Carlin 1994; Schlech et al. 1983; Serbina et al.

2008; Vazquez-Boland et al. 2001).

Listeria monocytogenes foi inicialmente descoberta por Murray e Swann (1926)
sendo causadora de septicemia em coelhos. Foi chamada de de Bacterium
monocytogenes. Esta bactéria dependendo da quantidade injetada na circulagdo do
coelho, levava a morte em pouco tempo e, também, foi relatado que o organismo do
coelho quando entra em contato com esta bactéria gera um aumento significativo de

mondocitos (Serbina et al. 2008).

A infecgdo por L. monocytogenes é uma das infecgbes bacterianas com
maiores indices de mortalidade, variando a taxas de 20 a 30%. Ela pode ocorrer como

listeriose perinatal ou em adultos. (Vazquez-Boland et al. 2001; Schlech et al 1983)

Em infecgao perinatal, a L. monocytogenes invade o feto através da placenta,
podendo levar ao aborto ou ao nascimento do feto natimorto com infeccéo
generalizada ou com sindrome de granulomatose infantiseptica. A mae em muitos dos
casos € assintomatica ou apresenta uma sindrome gripal (Vazquez-Boland et al. 2001;

Schlech et al 1983)

Em adultos a forma mais frequente € a infeccado do sistema nervoso central
(SNC) e ocorre meningite. Outra forma que ocorre em adultos é a septicemia com
altas taxas de mortalidade, essas formas mais graves ocorrem em adultos com
sistema imune comprometido, como portadores de HIV, transplantados e idosos.
Criangas podem contrair essas formas mais graves de listeriose. Também estéao
associados a listeriose sindromes gastrointestinais, sintomas de vémito, febre e

diarreias (Vazquez-Boland et al. 2001; Schlech et al 1983).
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L. monocytogenes esta distribuida amplamente pela natureza. Animais, homem
e ambientes servem de reservatorio para este microrganismo e ela ja foi isolada de
diversos animais. Tornou-se um dos principais patégenos veiculados por alimentos na
década de 80, onde houve varios surtos de listeriose ocasionado por este

microrganismo (Franco and Landgraf 2002).

A L. monocytogenes é persistente a diversos fatores, como altas concentragbes
de sais, acidez, umidade e baixo teor de oxigénio (Chen, Wu, Zhang, Guo, et al. 2014).
A L. monocytogenes é comumente encontrada em ambientes agricolas e tem sido
isolada de solos proximos a agua, irrigados e em amostras de aguas coletadas de
fazendas (Strawn et al. 2013).
E psicrotréfica, cresce em uma faixa de 2 — 45 °C e é capaz de se multiplicar até
alguns graus abaixo de 0 ° C, dificultando o seu controle de crescimento. Isso é
possivel porque a temperaturas abaixo de 7 ° C a L. monocytogenes altera os acidos
graxos da sua membrana, com o aumento da proporgdo de acido graxos com 17
carbonos e aumenta o numero de acidos graxos insaturados. Pode crescer e resistir
entre pH 4,6 e 9,5, ou seja, sobreviver a alimentos acidos, passagem gastrica e a
fagocitose por macréfagos. (Gandhi e Chikindas, 2007; Cotter & Hill, 2003; Walker et
al. 1989). Encontra condigdes de crescimento favoraveis nos pavimentos, nos esgotos

e nos equipamentos das instalagdes da industria alimentar (Carpentier and Cerf 2011).

L. monocytognes é encontrada em diversos alimentos, no inicio da sua descoberta os
surtos de listerioses estavam relacionados a leites e derivados, como queijos. Hoje
em dia é sabido que ela pode ser contaminante de diversos tipos de alimentos, como

na Tabela 2.



Tabela 2 — Ocorréncia de L. monocytogenes em alimentos

Amostra

Autor

Carne de porco cozida

(Chen, Wu, Zhang, Yan,
et al. 2014)

Produtos de carne

(Chen, Wu, Zhang, Yan,
et al. 2014; Garrido, Vitas,
and Garcia-Jalén 2009;

Kramarenko et al. 2013)

Vegetais em molho

(Chen, Wu, Zhang, Yan,
et al. 2014)

Mix de salada

(Sant’Ana et al. 2012)

Alface

(Sant’Ana et al. 2012)

Mix Para Yakisoba

(Sant’Ana et al. 2012)

(Sant’Ana et al. 2012)

Escarola

(Sant’Ana et al. 2012)
Repolho

Sant’A tal. 2012
Espinafre (Sant/Ana et a )

Mix para sukiyaki

(Sant’Ana et al. 2012)

Frutas e Vegetais

(Kramarenko et al. 2013)

Graos

(Kramarenko et al. 2013)

Peixe frescos e defumados

(Garrido, Vitas, and
Garcia-Jalon 2009;
Kramarenko et al.
2013)Garrido et al, 2009

Leite

(Kramarenko et al. 2013)

Derivados de leite

(Kramarenko et  al.
2013)Vitas et al, 2009

Carnes Frescas

(Garrido,  Vitas, and
Garcia-Jalon 2009)

Vegetais congelados

(Garrido,  Vitas, and
Garcia-Jalon 2009)
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2.6 Surtos vinculados aos cogumelos
Nao foram registrados surtos relacionados ao consumo de cogumelos, apenas

um registro que um homem de 80 anos de idade apds consumir cogumelos salgados

apresentou um quadro de septicemia por Listeria monocytogenes. L. monocytogenes
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foi encontrada nestes cogumelos com uma contagem de 108 CFU (Junttila and

Brander 1989).

No Brasil o consumo de cogumelos tem aumentado junto com o cultivo, porém
até o momento nao foram observados estudos avaliando qualidade das amostras
brasileiras e nem dos processos de cultivos e processamento de cogumelos. Estudos
com foco em avaliar a qualidade microbiolégica destes alimentos, irdo contribuir para

obtermos alimentos mais seguros e de qualidade.

3.0bjetivos

3.1 Objetivo geral

Determinar a qualidade microbiolégica dos cogumelos comercializados na
cidade de Campinas, SP e avaliar os parametros cinéticos de crescimento e inativagao

da L. monocytogenes.

3.2 Objetivos especificos

e (Quantificar Bactérias mesdfilas, bactérias psicrotroficas, Bactérias acido-
lacticas, Enterobacterias, bolores e levedura nos cogumelos comercializados
nos supermercados da cidade de Campinas, SP

e Determinar a incidéncia L. monocytogenes nos cogumelos comercializados na
cidade de Campinas, SP

e Determinar os parametros cinéticos de crescimento e inativacdo de L.
monocytogenes artificialmente inoculados em Shimeji branco e Shimeji preto
durante a estocagem entre 5-30°C, utilizando-se o modelo preditivo de Barany
e Biglow. Avaliar a influéncia da temperatura sobre os parametros cinéticos

estudados, utilizando-se um modelo secundario.
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CAPITULO 1

QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE COGUMELOS E MODELAGEM DO
COMPORTAMENTO DE Listeria monocytogenes EM Pleurotus ostreatus var.
BRANCO E PRETO EM DIFERENTES TEMPERATURAS

MICROBIOLOGICAL QUALITY OF MUSHROOMS AND MODELING OF Listeria
monocytogenes BEHAVIOR IN Pleurotus ostreatus var. WHITE AND BLACK IN
DIFFERENT TEMPERATURES

Artigo formatado de acordo com as normas de submissao da revista

“Food Control”
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QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE COGUMELOS E MODELAGEM DO
COMPORTAMENTO DE Listeria monocytogenes EM Pleurotus ostreatus var. BRANCO E
PRETO EM DIFERENTES TEMPERATURAS
Viny Xavier Lanza', Rafaela de Carvalho Baptista', Marcela Capuzzo Alvarez', Anderson de

Souza Sant’Ana"”

'Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Universidade Estadual de Campinas, Sdo Paulo, Brasil
"Autor correspondente: Prof. Anderson de Souza Sant’Ana: and@unicamp.br
Rua monteiro Lobato, 80. Cidade Universitaria Zeferino Vaz. CEP: 13083-862. Campinas,
SP, Brasil

Resumo

Foram avaliadas 195 amostras de 5 espécies de cogumelos frescos vendidos nos
supermercados e distribuidores da cidade de Campinas, SP para quantificar Bactérias
aerobicas mesdfilas, Enterobacterias, Bactérias acido lacticas, Bacterias psicrotroficas e
bolores e leveduras e presenca de Listeria monocytogenes. As contagens meédias variaram
de 1,9 a 7,9 log CFU/g, sendo para Enterobactérias para shitake e psicrotréficos para porto
belo respectivamente. O cogumelo com maior carga microbiolégica foi o Shimeji preto. Foi
isolado Listeria monocytogenes de 1 (0.51%) amostra de shimeji preto. Ambos cogumelos
foram um meio ideal para o crescimento da L. monocytogenes. A L. monocytogenes em 20 e
30°C em shimeiji preto se multiplica rapidamente, obtendo-se os resultados de e 0,141+0,001
e 0,282+0,032, ha uma diferencga significativa (p < 0,05) para o crescimento dos cogumelos
em 20 e 30°C, apos esta faixa de temperatura ha uma redugdo na taxa e a 5°C nao é
suportada a sobrevivéncia da L. monocytogenes no shimeji branco e no shimeji preto obteve-
se um valor de y de 0,007+0,002. Para A obteve-se valores sem diferenga significativa,
apresentando um tempo de adaptagao parecido entre os dois tipos de cogumelos. Os valores
de k obtiveram uma maior populagédo no shimeji branco tendo um maximo de 8,19+0,200 log
CFU/g. O modelo da raiz quadrada foi ajustado aos dados obtidos e podemos observar que
o shimeji preto sofreu muito mais influéncia da temperatura que o shimeji branco e para o
tempo de adaptagéo foi observado o mesmo comportamento. Os resultados obtidos neste
trabalho mostram que em cogumelos comercializados na regido de Campinas, SP podem

abrigar a L. monocyfogenes e sustentar seu crescimento.

1. Introducgao
Os cogumelos comestiveis sao as estruturas frutiferas de espécies fungicas

que podem crescer no solo ou acima dele. Os cogumelos comestiveis s&o
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amplamente consumidos a nivel mundial devido a seu reconhecido valor nutricional
(Agrahar-Murugkar and Subbulakshmi 2005; Mocan et al. 2018) sabor (Aisala et al.
2018; Kong et al. 2019) e compostos que promovem beneficios a saude (Amirullah,

Zainal Abidin, and Abdullah 2018; Sande et al. 2019)

Mais de 2 mil espécies de cogumelos ja foram catalogadas, porém, em torno
de 25 espécies tém sido produzidas comercialmente, sendo largamente consumidas
em diferentes paises do mundo(Miles and Chang 2008). Os cogumelos mais
estudados e conhecidos sdo o Agaricus bisporus (cogumelo botdo branco), cuja

origem ¢é europeia, Pleurotus ostreatus (cogumelo ostra) e Lentinula edodes

(shiitake), que possuem origem asiatica (Chang and Wasser 2012; Manzi, Aguzzi, and

Pizzoferrato 2001; Wasser 2003).

Apesar da produgédo comercial dos cogumelos comestiveis envolver diversas
praticas modernas(Sanchez 2004), a manutencdo de sua qualidade ao longo da
comercializagdo, estocagem e consumo ainda & um desafio(Azevedo et al. 2017;
Burton and Noble 1993; Jacobsson, Bower, and Amos 2001; Li et al. 2019; Roy,
Anantheswaran, and Beelman 1995; Wu et al. 2015a). Devido as técnicas de produgao
e composicdo, os cogumelos sao susceptiveis a deterioragdo causada por micro-
organismos, sendo que a microbiota dominante parece ser composta por bactérias
Gram-negativas, representadas principalmente por Pseudomonas (Fermor 1987; Qiu
et al. 2019; Rossouw and Korsten 2017), com contagens variando de
aproximadamente 10° até 10° UFC/g (Venturini et al. 2011). Pseudomonas é uma
bactéria psicrotréfica, capaz de se multiplicar em baixas temperaturas, causando uma
deterioragdo conhecida como “descoloragdo marrom” (“brown discolarotion”) (Abou-
Zeid 2012), que leva ao descarte ou a perda de valor de mercado dos cogumelos

(Fermor 1987). As contagens de Pseudomonas tendem a aumentar quanto maior a
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temperatura de estocagem (Santana, Vanetti, and Kasuya 2008) e quanto maior a
manipulagédo poés-colheita dos cogumelos comestiveis (H. Jiang et al. 2018). Apesar
disso, sabe-se que o microbioma cultivavel dos cogumelos cosmetiveis parece ter um
papel relevante para evitar a multiplicagéo de bactérias patogénicas (Chen et al. 2014;
Rossouw and Korsten 2017; Strawn et al. 2013). Todavia, devido a necessidade de
prevenir/controlar a ocorréncia de doengas pos-colheita dos cogumelos comestiveis
(Fermor 1987), pode ocorrer perturbacdo do balango do microbioma devido as
intervengdes aplicadas (Carrasco et al. 2019; H. Jiang et al. 2018; Rossouw and

Korsten 2017).

Devido a estocagem e comercializagdo dos cogumelos comestiveis ocorrer a
temperatura de refrigeragdo, no caso de perturbacdo do equilibrio da microbiota
natural, bactérias patogénicas psicrotréficas tais como Listeria monocytogenes
poderiam encontrar condicdes adequadas para multiplicagcdo, culminando em
potencial risco a saude publica se o produto for consumido sem cozimento (Buchanan
et al. 2017). L. monocytogenes tem distribuicdo ubiqua no ambiente, incluindo
instalagdes de processamento de alimentos (Tan et al. 2019). Esta bactéria tem sido
isolada de cogumelos cultivados (Leong, Alvarez-Orddnez, and Jordan 2014;

Samadpour et al. 2006), como Agaricus bisporus, Velutipes Flammulina (Pennone et

al. 2018; Wu et al. 2015b), assim como de cogumelos selvagens, tais como Boletus
edulis, Calocybe gambosa, Hygrophorus limacinus e Lactarius deliciosus (Venturini et
al. 2011). Além de ser isolada do préprio cogumelo, a L. monocytogenes esta presente
dentro das unidades de cultivo de cogumelos comestiveis (Chen et al. 2014;
Murugesan et al. 2015; Viswanath et al. 2013). Adicionalmente, L. monocytogenes tem
demonstrado capacidade de multiplicagdo em uma grande variedade de alimentos

(Bover-Cid et al. 2019; Sant’Ana, Franco, and Schaffner 2012; Schvartzman et al.



25

2014; Scolforo et al. 2017). Apesar de sua incidéncia e potencial para multiplicagéo
nos cogumelos comestiveis, até o momento somente um caso de infecgao relacionado

ao consumo de cogumelos comestiveis foi reportado (Junttila and Brander 1989).

Apesar de seu amplo consumo a nivel mundial, sdo escassos os estudos sobre
a qualidade microbiolégica (Rossouw and Korsten 2017; Venturini et al. 2011) e
inexistem estudos sobre a prevaléncia e os parametros cinéticos de multiplicagéo de
L. monocytogenes em diferentes cogumelos comestiveis estocados numa ampla faixa
de temperatura em que estes produtos sdo comercializados. Desta forma, o presente
estudo teve por objetivo avaliar a qualidade microbiolégica de cogumelos de diferentes
espécies comercializados na cidade de Campinas, SP — Brasil. Além disso, a
prevaléncia e parametros cinéticos de multiplicagdo de L. monocytogenes inoculados
em shimeji branco (Plerotus ostreatus var. White) e shimeji preto (Plerotus ostreatus

var. black) estocados entre 5-30°C.

2 Material e métodos

2.1. Amostragem

Um total de 195 amostras de 5 tipos de cogumelos frescos de diferentes marcas
e lotes foram analisadas, conforme mostrado na Tabela 1. Os cogumelos embalados
em bandejas envoltas por filmes de PVC foram adquiridos em diferentes mercados de
varejo e de rua localizados na cidade de Campinas, SP, Brasil, no periodo de julho de
2017 a novembro de 2018. Apds a coleta, as amostram foram transportadas para o
laboratério e armazenadas sob refrigeracdo e analisadas em até 48h apds

armazenamento.
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2.1.1 Analises microbioldgicas

As analises microbiolégicas incluiram a enumeragdo de bactérias aerdbias
mesofilas, bactérias aerdbias psicrotroficas, enterobactérias, bactérias laticas, bolores
e leveduras e detecgao de Listeria spp. e L. monocytogenes. As analises foram
conduzidas utilizando-se os métodos preconizados pela ISO: ISO 4833:2003, ISO
17410:2001, 1ISO 21528-2:2004, ISO 15214:1998, ISO 7954:1998, ISO 7954:1998, e
ISO 11290-1:1996 (Anon, 1996, 1998, 2001, 2003, 2004, 2008). Antes da abertura, as
embalagens foram desinfectadas com alcool 70% e entdo um total de 25 gramas de
amostra foram homogeneizados em 225 mL de agua peptonada 0.1% estéril (Neogen,
Michigan, EUA). Diluicbes decimais seriadas foram preparadas usando-se 9 mL de
agua peptonada 0.1% estéril, seguindo-se plaqueamento por pour plate em Plate
count agar — PCA (Neogen, Michigan, EUA), Violet Red Bili Glucose agar — VRBG
(Merck, Darmstadt, Alemanha), Man, Rogosa e Sharpe agar - MRS - com
sobrecamada (Merck, Darmstadt, Alemanha), para enumeragéo de bactérias aerdbias
mesofilas, enterobactérias e bactérias laticas, respectivamente. Ja para enumeracgao
de bactérias aerdbias psicrotréficas e bolores e leveduras, utilizou-se a técnica de
spread plate com os meios PCA e Dichloran Rose Bengal Chlortetracycline — DRBC
(Merck, Darmstadt, Alemanha), respectivamente. As placas para contagem de
bactérias aerdbias mesofilas e bactérias laticas foram incubadas a 30°C/48h,
enquanto as placas para contagem de enterobactérias, bactérias aerdbias
psicrotréficas e bolores e leveduras foram incubadas a 37°C / 24h, 7°C / 10 dias e

25°C / 5 dias, respectivamente.

Para deteccgao de Listeria spp. € L. monocytogenes utilizou-se 225 mL de Half-
Fraser (HF) (Merck, Darmstadt, Alemanha) contendo o suplemento seletivo

(SR0166, Oxoid, Basingstoke, UK), seguindo-se incubagao a 30°C por 24 horas.
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Entado, uma aliquota de 0,1 mL foi transferida para tubos contendo Fraser Broth (FB)
(Merck, Darmstadt, Alemanha), seguindo-se incubagao a 37 + 1 °C/48h. Uma algada
do FB foi semeada em placas de agar Palcam (Oxoid, Basingstoke, UK) e Oxford
(Oxoid, Basingstoke, UK) contendo suplementos seletivos (SR0150 e SR0140,
respectivamente - Oxoid, Basingstoke, UK). As placas foram entdo incubadas a
37 £ 1 °C /48h e até cinco (n=5) colbnias tipicas foram selecionadas e semeadas
em Tryptic soy agar suplementado com 0,6% de extrato de levedura (TSA-YE -
Neogen, Michigan, EUA), seguindo-se incubagao a 37°C/24h. A confirmagéao de L.
monocytogenes foi realizada por testes bioquimicos (Anon, 1996) e por polymerase
chain reaction (PCR) para amplificacédo do gene da listeriolisina (hlyA), utilizando os
primers A (TAG CAT TGG AAA GAT GGA ATG) e B (TCC GTA TCC AGA GTG ATC

GA) (Blais et al., 2008).

2.2 Determinagdao dos parametros cinéticos de multiplicagdo de L.
monocytogenes em shimeji branco (Plerotus ostreatus var. White) e shimeji

preto (Plerotus ostreatus var. black)

2.2.1. Cepa de L. monocytogenes e preparo da suspensao de células

L. monocytogenes ATCC 7644 foi utilizada no presente estudo. Para o preparo
de suspensao de células, L. monocytogenes ATCC 7644 foi ativada em 10 mL de
Tryptic Soy Broth (TSB) (Neogen, Michigan, EUA) suplementado com 0.6% de
extrato de levedura (TSB-YE) (Neogen, Michigan, EUA), seguindo-se incubacgao a
37°C por 24 horas. Posteriormente, os 10 mL de TSB-YE foram transferidos para 90
mL de caldo TSB-YE, seguindo-se incubagao a 37°C por 12 horas. Apés o periodo
de incubacgao, os 100 mL de TSB-YE foram centrifugados a 2,810 x g a 4°C por 10
minutos e o sobrenadante foi descartado e a massa de células foi lavada com

solugdo salina 0,85% (Sigma Aldrich, St Louis, EUA). As etapas de centrifugacgao,
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lavagem e ressuspenséao foram repetidas trés vezese a concentragao final de células
foi ajustada em 108 UFC/mL a uma densidade 6ptica 0,630 (ODe30) e confirmada por
contagem em Palcam agar (Sant'/Ana et al. 2012, 2013; Sant’Ana, Franco, and

Schaffner 2012).

2.2.2. Amostras de shimeji branco e shimeji preto, procedimentos de
inoculagao e enumeragao de L. monocytogenes ao longo da estocagem

As amostras de shimeji branco e shimeji preto foram adquiridas em
distribuidor central de frutas hortalicas localizado na cidade de Campinas, SP, Brasil.
As amostras foram cortadas com um auxilio de uma tesoura esterilizada sob
condicbes assépticas e foram colocadas em sacos plasticos esterilizados e
armazenados a 5°C até a inoculagao com L. monocytogenes. As amostras foram
submetidas a analise para confirmar auséncia de L. monocytogenes, conforme 1ISO
11290-2:1996 (Anon, 1996)

As amostras de shimeji branco e shimeji preto foram imersas em agua
destilada estéril contendo suspensdo de células de L. monocytogenes (propor¢ao
500 mL de in6culo para 200 g de cogumelo). Os cogumelos foram deixados imersos
por 15 minutos na solugdo, sendo posteriormente retirados e o0 excesso de liquido
removido com auxilio de centrifuga manual (Le Bisquit, China). A concentracdo de
células de L. monocytogenes nos cogumelos obtida foi 102 - 103 UFC/mL.
Posteriormente, as amostras inoculadas de cogumelos foram dispostas em sacos
plasticos estéreis (tipo-stomacher) e armazedas a 5, 12, 20 e 30°C. Em diferentes
tempos, amostras de 10 gramas de cada cogumelo ( e de cada temperatura de
armazenamento) foram homogeneizadas em 90 ml de agua peptonada tamponada
seguindo-se homogeneizagdo em aparelho tipo-stomacher, diluicbes seriadas e

plaqueamento por spread plate em agar Palcam e incubag&o 37°C por 48 horas.
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Apods o periodo de incubagéao, col6nias caracteristicas de L. monocytogenes foram
contadas e os resultados expressos como UFC/g. Todos os experimentos foram

realizados em duplicata e repetidos duas vezes.

2.2.3 Modelagem dos parametros cinéticos de multiplicagao de L.
monocytogenes em shimeji branco e shimeji preto

O modelo de Baranyi foi utilizado para ajustar os dados de multiplicagéo de L.
monocytogenes em shimeji branco e shimeji preto estocados a 5, 10, 20 e 30 °C
(Barany e Roberts, 1994) (Egs. (1), (2), (3) usando o DMFit versdo 2.1 do Excel®

add-in (www.ifr.ac.uk/safety/DMfit).

(1)
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Uma vez que os parametros cinéticos de multiplicacdo de L. monocytogenes
foram determinados, o modelo de Ratkowsky (Ratkowsky et al., 1982) foi usado para
descrever y e A em uma fungao da temperatura de estocagem (Eq. (4) ):

Vrorin(d) = b X (T — Tpin) (4)

O Modelo de Bigelow foi utilizado para ajustar os dados para de inativagao de
L. monocytogenes em shimeji branco e shimeji preto estocados a 5, 10, 20 e 30 °C
(Bigelow and Esty, 1920) (Egs. (5) utilizando GInaFiT Versdo 1.6 Excel® add-in

(https://cit.kuleuven.be/biotec/software/GinaFit).

log1o N(t) = log;o N(0) — = (5)
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2.3 Analises estatisticas

Os dados de contagem das analises microbiolégicas foram expressos em
grafico de box plot utilizando o software R-Studio e verificada a diferenga estatistica
significativas (p < 0,05) das médias das contagens de cada grupo de microrganismos
e cogumelos utilizando a analise de variancia de fator unico (ANOVA) seguida do
teste de Scott-Knott. As andlises estatisticas foram realizadas no software SISVAR
versao 5.6 (Ferreira 2014).

Os parametros cinéticos de multiplicagdo de L monocytogenes foram
verificados quanto a diferengas estatisticas significativas (p < 0,05) empregando uma
analise de variancia de fator unico (ANOVA) seguida do teste de Scott-Knott. As

analises estatisticas foram realizadas no software SISVAR versao 5.6 (Ferreira 2014).

3. Resultados

3.1. Andlises microbioldgicas

A figura 1 mostra a contagem de microrganismos mesofilos, enterobactérias,
bactérias lacticas, bactérias aerdbicas psicrotréficas e bolores e leveduras
encontradas nas amostras de cogumelos frescos.

A contagem de micro-organismos mesofilos variou de 2,7 a 9,7 log UFC/g, as
espécies P. ostreatus var. Shimeji preto (BS) e A. bisporus var. Portobello (PB) foram
as espécies com maior contaminagdo, a meédia de microrganismos mesofilos
encontrada foram de 8 e 8.3 log UFC/g, respectivamente. P. ostreatus brasileiros tem
uma contagem maior tendo uma variagédo de 3 log UFC/g, . A. bisporus (WB) e P.
ostreatus var. cogumelo ostra (OM) apresentaram uma contaminagao intermediaria
neste estudo, tendo uma média de 6,9 e 6,6 log UFC/g respectivamente).

As bactérias aerdbicas psicrotroficas estavam presentes em grande

quantidade, todas as espécies apresentaram alta carga microbiana, algumas espécies
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ultrapassaram 9 log UFC/g, as médias variaram de 3,1 a 7,9 log UFC/g. O ST teve a
menor carga, tendo uma variagédo de 2,2 a 4,3 log UFC/g, sendo que em algumas
amostras nao foram detectadas a presenga destes microrganismos ou continha uma
carga menor de 100 UFC/g. O OM e o WB apresentaram uma contaminagao
intermediara correlacionada com as demais espécies, apresentando uma média de
6,7 e 6,9 log UFC/g respectivamente. O BS e o PB foram o que apresentaram maior
carga de contaminacao de bactérias aerdbicas psicrotréficas, as médias foram de 7,7
e 7,9 log UFC/g respectivamente.

A maioria das espécies teve uma alta carga de enterobactérias, porém com
uma variagao muito grande dentro da prépria espécies fazendo com que a média
ficasse baixa. A carga microbiana variou de 1 a 8,7 log UCF/g. Enterobactérias ndo
foram detectadas no L. edodes , apenas uma amostras obteve a contagem de 1,9 log
UFC/g, demonstrando uma carga muito menor que os da Espanha. A carga de
enterobactérias apresenta uma variagao de 3,2 a 7,7 log UFC/g, sendo que algumas
amostras ndo foram detectadas estes microrganismos. Os cogumelos BS e PB
apresentaram a maior contaminagdo com as meédias de 6,4 e 5,7 log UFC/g
respectivamente.

As bactérias acido lacticas apresentaram contagens médias de 5,7 a 3,3
UFC/g. A carga microbiana variou de <10 a 8,2 UFC/g. O PB e o OS apresentaram
maior contagem de bactérias acido lacticas, apresentando uma média de 5,0 e 5,7
UFC/g respectivamente. E o ST e o WB apresentaram uma média de 3,3 UFC/g,
sendo os cogumelos que apresentaram menor contagem para bactérias acido
lacticas.

As amostras apresentaram quantidades baixas de bolores e leveduras,

apresentando uma meédia de 2,3 a 5,0 log UFC/g, o BS foi o que apresentou maior



32

contagem (5,0 log UFC/g) seguido do ST (4,5 log UFC/g) e OM (4,3 log UFC/g), a
espécie A. bisporus apresentou a menor contaminagao.
L. monocytogenes foi detectada em 0,51% das amostras, apenas o BS estava

contaminado por este microrganismo conforme a Tabela 2.

3.2. Modelagem do crescimento de Listeria monocytogenes
A escolha do Shimeji Branco e Shimeji preto, foi pela presencga de Listeria
spp. durante as analises da qualidade microbiolégica somente nesse tipo de

cogumelo.

A figura 2 apresenta as curvas de crescimento de Listeria monocytogenes em
cogumelos das variedades de shimeji preto e shimeji branco, sob diferentes
condi¢des de temperaturas. As curvas foram ajustadas ao modelo de Barany e
Roberts obtendo-se os parametros cinéticos apresentados na Tabela 3. Nas
amostras controles ndo foram observados crescimento de L. monocytogenes. A
populagao inicial de L monocytogenes foi de 3 log UFC/g com valores de populagao

maxima na faixa de 5.81-8.19 log CFU/g.

As curvas de crescimento apresentaram um bom ajuste ao modelo com valores
de R? superiores a 0.96. Todos os pardmetros cinéticos: densidade populacional
maxima (Nmax), taxa de crescimento (u) e tempo de adaptagcdo (A) foram
significativamente correlacionados com a temperatura (P < 0,05). De maneira geral,
para ambas as variedades de Shimeji, foi possivel observar que o aumento da
temperatura conduziu a elevagéo da taxa de crescimento do patégeno (na faixa de
temperatura de 12 a 30 °C) e a redugdo do tempo de adaptagcdo (na faixa de
temperatura de 5 a 20 °C). Em relag&o a densidade populacional maxima, observou-

se 0s maiores valores Nmax na faixa de temperatura entre 12 e 20 °C.
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A variedade de Shimeji também influenciou nos valores de y e Nmax,
observando-se que temperaturas superiores a 20 °C, o shimeji preto apresentou as
maiores taxas de crescimento; enquanto na faixa de temperatura entre 12 e 30 °C,
observou-se 0s menores valores de Nmax, quando comparado com o shimeji branco.
O shimeji branco no sustentou crescimento na temperatura de 5°C e apresentou um
Kmax de 0,05 e um valor D de 46,05 horas, os valores estdo presentes na tabela 6.

O modelo secundario (Figura 3) para listeria foi derivado do modelo secundario
da raiz quadrada. O modelo descreve a relacao dos paradmetros de crescimento e
tempo de lag e a temperatura para o crescimento de L. monocytogenes em cogumelos

armazenados entre °C, sdo mostrados na Tabela 5

4. Discussao

4.1. Analises microbioldgicas

O presente estudo avaliou a carga microbiolégica de cogumelos
comercializados nos pontos de venda (atacado e varejo) da cidade de Campinas.
Essa informacgéo é particularmente relevante para avaliar a qualidade e o nivel de
seguranga do produto comercializado, além de contribuir para a escassa literatura
sobre o0s niveis microbiologicos do produto vendido no varejo.

No presente trabalho, elevadas contagens foram observadas para mesofilos e
psicotroficos, sendo superiores aos encontrados na literatura (tabela 4), cujas
contagens variaram entre 3,16 a 5 Log CFU/g (com excecgédo de Han et al. 2015) e
1,63 a 3,35 Log CFU/g, respectivamente. Comparando com a literatura, observa-se
que os cogumelos adquiridos junto aos produtores obtiveram as menores contagens,
seguido pelo cogumelo colhido em bosque, e a maior carga microbiolégica foi

observada para os cogumelos adquiridos nos pontos de comercializagdo. Segundo
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Han et al. (2015), o local de colheita e o processamento sao fatores que podem
influenciar na carga microbiolégica inicial obtida.

Apesar da legislacdo brasileira ndo determinar um limite maximo para a
contagem dos micro-organismos estudados, elevados niveis de mesodfilos e
psicotroficos em cogumelo, populagbes microbianas entre 7-8 log UFC/g, estao
associados a deterioracdo microbiana, resultando em escurecimento e amolecimento
do tecido (T. Jiang, Feng, and Li 2012). Estes resultados foram observados para todas
as variedades, com excecao de ST.

Apesar das elevadas contagens de mesodfilos e psicotréficos, conforme as
informagdes de rotulagem das amostras, todos os produtos foram adquiridos no
primeiro dia de fabricacado e apresentavam uma vida util de 10 dias. Considerando que
o cogumelo é um alimento altamente perecivel e sua vida util varia de 1-3 dias uteis
em temperatura ambiente, e pode ser armazenado por 7 a 8 dias sob refrigeracéo
(Fernandes et al. 2013). Com excegéo para o cogumelo Pleurotus eryngii que pode
apresentar uma vida de prateleira de 15 a 18 dias (Park and Jhune 2010). Podemos
esperar que a data de fabricacdo das amostras analisadas realmente corresponda ao
dia da colheita do cogumelo junto ao produtor ou um dia posterior.

Deste modo, pode-se assumir que as elevadas contagens de mesdfilos nas
amostras analisadas s&o um indicativo das condi¢gdes higiénicos sanitarias
inadequadas em alguma(s) etapa(s) na cadeia de producéo (Cardoso et al. 2005).
Como o cogumelo nao foi avaliado junto ao produtor, ndo é possivel afirmar se as
praticas sanitarias inadequadas séo oriundas do processo produtivo e/ou do local de
comercializagao.

Sabe-se que o0 cogumelo é um alimento altamente perecivel, perdendo

imediatamente a sua qualidade no periodo pos colheita (Fernandes et al. 2013). Deste
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modo, as condigdes higiénico sanitarias sdo fatores criticos para fornecer cogumelos
seguros e de qualidade ao mercado consumidor, e devem ser mantidas ao longo de
toda a cadeia, desde a colheita até a venda no varejo. Isto implica ter um controle
rigoroso da cadeia de frio, o elemento chave para inibir a multiplicagdo microbiana e
a atividade enzimatica, o controle da umidade e das condicdes de manipulagao
higiénica. O controle deste ultimo fator pode evitar novas fontes de contaminagao ou
0 aumentar da carga microbiana existente (LaBorde, 2002; EC, 2005)

As elevadas contagens de mesofilos ndo estdo associadas a um risco a saude,
mas sua presenca esta relacionada com a taxa de degradagao do produto, sendo
facilmente afetada por sua carga microbioldgica inicial. Elevadas contagens
microbiolégicas em cogumelos resultam em manchas escuras e a rapida deterioragao
(T. Jiang, Feng, and Li 2012). O principal micro-organismo deteriorante de cogumelos
sdo bactérias psicotroficas gram-negativas, em particular a familia Pseudomonadacae
(T. Jiang, Feng, and Li 2012). Varios géneros de Pseudomonas estao associados ao
composto e aos diferentes materiais de cobertura do solo (Colauto and Eira 1998). As
Pseudomonas sao responsaveis por ocasionar a descoloragdo da superficie, que
posteriromente se transformam em manchas marrons escuras (Rainey, Brodey, and
Johnstone 1992). A espécie Pseudomonas tolaasii € reconhecida como o principal
deteriorante em quase todas as espécies de cogumelos, sendo responsavel pela
producao da toxina tolaasin e compostos organicos volateis. A toxina esta associada
ao efeito de descoloragao do produto (Cantore, Giorgio, and lacobellis 2015).

A presenca de leveduras e bolores no presente estudo esta proxima ao relatado
na literatura (tabela 4). Um indice elevado nos alimentos também pode indicar
condigdes higiénicas deficientes de equipamentos, falha no processamento ou

armazenamento e matéria prima com contaminagcdo excessiva (Siqueira 1995).
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Diversas espécies de fungos tém sido isoladas em cogumelos, tais como: Aspergillus
spp., Fusarium, Penicillium, Talaromyces spp., Trichoderma, Verticillium, Mucor spp. e
outras Mucorales (Jonathan 2010; Rokni and Goltapeh 2019; Sokovi¢ and van
Griensven 2006). As espécies de Aspergillus spp. (A. flavus, A. parviscleroti, A.
tamari e outras espécies de Aspergillus) destacam-se como as de maior ocorréncia e
contagens, observando-se valores proximos de 3 log CFU/g (Ezekiel et al. 2013). A
degradagao de cogumelos pelas espécies de Aspergillus é devido a produg¢ao de uma
ampla gama de enzimas responsaveis pela degradagao dos tecidos da planta. Apesar
do género Aspergillus ser um produtor de micotoxinas, sua presencga no alimento néao
implica na producéo da toxina (Ezekiel et al. 2013).

As contagens de Enterobactérias e Bactércias acido lacticas (BAL) também
foram determinadas, mas nao foram encontrados muitos artigos para comparagao dos
resultados. Enterobactérias € uma bactéria gram negativa que tem sido identificada
em amostras de solo, mesmo apés o tratamento de descontaminacdo do composto
(Malheiros, Paula, and Tondo 2007). Segundo Peters et al. (2000), as enterobactérias
sao bactérias importantes no adubo, auxiliando na complementacédo da fixagcao do
nitrogénio e na solubilizag&o e disponibilizagdo de fésforo. Contudo, sua presenga no
solo contribui para sua colonizagdo no cogumelo, tornando-se um contaminante na
pos colheita (Cho et al. 2003). Em relag&o aos valores de BAL, o valor encontrado foi
superior ao observado por Venturini et al. (2011) e Wang, Chu, Kou (2017). Segundo
(Wang, Chu, and Kou (2017), as BALs normalmente apresentam baixas contagens
devido a inibigdo das mesmas pela microbiota antagonista. Esta microbiota associada
€ capaz de metabolizar com maior eficiéncia os nutrientes, crescendo e se
multiplicando com maior velocidade, adquirindo vantagens sobre as BAL. (Wang, Chu,

and Kou 2017).
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O cogumelo é um alimento altamente perecivel, perdendo imediatamente a sua
qualidade no periodo pos colheita (Fernandes, Antonio, Oliveira, Martins, & Ferreira,
2012; Jiang et al., 2011; Wrona, Bentayeb, & Nerin, Nasiri 2015). Sua elevada
atividade metabdlica, caracterizada pela alta taxa respiratéria e elevada atividade
enzimatica (proteases e polifenoloxidases), bem como a falta de protecgao fisica contra
a perda de agua e o ataque microbiolégico (Fattahifar, 2018; Jiang, 2010) s&o os
fatores que contribuem para sua rapida deterioracao, limitando a sua comercializagcao
e seu valor econémico.

A microbiota deterioradora é oriunda do solo e facilmente se multiplica nos
cogumelos devido o pH neutro, a elevada umidade (85%—-95%) e a abundancia de

nutrientes Wang 2017 Kumar, Singh, & Singh, 2013 Zang 2018.

4.2. Isolamento de L. monocytogenes em cogumelos

Existe pouca informagdo sobre a presenca de Listeria monocytogenes em
cogumelos comercializados, a maioria dos estudos relatam uma frequéncia relativa
na faixa de 1 a 6,5 % (Samadpour et al. 2006; Venturini et al. 2011; Viswanath et al.
2013), sendo a maior prevaléncia relatado por Wu et al. (2015) em cogumelos frescos
comercalizados na China, com uma porcentagem de 23.2%, particularmente na
variedade de Flammulina velutipes. Os valores relatados na literatura sdo superiores
ao encontrado no presente trabalho de 0,51% observada na variedade BS. A presenca
de L. monocytogenes € de extrema relevancia para a seguranga alimentar, por
aumentar o risco de listeriose, uma doenga severa que pode causar meningite,
encefalite, septicemia, aborto e apresenta taxa de mortalidade entre 20-30% nos
pacientes infectatos (WHO/FAO, 2004; Abdollahzadeh et a., 2017).

A Listeria spp esta amplamente distribuida no cultivo de cogumelos, ela pode

contaminar os cogumelos em qualquer etapa do seu cultivo (Murugesan et al. 2015 e
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Viswanath et al. 2013). Os cogumelos podem ser contaminados devido as praticas de
higiene e saneamento inadequada dos manipuladores no periodo de colheita ou pés
colheita, indicando falhas na seguranca e qualidade do produto (LaBorde, 2002). O
potencial para o desencadear um surto de origem alimentar agrava-se pelo fato do
patégeno crescer nas temperaturas de refrigeragdo durante a estocagem e por ser
capaz de tolerar a atmosfera da embalagem rica em COz2 e pobre em O2 (Gonzalez-

Fandos et al. 2001).

4.3 Modelos preditos para L. monocytogenes em cogumelos frescos

Conforme relatado, L. monocytogenes pode ser isolada de amostras de
cogumelos frescos o que pode resultar em um risco a saude do consumidor e
contribuir para surtos de origem alimentar. Neste sentido, no presente estudo,
modelos matematicos foram desenvolvidos para predizer o comportamento do
patégeno no alimento e poder garantir a seguranga alimentar ao consumidor.

Para o estudo dos modelos de crescimento, as amostras de shitake preto e
branco foram inoculadas com 10° CFU/g de L. monocytogenes, a fim de simular a
contagem inicial obtida nas amostras de cogumelo analisadas. A temperatura foi
escolhida como variavel a ser estudada, por ser um dos fatores ambientais mais
importantes no desenvolvimento de L. monocytogenes. Um abuso/flutuagdo das
temperaturas nos pontos de comercializagado ou transporte podem contribuir para o
crescimento do patdégeno e afetar a seguranga do produto.

As curvas de crescimento de L. monocytogenes foram modeladas até o final da
fase estacionaria conforme o modelo de Baranyi and Roberts (1994), sendo obtido
altos valores de R? > 0.96 o que indica o bom ajuste dos dados experimentais ao
modelo estatistico. Conforme esperado, verificamos a dependéncia da temperatura

com o0s parametros cinéticos de crescimento, observando que o aumento da
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temperatura de armazenamento contribuiu para a elevacao das taxas de crescimento
exponencial, bem como para a redugao do tempo de adaptagao dos micro-organismos
ao meio.

O patogeno é capaz de se multiplicar em ambientes com temperaturas entre -
0,4 e 45°C, apresentando temperaturas 6timas de crescimento entre 30 a 37 °C
(Guenther et al., 2009). Essa faixa de temperatura (30 a 37 °C) corresponde as
maiores taxas de crescimento por ser a faixa de atividade 6tima de suas enzimas,
contribuindo para o metabolismo acelerado (Lado and Yousef 2007). Portanto, quanto
maior a temperatura de armazenamento, maiores as taxas de multiplicacdo. Destaca-
se que na faixa de temperatura de 5 a 12 °C ha o aumento da taxa de crescimento de
0,018 h-', porém nao significativo (p < 0,05). Pode-se sugerir que a microbiota indigena
do meio supere a habilidade do patégeno em se multiplicar nas temperaturas de
refrigeracao.

Por outro lado, a redugéo da temperatura prolonga a tempo e adaptagao devido
a inibigdo das enzimas, o que conduz a um metabolismo reduzido, ou devido a injurias
provocadas na célula (Malheiros, Paula, and Tondo 2007). Destaca-se que o aumento
de temperatura na faixa de 20 a 30 °C resultou na redugao no tempo de adaptacao de
L. monocytogenes, porém nao significativo (p < 0,05). A resisténcia as baixas
temperaturas depende de um sistema de transporte de elétrons resistente ao frio,
sendo capaz de manter o metabolismo sobre baixas temperaturas e produzir altas
concentragdes de substratos intracelulares (Germano and Germano, 2008).

Comparando as variedades de cogumelo, na variedade de shimeji preto, L.
monocytogenes apresentou as maiores taxas de crescimento na faixa de temperatura
de 20 a 30 °C, apresentando um u de 1,66 e 2,29 h-! vezes maior que o shimeji branco,

respectivamente. As diferentes taxas de crescimento podem estar relacionadas a
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inibicdo de L. monocytogenes pela microbiota indigena de cada variedade de
cogumelo, como elevadas contagens de bactérias acido lacticas e enteroccocus,
metabolizando e excretando substéncias inibidoras ao crescimento de L.
monocytogenes. Adicionalmente, diferengas marcadas na densidade populacional
maxima foram encontradas nas temperaturas de 12 e 30 °C. A variedade de shimeji
branco apresentou maiores valores de L. monocytogenes, observando-se um
aumento médio de 1,80 log CFU/g. Pode-se sugerir que uma rapida multiplicagao do
patégeno nas amostras de shimeji preto pode consumir rapidamente os nutrientes do
meio e/ou produzir metabdlitos que inibem o préprio patégeno, reduzindo a densidade
populacional maxima a valores menores em comparagao com a variedade de shimeji
branco.

Os dados dos parametros cinéticos (u e A) preditos para L. monocytogenes no
modelo de Baranyi (1994) foram utilizados para construir o modelo secundario de
Ratkowsky et al. (1982). Os modelos da raiz quadrada estdo apresentados na Tabela
5. Novamente os graficos reforcam a dependéncia da taxa de crescimento e da fase
lag com a temperatura de armazenamento, apresentando uma forte correlagao linear
para a taxa de crescimento de L. monocytogenes, com valores de R? superiores a
0,97, confirmando a acuracia do modelo para ambas as variedades de cogumelo. O
tempo de adaptagdo apresentou valores de R? de 0,87 e 0,98 para a variedade de
shimeji preto e branco, respectivamente. Contudo, a taxa de crescimento resultou em
melhor ajuste do para o modelo da raiz quadrada em fungao da temperatura.

O presente trabalho encontrou valores de Tmin de 1.31 e 4.27 para o
crescimento de L. monocytogenes nas variedades de shimeji preto e branco,
respectivamente encontrados na literatura, com valores na faixa de 0,4 e 1,5 °C, by

Guenther et al., (2009) e Lado and Yousef (2007), respectivamente. E para o tempo
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de fase lag os valores encontrados de Tmin forem de 34,59 e 37.70 nas variedades

de shimeji preto e branco, respectivamente. As equacdes estao presentes na tabela 5

5 Concluséao

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a contagem de diversos
microrganismos apresentam-se superiores em todos os tipos de cogumelos,
apresentando um tempo de prateleira reduzido e também mostram que o shimeji preto
tem a capacidade de abrigar a L. monocytogenes. Embora a incidéncia deste
patégeno tenha sido baixa, a presenca de L. monocytogenes € preocupante, pois 0s
cogumelos apresentam um 6timo substrato para crescimento em uma ampla faixa de
temperatura de armazenamento. O crescimento foi mais substancial no shimeji preto,
devido a maior concentragao de nutrientes em relagdo ao shimeji branco. Os dados
de qualidade microbiolégica e de patdégenos e surtos em cogumelos sao escassos, 0s
dados de qualidade microbiolégica, incidéncia e comportamento de patégenos séo de
suma importancia para desenvolver métodos de cultivo e manipulagéo para garantir
sua seguranga e qualidade microbiana.
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Tabela 1 — Numero de Amostra analisadas de acordo com espécie e marca

Marca Shimeji Preto  Shimeji Branco Porto Belo  Shitake Champignon
(OM) (WS) (PB) (ST) (WB)
A 60 24 11 9 8
B 10 8 N/U 5 6
C 2 6 N/U N/U N/U
D N/U 7 N/U N/U N/U
E N/U N/U N/U N/U N/U
F N/U 6 N/U N/U N/U
G 4 5 N/U N/U N/U
H 3 N/U N/U N/U N/U
J 21 N/U N/U N/U N/U
Total 100 56 11 14 14

N/U — Marca n3o utilizada



Tabela 2- Prevaléncia de Listeria sp e L. monocytogenes em cogumelos

Listeria
Amostra N Listeria spp (%) monocytogenes
(%)
Shimeji Preto 100 22(22) 1(1)
Shimeji
Branco >6 N/D N/D
Shitake 14 N/D N/D
Champignon 14 N/D N/D
Porto Belo 11 N/D N/D
Total 195 22(11.3 1(0.51)

N/D — N3o detectado
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Tabela 3: Parametros cinéticos de multiplicagcao (taxa maxima de crescimento, y - 1/h;
tempo de lag, A - h; e populagdo maxima, k - log CFU/g) de L. monocytogenes em

cogumelos (shimeji preto e shimeji branco).

Parametros cinéticos de . Cogumelos
crescimento T shimeji preto shimeji branco
5 0.007+0.002A2 N/C
12 0.025+0.004%2  0.034+0.00442
" 20 0.141+0.001B2  0.085+0.00458°
30 0.282+0.032¢@  0.123+0.009¢P
5 198.58+22Ca N/C
12 57.23+3.9382 38.30+12.3Ba
’ 20 4.29+0.047a 9.81+0.7214a
30 3.81+0.456"2 3.14+0.78372
5 5.38+0.0347a N/C
12 5.81+0.525%a 7.64+0.0107°
’ 20 6.98+0.27752 6.86+0.12082
30 6.42+0.20752 8.19+0.2008°

'Letras maiusculas diferentes na mesma coluna para o mesmo parametro indicam
diferencgas significativas ( p < 0,05) de acordo com o teste de Scott-Knott como uma
funcdo da temperatura de armazenamento. 2Diferentes letras minusculas na mesma
linha indicam diferengas significativas (p < 0,05) de acordo com o teste de Scott-
Knott para diferente cogumelos, numa mesma temperatura de armazenamento.

N/C Nao houve crescimento.
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Tabela 4. Contagem de bactérias mesofilicas, psicotroficas e bolores e leveduras obtidos na

literatura.
Variedade de Mesodfilos Psicotroficos Bolores e Fonte Referéncias
Cogumelo leveduras
(Log CFU/g) (Log CFU/qg)
(Log
CFU/qg)
- =50 - - Produtor Fattahifar et
al., 2018
Agaricus 4,3 3,35 3,31 Produtor Nasiri et al.,
bisporus 2018
Agaricus 4,3 3,35 3,31 Produtor Nasiri et al.,
bisporus 2017
Pleurotus =3,5 - = 2,6 Produtor Wang et al.,
ostreatus 2017
Flammulina 3,16 2,17 2,87 Produtor Donglu et al.,
velutipes 2016
Boletus edulis 6,88 1,89 - Bosque Han et al,,
2015
Agaricus 4.4 3.4 3,2 Produtor Gao et al.,
bisporus 2014
Lentinula 3,97 3,34 3,32 Produtor Jiang et al.,
edodes 213
Lentinus 4,12 1,63 3,81 Produtor Jiang et al.,
edodes 2012
Agaricus 7.7-8.4 - 1.8-2.7 Mercado Venturini et
bisporus al., 2011
P. ostreatus 5.3 - 29-34 Mercado Venturini et
al., 2011
Lentinus 4.3 1.8 4.1 Produtor Jiang et al.,
edodes 2010
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Tabela 5. Modelo secundario da raiz quadrada para L. monocytogenes em cogumelos

frescos em funcdo da temperatura de armazenamento (5-30°C).

Amostra Raiz quadrada Tempo de Lag
Shimeji Preto \/ﬁ =0.0187(T — 1.31) In(1) — 0.17(T — 34.59)
Shimeji Branco ﬁ = 0.0049(T — 4.27) In(4) — 0.1386(T — 37.70)

*Umax: taxa de crescimento maxima especifica (h™!), tLag: Tempo de duragdo da fase

lag (dias), T: temperature (°C).



Tabela 6. Parametros cinéticos de inativagao L. monocytogenes em cogumelo

shimeji branco

Temperatura °C Kmax Valor D (h) R?

5 0.05 46,05 0,97
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Figura 1: Contagem de bactérias aerdbicas mesofilas (A), Enterobactérias (B), bactérias
laticas (C), bactérias aerdbicas psicrotroficas (D) e bolores e leveduras (E) em diferentes tipos
de cogumelos. ' * diferentes para o mesmo grupo de microrganismo indicam diferenga

significativa ( p < 0,05) entre as médias de contagem de acordo com o teste de Scott-Knott.

A
14
12 * *% * k%
I
10 . o
o | —
D 8+ I I . |
O [ 1 1
o 61 5 i
o : —_—
= S |
4 _
2 N
0-
T T T T
ST oM WB PB BS
Type of mushroom
B
14—
124 * *% Fkk dekkk
10 «
o N
=5 84 i
b :
QO ¢ | —— .
jo) : ]
o - i
— !
, E

ST oM WB PB BS

Type of mushroom



55

C
14-
12 * * %
101
o S
S g/ T |
TS i H
O
o 64
g S
S — : —
4 — | ’
2 § _§ | -
04
1 T 7 J I
ST oM WB PB BS
Type of mushroom
D
14
e - Jo¥% Kk
I |
10 —_—
o —— | : '
S 8- | * —
o I ' !
o  — : :
o 6 ! ‘ E
o - i
s -
44 :
5 | R S
0
ST oM wB PB BS

Type of mushroom



Log CFU/g

&
0

—_
hS ]
1

e
o

o 2]
|

[=>]
1

E=y
L

N
|

56

*%*

ST

‘ |
|
T
oM

'7 —
: ‘ T
WB PB

Type of mushroom



57

Figura 2- Crescimento e inativacao de Listeria monocytogenes em shimeji Preto (A)

e Shimeji Branco (B) armazenada a 5,12,20e 30 °C
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Figura 3 - Relacao entre crescimento médio de Listeria monocytogenes (medido
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como u e A ) em Shimeji Preto e Shimeji Branco, conforme afetado pela temperatura.
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CONCLUSOES GERAIS

A quantificagdo das analises microbioldgicas resulta que os cogumelos
comercializados tém uma alta contagem de microrganismos e que os cogumelos
podem estar sendo vendidos deteriorados ou com o prazo de validade muito mais
curto do que o rotulado, tendo em vista que as analises foram feitas até 48h de
embalados. O cogumelo com maior carga microbiolégica foi o shimeji preto e foi o
unico que apresentou uma incidéncia baixa de L. monocytogenes, podendo
apresentar risco. Mais estudos devem ser conduzidos para avaliar os riscos de
possiveis contaminag¢des vinculados a este alimento. Os cogumelos shimeji branco e
preto demonstraram-se 6timos substratos para crescimento da L. monocytognes. O L.
monocytogenes no shimeji preto nas faixas de 20 e 30°C apresentou o maior
crescimento. Ja o shimeji branco apresentou crescimento na faixa de 12 a 30°C, na

faixa de 5 graus néo foi capaz de sobreviver.
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