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RESUMO?

A erva-mate (llex paraguariensis Saint Hillarie) € uma espécie nativa da regido
meridional do Brasil, cujas folhas, apds o processamento, sao utilizadas como
bebida pelas populacdes do Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai e outros
paises da América do Sul. O objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de
bactérias mesofilas, termofilas, bolores, leveduras e a diversidade de bactérias
e leveduras nas amostras in natura e apds processamento. Também de
verificar a qualidade sanitaria na erva-mate ja processada. As coletas das
amostras foram realizadas de janeiro a junho de 2013, no municipio de
Vargedo, Santa Catarina. Foram utilizados os métodos oficiais de anélises de
alimentos da Association of Analytical Communities e do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. O terméfilo mais encontrado tanto na
erva-mate processada quanto nas folhas foi o Bacillus licheniformis. Os
mesofilos que predominaram nas folhas foram: Pantoea ananatis,
Staphylococcus sciuri e Staphylococcus epidermidis. Ja na erva-mate
processada os mesofilos mais frequentes foram: Bacillus megaterium, Bacillus
amyloliquefaciens e Klebsiella pneumoniae. As principais leveduras
identificadas nas folhas foram: Aureobasidium pullulans e Sympodiomycopsis
sp. Dois isolados do género Sympodiomycopsis foram sequenciados e trata-se
de uma nova espécie. Na erva-mate processada as leveduras identificadas
foram: Rhodosporidium  kratochvilovae, Rhodotorula  mucilaginosa,
Sporobolomyces nylandii. E verificou-se que todos o0s parametros
microbiolégicos para a erva-mate processada atenderam tanto a legislacdo
brasileira vigente, como também aos parametros estabelecidos pela
Organizacao Mundial da Saude.

1Disserta(;ﬁo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente -
Microbiologia de Alimentos, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (102 p.) Agosto, 2014.
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ABSTRACT?

Yerba mate (llex paraguariensis Saint Hillarie) is a native species of the
southern region of Brazil, whose leaves, after processing, are mainly used as a
beverage by Brazilian, Argentine, Paraguayan and Uruguayan people. The
purpose of this work was to verify the presence of thermophilic and mesophilic
bacteria, molds and yeasts, and microbial diversity in leaves and in the products
ready for the consumption and to determine the sanitary quality in processed
yerba mate. The collection of the samples was carried out from January to June
2013, in the city of Varge&o, Santa Catarina, Brazil. Official methods of analysis
of foods of the Association of Analytical Communities and of the Ministry of
Agriculture, Livestock and Supply were used. The mainly thermophilic bacteria
found in yerba mate and leaves were Bacillus licheniformis. The mesophilic
bacteria that predominated in leaves were: Pantoea ananatis, Staphylococcus
sciuri and Staphylococcus epidermidis. In yerba mate the most common
mesophilic bacteria were: Bacillus megaterium, Bacillus amyloliquefaciens and
Klebsiella pneumoniae. The main yeast identified in the leaves were
Aureobasidium pullulans and Sympodiomycopsis sp. Two isolates of the genus
Sympodiomycopsis were a new species. The yeasts identified in the yerba mate
were: Rhodosporidium kratochvilovae, Rhodotorula mucilaginosa and
Sporobolomyces nylandii. And it was found that all microbiological parameters
for processed yerba mate attended both the current Brazilian legislation, as well
as parameters established by the World Health Organization.

Master of Science dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology,
Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brazil. (102 p.) August, 2014.
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1 INTRODUCAO

Atualmente a sociedade esta cada vez mais preocupada frente a
qualidade e a seguranca dos alimentos. Na producdo de alimentos, as
industrias devem manter medidas apropriadas para garantir seguranca e
estabilidade do produto na vida de prateleira.

Uma das formas de se verificar a qualidade microbiol6gica dos
alimentos preparados pelas industrias é realizar a pesquisa de micro-
organismos indicadores e de micro-organismos de interesse sanitario como é o
caso da salmonela e dos coliformes. E ndo s6 visando a qualidade higiénico-
sanitaria, também é de grande importancia o conhecimento da microbiota
inerente ao alimento. Pouco se sabe sobre a diversidade e composi¢cado das
comunidades bacterianas da matéria prima dos alimentos, no caso da erva-
mate, das suas folhas localizadas na filosfera (habitat microbiano encontrado
na superficie aérea da planta) (Redford et al., 2010).

A erva-mate tem sua origem na América do Sul, ocorrendo
naturalmente na Argentina, Brasil e Paraguai, sendo um dos produtos
agroindustriais de grande importancia econémica no sul do Brasil. A forma mais
difundida para saborear a erva-mate € o chimarrdo, uma infusdo da erva com
agua quente. Dentre as atividades agricolas existentes, a erva-mate representa

uma das principais fontes econGmicas de muitos municipios,



gerando uma diversidade de opcGes de emprego e renda, principalmente para
pequenos e médios produtores rurais do sul do pais.

Pelo fato da erva mate ser consumida por grande parte da
populacdo da regido sul do Brasil, torna-se importante o conhecimento das
condicbes sanitarias deste produto. Consequentemente buscar diminuir os
riscos oferecidos aos consumidores e assim melhorar a qualidade do produto
nas indastrias ervateiras. Além disso, poderdo ser observados o0s tipos
microbianos que resistem aos processos de producéo da erva-mate e conhecer
suas caracteristicas microbiologicas. Também se destaca a importancia do
estudo por existirem poucas pesquisas ha area, fato comprovado pelo
levantamento bibliografico realizado; sendo que a maioria dos estudos com
erva-mate € sobre sua composicéo quimica.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade
microbiolégica de amostras de folhas de erva-mate in natura e posteriormente
a erva-mate tostada, ja processada, provenientes de uma empresa produtora
de erva-mate. E entre os objetivos especificos cita-se: 1) verificar a presenca
de micro-organismos indicadores conforme preconiza a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) na erva-mate ja processada, 2) verificar a
presenca e realizar as contagens de bactérias mesofilas e termdfilas, e de
bolores e leveduras nas amostras in natura e ap0s processamento, 3) realizar a
identificacdo das bactérias mesofilas e termdfilas, e leveduras nas amostras in
natura e apoOs processamento, 4) sugerir acdes corretivas a empresa

fornecedora das amostras, se forem detectadas condi¢cfes higiénico-sanitarias



insatisfatorias. E elaborar uma apresentacdo com os dados encontrados para a

empresa pesquisada.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historico e classificacdo da erva-mate

De acordo com Valduga (1994), erva-mate (llex paraguariensis Saint
Hillarie), Aquifoliacea, € uma espécie nativa da regido meridional do Brasil,
cujas folhas apés o processamento sdo utilizadas como bebida pelas
populacées do Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai e outros paises da América
do Sul. Geralmente ela € utilizada na forma de infusdes com agua quente ou
fria, chamadas de chimarrédo ou tereré, respectivamente.

No inicio do século 19, o naturalista francés August de Saint- Hilaire
empreendeu varias viagens ao Brasil e foi uma importante figura na descricao
da espécie da erva-mate. Ele a denominou cientificamente em 1822, e realizou
algumas coletas da planta nas proximidades de Curitiba (Mazuchowski, 1991
apud Luz, 2011).

A erva-mate apresenta a seguinte classificagcdo boténica (Da Croce
& Floss, 1999):

Subdiviséo: Angiospermae

Classe: Dicotileddoneae

Subclasse: Archiclamydea

Ordem: Aquifoliaceae

Género: llex



Nome cientifico: llex paraguariensis St. Hil.
Nome vulgar: erva-mate

A figura 1 mostra a arvore da llex paraguariensis com folhas e frutos.

Figura 1: Erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.).

Fonte: Marisa da Costa, DeMIP, ICBS, UFRGS, 2013.

Quanto a apresentacao das arvores da erva-mate, elas podem ter de
10 a 15 m de altura, exibem tronco reto, de coloracéo acinzentada e bastante
curto, com diametro a altura do peito (DAP) de 20 a 40 cm; na floresta pode
atingir até 25 m de altura e 70 cm de diametro; os ramos sao cilindricos ou
subcilindricos, também cinzentos, sendo que os terminais sdo densamente
tomados por pequenas lenticelas. Em cultivo, sua altura pode variar de 3a5m
(Daniel, 2009). As folhas sao simples, alternas, subcoriaceas a coriaceas, com

formato obtuso e margem serrada-crenada da porcdo mediana até a



extremidade superior. Medem cerca de 5 a 10 cm de comprimento, podendo
chegar a 18 cm em ambiente de sub-bosques florestais, por 3 a 4 cm de
largura, apresentando peciolos curtos e retorcidos (Carvalho, 2003 apud Vieira,
2012). As flores ndo sao vistosas, sdo pequenas e dispostas em
inflorescéncias fasciculadas de até cinco flores, com curtos pedicelos, alocadas
nas axilas das folhas de ramos velhos (Carvalho, 2003 apud Vieira, 2012). Os
frutos sdo pequenos e globulares, medindo de 6-8 mm, verdes quando
imaturos, e quando maduros mudam sua cor para o vermelho-arroxeado. Sao
compostos por uma polpa gelatinosa, a qual envolve quatro sementes de
tegumento aspero e duro, dispersas por aves (Ducat & Quindia 2004, apud
Vieira, 2012).

A erva-mate é uma planta endémica do continente americano e é
encontrada entre as latitudes de 21° e 30°S e longitudes entre 48°38 e
56°10'W. E uma espécie didica, entomdfila que floresce entre os meses de
setembro e dezembro, e seus frutos maturam entre janeiro e abril (Da Croce et

al.,1994).

2.2 Processamento agroindustrial

O processo industrial da erva-mate no Brasil estd estruturado
segundo o sistema de cancheamento/beneficiamento, que compreende o corte
de folhas e ramos, transporte, reducdo de tamanho do material vegetal,
sapeco, secagem, trituracdo em diferentes granulometrias, sendo a erva-mate

classificada por peneiras, que determinam o destino do produto, uso e



aplicacao industrial, ou o envase para o mercado consumidor (Mazuchowski,
2000).

Os processos industriais ervateiros mudaram pouco no decorrer dos
tempos, sendo adotados engenhos e barbaquas automaticos com grande
capacidade de processamento. Portanto, 0s processos produtivos sao
praticamente os mesmos desde o inicio do ciclo do mate (Valduga, 1995).

Assim como mostra o fluxograma a seguir na figura 2.

Figura 2: Fluxograma do processo da erva-mate.

COLHEITA

A 4

TRANSPORTE

A 4

SAPECO
(BRANQUEAMENTO)

CANCHEAMENTO
(TRITURACAO)

A 4

INDUSTRIALIZACAO

Segundo Da Croce (2000), o processo de beneficiamento da erva-

mate envolve trés etapas: (i) sapeco, ou branqueamento, (ii) secagem e (iii)



cancheamento, este ultimo envolvendo as operacdes de malhacdo e moagem
da erva. O sapeco retira a umidade superficial, o que vai inativar as enzimas e
evitar que as folhas se tornem escuras e de sabor desagradavel. A secagem
geralmente é realizada ao ar livre ou por secadores mecanicos, até que as
folhas fiquem quebradicas. Ha reducédo de umidade tanto no sapeco quanto na
secagem, 0 que tenta evitar o desenvolvimento microbiano e auxilia na sua
conservacao.

No processo de desidratacdo quase toda agua do produto €
eliminada, o que propicia na diminuicdo da atividade de &agua, o que vai
influenciar no crescimento microbiano, na atividade enzimatica e em outras
reacOes de deterioracdo tanto quimica, como fisica (Torrezan et al., 1997). A
desidratacdo de alimentos objetiva a reducdo da atividade de agua para niveis
inferiores a 0,60. Nesses niveis a maioria das reacfes de deterioracdo dos
alimentos é desacelerada (Neto, 1996).

Apds a obtencdo do produto seco e triturado, ele passa para o
proximo passo que € o envase. Na industrializacdo deste alimento, ha varios
tipos de embalagens comerciais, entre eles: o mais simples, como o papel
“couché”, e outras embalagens mais sofisticadas com a finalidade de dar uma
maior protecdo ao produto, como o polipropileno biorientado metalizado com

polietileno laminado.

2.3 Impacto socioeconémico
A exploragdo e o cultivo da erva-mate séo realizados, em sua

maioria, por pequenos produtores rurais, que obtém uma parte significativa da



renda familiar por meio da exploracdo deste produto (Meurer, 2012). Sua
importancia socioecondémica esta no fato de ser uma das espécies que sofre
pouco com as oscilacdes do clima, se comparado com os cultivos agricolas em
geral. E por esta razdo, passou a ser uma espécie de grande importancia na
fixacdo do homem ao campo (Vidor et al., 2002).

De acordo com Da Croce (2000), no Brasil a cultura da erva-mate
ocorre em uma area de aproximadamente 450.000 Km?, equivalendo a 5% do
territorio brasileiro e a 3% do territdrio sul-americano. Dentre a triade dos
paises produtores de erva-mate, o Brasil figura como o maior produtor, e a
Argentina como o maior exportador. Ja o Paraguai produz basicamente para o
consumo interno (De Lima, 2005).

A erva-mate tem sido utilizada como matéria prima nas industrias de
alimentos, no preparo do tereré, do chimarrdo, do cha mate solavel, do cha
mate verde, de refrigerantes, de bebidas energéticas, de balas, entre outros.
J& nas industrias quimicas a erva-mate € empregada no preparo de tintas e
resinas, de medicamentos, de adstringentes e de cosméticos e perfumaria (Da

Croce, 2000; Medrado & Mosele, 2004 apud Pagliosa, 2009).

2.4 Aspectos microbiol6gicos

2.4.1 Diversidade microbiana em plantas

Na natureza, plantas saudaveis hospedam uma diversidade de
micro-organismos conhecidos como a microbiota da planta (Delmotte et al.,
2009; Lindow & Brandl, 2003). Uma comunidade de micro-organismos ocupa

um espacgo especifico, denominado habitat, para crescimento e reproducéo.
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Assim, os 6rgaos das plantas colonizados por comunidades bacterianas com
distinta estrutura filogenética representam diferentes habitats (Bulgarelli et al.,
2013). Estes podem ser encontrados tanto na superficie quanto dentro dos
proprios tecidos (Whipps et al., 2008).

As plantas apresentam trés ambientes bem marcados para a
microbiota: a rizosfera, onde os micro-organismos estdo associados com as
raizes e o solo (Walker et al., 2003); a endosfera, dentro dos tecidos das
plantas (Hardoim, 2008); e a filosfera que engloba a superficie dos troncos e as
folhas (Lindow & Leveau, 2002), a maior parte desta superficie € formada por
folhas verdes, e parece representar um dos maiores habitats microbianos na
Terra (Bulgarelli et al., 2013). Em comparagdo com os fungos e archaea, as
bactérias sdo os micro-organismos mais prevalentes colonizando a filosfera
(Lindow & Brandl, 2003). Estes micro-organismos associados as plantas sao
geralmente considerados como patégenos, mutualistas ou comensais (Berlec,
2012).

Tem-se empregado como padrdo de referencial microbiolégico na
avaliacdo tanto da diversidade microbioldgica de plantas quanto da qualidade
de alimentos, a concentracdo de micro-organismos viaveis e cultivaveis,
principalmente de fungos totais e de bactérias. E como ferramenta no auxilio
das andlises desta diversidade, utiliza-se no estudo das bactérias, as
sequéncias de rDNA (acido desoxirribonucléico ribossomal) e especialmente as
do 16S rDNA. Estas sequéncias representam o0s alvos atuais mais importantes
no estudo da sua evolugcédo e da sua ecologia, incluindo a determinagao da

relacdo de filogenia entre tdxons, a exploracdo da diversidade bacteriana no
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ambiente e a quantificacdo da abundancia relativa de taxons de varias classes
(Hugenholtz, 1998). Ja para a identificacdo de espécies fungicas tem-se
utilizado métodos moleculares baseados no sequenciamento do espacador

interno do transcrito (ITS) de rDNA com grande eficacia.

2.4.2 Microbiologia dos alimentos e da erva-mate

A gquantidade e a diversidade de micro-organismos presentes dentro
ou sobre os alimentos produzidos podem ser usados para avaliar com
seguranca a qualidade microbioldégica dos mesmos. Os alimentos séo
facilmente contaminados com micro-organismos na natureza, durante a
manipulacdo e o processamento. Esses alimentos, apos terem sido
contaminados, vao servir como meio para o0 crescimento dos micro-
organismos, podendo fazer com que as caracteristicas fisicas, quimicas e
organolépticas mudem levando até mesmo a deterioracdo do alimento (Chan et
al., 1996; Mendes, 2007).

Os micro-organismos de interesse meédico-sanitario em alimentos
sdo encontrados em dois grandes grupos: bactérias e fungos. Mas alguns tipos
de virus e alguns parasitas, também causam problemas de saulde publica
(como a rotavirose, a hepatite A, a giardiase, a teniase), podendo ser
veiculados através dos alimentos (Andrade, 2006).

O desenvolvimento microbiano nos alimentos é condicionado por
diversos fatores ambientais, como temperatura e umidade relativa,
denominados extrinsecos, e por fatores intrinsecos, sendo 0s principais a

atividade de agua, o pH, o potencial redox, a temperatura e a composi¢ao
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quimica do alimento (Jay, 2005). Além da multiplicacdo microbiana, outro fator
que pode causar problemas na ingestdo destes alimentos é o fato de alguns
micro-organismos poderem produzir toxinas (Borges et al., 2003).

O teor de umidade € um parametro importante para a conservacao
de alimentos processados, mas a atividade de agua tem sido o parametro de
preferéncia, jA que este item representa melhor a quantidade de &agua
disponivel, que influencia nas transformac¢des dos alimentos (Neto et al., 1996).
O termo atividade de agua representa uma propriedade dos alimentos que
pode ser definida como a agua disponivel e assim utilizada para o crescimento
microbiano e, para as demais reacdes quimica, fisica e enzimatica que podem
propiciar a deterioracdo dos alimentos (Ditchfield, 2000).

A erva-mate ndo é, em principio, um meio ideal para o
desenvolvimento microbiano, pois nela estdo presentes varios compostos
inibidores, como cafeina e as saponinas, além de outro fator importantissimo
gue € o processo de secagem. Se a secagem nao for feita corretamente, néo
desidrata de forma efetiva o interior dos talos e das folhas e, em alguns casos,
durante o periodo de estocagem pode ocorrer facilmente a absorcdo de
umidade, ocasionando problemas de conservacgéao (Faria, 2000).

Os micro-organismos que contaminarem a erva-mate no campo, se
nao forem eliminados durante a fase do sapeco, podem acompanhar o produto
até o seu consumo. Os riscos da presenca desses contaminantes no produto
final aumentam de acordo com sua contagem inicial, e quanto mais
contaminado, mais perigoso pode ser o consumo do produto. Por se tratar de

um produto bastante desidratado, poucos sdo 0s micro-organismos que podem
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se multiplicar neste material. Mas 0s micro-organismos que apresentam
estruturas de resisténcia sado capazes de permanecer no produto até que
existam condi¢cdes Otimas para o seu desenvolvimento, destacando-se o0s
fungos filamentosos e bactérias esporuladas. O desenvolvimento destes micro-
organismos também pode ser propiciado pelo tempo e pelas condicbes de
armazenamento, associados aos tipos de embalagens utilizados (Rupollo et al.,
2004).

Para producédo de alimentos com qualidade, e seguros para a saude
do consumidor, & necessario manter a sanidade dos alimentos em todos seus
estagios de desenvolvimento até seu produto final. Pois existem variados tipos
de surtos de doencas de origem alimentar que estdo relacionados com as
superficies onde os alimentos sédo produzidos, ou até mesmo a falta de limpeza
e desinfeccdo dos equipamentos e dos utensilios utilizados (Mottin, 2008).

Para produzir um alimento seguro é de grande importancia a
avaliacdo dos riscos envolvidos em cada etapa. A definicdo das acdes de
prevencdo e de controle e o gerenciamento dessas a¢fes em todo o sistema
de producdo colocando-se em préatica o conhecido programa de Andlise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) (Batalha & Silva, 2001). No
processamento da erva-mate para chimarrdo, 0 sapeco e a secagem sao
etapas em que o calor vai agir fazendo com que ocorra a reducdo ou até
mesmo a eliminagdo de micro-organismos que estejam presentes nas etapas
anteriores. ApOs essas etapas, devem-se ter cuidados durante o
processamento a fim de evitar a recontaminacao microbiana (Mendes, 2005). A

erva-mate € um produto desidratado, sendo enquadrada na categoria dos
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alimentos nado pereciveis, ja que podem ser estocados a temperatura ambiente
sem que ocorra grande crescimento microbiano e que impliqgue em sua
deterioracéo (Cabral & Fernandes, 1980).

Para controle na producdo e na venda de variados tipos de
alimentos, a ANVISA estabelece, na Resolucao da Diretoria Colegiada RDC n.°
12/2001, os padrBes microbiolégicos de interesse sanitario. Para os produtos
alimenticios consumidos apos adi¢cdo de agua com emprego de calor, como é o
caso da erva-mate, deve ser determinado a contagem de coliformes a 45° C,
com limite méaximo de 10°® UFC/g e a pesquisa de Salmonella sp., sendo
estabelecida a auséncia desta bactéria em 25g do produto (Brasil, 2001). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) também estabelece que para chas
consumidos na forma de infusdo, as contagens de bactérias mesofilas devem
ser de no méaximo de 10’ Unidades Formadora de Coldnia por grama (UFC/g),
e as de bolores e leveduras com limite méximo de 10* UFC/g (WHO, 1998).

Até o momento, ndo ha dados sobre a microbiota bacteriana e de
fungos leveduriformes na erva-mate. Porém, ha pesquisas relatando a
contagem de micro-organismos, como coliformes totais e fecais, salmonelas,
bolores e leveduras, e um estudo que realizou a contagem e a identificagdo de
fungos filamentosos.

Horianski et al. (2012) estudou 20 amostras de erva-mate canchada
de diferentes estabelecimentos da cidade de Misiones, Argentina. A contagem
de bactérias aerébias mesdfilas obtida foi de 1x10% a 2,2x10* UFC/g, dos

coliformes termotolerantes foi < 3 UFC/g, dos coliformes totais de 1,1x10%°a < 3
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UFC/g, a contagem de bolores e leveduras ficou entre 2,7x10? a 3,5x10° UFC/g
e Escherichia coli n&o foi detectada.

Berté et al. (2005) pesquisaram amostras de erva-mate provenientes
do municipio de Guarapuava, sendo estudado 2 pacotes por més num periodo
de 6 meses. Foi realizada a contagem de bactérias mesofilas que ficou entre
7,0x10 a 7,8x10% UFC/g, de bolores e leveduras que obteve resultados entre
1x10? a 50x10°? UFC/g, de coliformes a 35°C com contagens entre 23 a < 3
NMP/g, e houve auséncia de salmonelas e coliformes termotolerantes.

Bernardi et al. (2005) realizaram uma pesquisa identificando os
fungos filamentosos na erva-mate. Para isso, foram utilizadas 34 amostras de
diferentes marcas comercializadas no municipio de Pelotas, RS. A contagem
desses fungos variou de 1,45x10° a < 15 UFC/g, e os géneros identificados nas
amostras foram: Aspergillus sp., Penicillium sp., Cladosporium sp.,

Paecilomyces sp., Rhizopus sp., Syncephalastrum sp. e Monilia sp.

2.4.3 Micro-organismos aerébios mesofilos e termofilos

Os micro-organismos sdo classificados conforme sua temperatura
Otima de crescimento em quatro grupos: psicroéfilos (temperatura étima abaixo
de 20°C), mesofilos (temperatura oOtima entre 20 e 40°C), termofilos
(temperatura 6tima entre 42 e 70°C) e hipertermdfilos (temperatura 6tima acima
da 71°C) (Overmann, 2006). Porém, a maioria dos micro-organismos
patdgenos que estdo nos alimentos sdo mesdofilos (Murray et al., 2010).

A deteccgdo e a enumeracdo microbiana sédo empregadas tanto para

o controle da qualidade, como da eficiéncia das praticas de sanificacdo de
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equipamentos e utensilios durante a producédo e beneficiamento de alimentos
(Franco & Landgraf, 2007). Como exemplo da utilizacdo da enumeracao
bacteriana temos o estudo de Vitullo (2011) que avaliou a qualidade
microbiologica de 51 amostras de ervas secas (Melissa officinalis, Salvia
officinalis, Malva sylvestris, Matricaria chamomilla, Alchemilla vulgaris e
Centaurea cyanus) cultivadas na Itdlia. Das amostras estudadas, 29,4%
tiveram qualidade microbiologica insatisfatoria, pois o niamero de mesoéfilos
detectados excedeu o limite permitido. E essa alta contagem de bactérias
mesofilas aerodbias significa que houve condigBes favoraveis a multiplicacao
dos mesmos (Souza et al., 2004).

As bactérias termdfilas tém sido menos exploradas devido a
dificuldades em isolar e manter o isolado em cultura pura (Panda, 2013). Micro-
organismos termdfilos tém ganhado importancia devido seu potencial em
produzir enzimas termoestaveis que tem grandes aplicacfes farmacéuticas e
industriais (Coolbear et al., 1992). Porém estas bactérias termofilas também
estdo envolvidas em contaminacfes de alimentos, devido a grande maioria de
seus exemplares produzirem esporos, 0 que Ilhe conferem uma determinada

resisténcia.

2.4.4 Coliformes a 35°C e a 45°C

As enterobactérias pertencem a um grupo filogenético homogéneo.
Elas séo caracterizadas por serem Gram-negativas, bacilos ndo formadores de
esporos, aerObias facultativas, oxidase negativas, iméveis ou moveis por

flagelacéo peritriquea (Brenner & Farmer, 2005).
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Coliformes totais ou a 35°C s&o definidos como bacilos Gram-
negativos, aerobios ou anaerobios facultativos, ndo formadores de esporos,
oxidase negativos, fermentadores da lactose a 35°C com producdo de gas
(Briancesco, 2005). A enumeracao deste grupo de microrganismos € uma
ferramenta para determinar o padréao higiénico de ambientes e alimentos (Silva
et al., 2001; USFDA, 2014).

Coliformes termotolerantes sao definidos como os que fermentam a
lactose com producdo de gas a 45°C (Briancesco, 2005). Este grupo
compreende trés géneros de bactérias: Escherichia, Enterobacter e Klebsiella.
A E. coli é freqlientemente encontrada em alimentos e sua presenca é 0 mais
claro indicador de contaminacgdo fecal utilizado (Silva et al., 2001; USFDA,
2014).

Escherichia sp. sdo organismos pequenos e finos medindo 0,5 um
de comprimento e de 1 a 3 um de didmetro. Raramente apresentam exigéncias
em relacdo a qualquer fator de crescimento, sendo capazes de crescer a partir
de uma variedade de fontes de carbono. Crescem em temperaturas que variam
de 15°C a 45°C, sendo 37°C a temperatura ideal (Altwegg & Bockmuhl, 1998).

A partir das contagens de coliformes a 35°C e Escherichia coli pode-
se estimar falhas na higiene e contaminagédo de origem fecal, sendo que altas
contagens destes grupos de micro-organismos geralmente estao relacionados
a possivel presenca de enteropatégenos nos alimentos (Eisel et al., 1997). A
presenca de Escherichia coli em produtos processados indica, provavelmente,

contaminacgao posterior ao processamento (Blood & Curtis, 1995).
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2.4.5 Salmonella sp.

Salmonella sp. pertence também a familia Enterobacteriaceae. S&o
bacilos Gram-negativos, na sua maioria moével (com flagelos peritriqueos), nédo
esporulados, sendo a maioria ndo fermentadora da lactose e anaerObia
facultativa. As colbnias geralmente apresentam de 2 a 4 mm de diametro. Sao
indol negativo, urease negativa e fermentam a glicose, produzindo &cido e gas.
Sdo patogénicas para humanos e outros animais, podendo causar febre
entérica, gastroenterite e sepse (Brenner & Farmer, 2005). E a temperatura
Otima para crescimento desta bactéria € de 37°C (Franco & Landgraf, 2007).

Salmonella sp. sdo bactérias patogénicas importantes para a
indUstria alimenticia, pois quando presentes nos alimentos podem causar
danos a saude do consumidor. Em um estudo para avaliar a seguranca
microbiolégica de ervas secas e especiarias no Reino Unido, foi detectada a
presenca de salmonelas em 1,5% (2/32) das amostras coletadas nas industrias
e 1,1% (31/2833) das amostras coletadas no varejo. E entre as amostras
positivas, dezessete sorotipos diferentes de Salmonella foram encontrados
(Sagoo et al., 2009). Isso demonstra que mesmo com baixa atividade de agua

elas podem permanecer viaveis por algum tempo.

2.4.6 Bolores e leveduras

As leveduras e os bolores estdo incluidos no reino dos Fungos. Eles
sdo organismos eucariotos heterotréficos, na sua maioria saprofitas, obtendo
nutrientes a partir de matéria organica em decomposicdo e estdo
particularmente envolvidos na mineralizagdo da matéria organica do solo

(Santos et al., 2009).



19

Os bolores possuem filamentos microscopicos chamados de hifas.
Essas hifas podem ser septadas ou asseptadas. Este tipo de fungo pode se
reproduzir de forma sexuada e/ou assexuada (Bisen et al., 2012). As leveduras
sdo unicelulares. Algumas espécies formam estruturas multicelulares
chamadas de pseudohifas e também hifas verdadeiras sob algumas condi¢des
(Bisen et al., 2012). Algumas espécies sao dimoérficas, ou seja, morfologia de
levedura ou fungo filamentoso, dependendo das condi¢cdes ambientais. Alguns
exemplares sdo patégenos para seres humanos (Santos et. al., 2009).

A presenca de fungos em alimentos, como na erva-mate, ndo é
desejavel devido ao alto arsenal enzimatico que possuem e isso pode causar
deterioracdo dos alimentos. Esses microrganismos Sao responsaveis por
desenvolver, em humanos, quadros de alergia e/ou inflamacdo gastrica
decorrente, respectivamente, da inalacao e ingestdo de seus esporos (Souza,
1997). Eles podem ser perigosos também, por produzirem metabolitos toxicos,
denominados de micotoxinas, que em sua maioria Sao compostos
termoestaveis, mantendo-se ativas apos tratamentos térmicos (Dillon, 1998).

Os fungos também estdo presentes nos chas e nas ervas secas. Em
um trabalho realizado por Carvalho (2009), foi estudada as contaminagdes
fungicas em chas de camomila, erva-doce e erva-mate. No método infuséo fria,
a camomila, a erva doce e a erva-mate apresentaram contagens,
respectivamente de 5,6x10% 2,7x10* e 10* UFC/g. Os principais géneros
fungicos isolados foram Aspergillus sp. (35,9%); Penicilium sp. (9,4%);
Fusarium sp. (0,21%); Rhizopus sp. (11,5%), Ulocladium sp. (18,4%) e mycelia

sterilia (6,84%).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta das amostras

A coleta das amostras de erva-mate, processada e in natura, foi
realizada mensalmente durante os seis primeiros meses de 2013, no municipio
de Vargedo, Santa Catarina. Os estudos microbioldgicos foram realizados nos
Laboratérios de Bacteriologia Animal e de Micologia do Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Foram coletadas um total de 6 amostras de folhas de llex
paraguariensis, sendo uma amostra por més. Em cada coleta se retirava
aproximadamente 50 g de folhas correspondendo a cinco plantas cultivadas,
colhidas de forma aleatoria. As folhas foram colhidas das porcdes apicais
(folhas jovens) e das porcdes basais (folhas adultas) com a utilizacao de luvas.
Elas foram perfeitamente acondicionadas em sacos plasticos de coleta de
amostras, estéreis e integros, etiquetadas, transportadas ao laboratorio e
armazenadas em temperatura ambiente. As determinacdes microbiologicas
foram feitas em até 24 horas apds a coleta. Em cada amostragem mensal
iniciou-se a coleta em pontos cardeais diferentes, para ndo ocorrer a retirada
de amostra de uma mesma planta.

A cada més, no mesmo periodo de coleta das plantas in natura,

foram adquiridos 5 pacotes de erva-mate ja processados, totalizando 30
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pacotes analisados. Estes foram encaminhados ao laboratério em sua
embalagem comercial original, fechada e intacta. Foi observado o numero do
lote, a data de fabricacdo e a validade, sendo esta ultima informacao fator de
exclusdo do produto na andlise.

Uma amostra das folhas coletadas foi levada ao Herbario da UFRGS
para ser catalogada, e gerou 0 seguinte niumero no Herbario de Instituto de

Ciéncias Naturais: ICN 182427.

3.2 Preparo das amostras

Para fins de andlise, 25 gramas de folhas de cada amostra foram
pesadas e homogeneizadas em 225 mL de solucdo salina peptonada a 0,1%.
Este homogeneizado foi utilizado para a pesquisa de bactérias mesofilas e
termdfilas, bolores e leveduras.

Para a analise da erva-mate processada, 25 gramas foram pesadas
e homogeneizadas em 225 mL de solucdo salina peptonada a 0,1%. Este
homogeneizado foi utilizado para a pesquisa de coliformes a 35°C, coliformes a
45°C, bactérias mesofilas e termdfilas, bolores e leveduras. Para pesquisa de
Salmonella sp. foi pesado separadamente 25 gramas e adicionado 225 mL de
solugéo salina peptonada 1% tamponada.

Apds a diluicdo inicial foram realizadas diluicbes seriadas decimais
de 102 a 10* das amostras em tubos contendo 9 mL de solucdo salina
peptonada 0,1%. A partir destas diluicdes foram realizadas as detecc¢bes de
coliformes a 35°C, coliformes a 45°C e contagens de mesdfilos, termdfilos,

bolores e leveduras (UFC/g).
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As amostras de erva-mate processada foram analisadas de acordo
com as caracteristicas do alimento, conforme a Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n°® 12 de 2001 da Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (Brasil, 2001), quanto a presenca de coliformes a 45 °C e quanto a
pesquisa de Salmonella sp. Os procedimentos de analises laboratoriais foram

realizados em duplicata.

3.3 Contagem e identificacdo microbiana

As metodologias de analise que foram adotadas seguiram o0s
métodos do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA
Instrugdo Normativa n° 62 de 26/08/2003, e da United States Food and Drug

Administration - USFDA (2002), com pequenas modificagdes.

3.3.1 Pesquisa de salmonelas

1. Um total de 25 g de erva-mate processada foi homogeneizada em
225 mL de caldo de pré-enriguecimento (solucdo salina peptonada 1%
tamponada) e incubada a 36 = 1 °C por, no minimo, 16 horas e ndo mais que
20 horas.

2. Foi utilizado 1 mL da cultura de pré-enriqguecimento para a cultura
no caldo selenito- cistina (10 mL); e 0,1 mL da cultura de pré-enriguecimento
para a cultura no caldo Rappaport (10 mL), por 24 a 30 horas a 41 + 0,5 °C, em
banho de agua.

3. A proxima etapa consistiu na semeadura em meios de cultura

diferenciais, em que as amostras obtidas no item 2 foram semeadas em agar
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verde brilhante vermelho de fenol lactose sacarose (BPLS) e agar Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD). As placas foram incubadas por 18 a 24 horas a 36 + 1 °C.
4. Apo6s o cultivo, o crescimento bacteriano foi analisado, e no caso
positivo, foi examinada cada colonia quanto ao seu aspecto morfologico e
averiguado a existéncia de colbnias suspeitas de salmonela. As colénias com
caracteristicas suspeitas de salmonela, foram isoladas em meio ndo seletivo
(dgar de soja tripticase - TSA) e executados testes para a confirmacédo do
género que sao: coloracdo de Gram, teste da oxidase, crescimento em agar
Triplice Acucar Ferro, agar Lisina Ferro e caldo uréia Christensen, e
aglutinacdo com soro polivalente especifico para o género Samonella. E com
base nos resultados observados nos meios de triagem foram semeadas em
tubos com agar nutriente e encaminhadas ao Laboratério de Enterobactérias
do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, onde foram realizadas as
analises fenotipicas conclusivas, incluindo a caracterizacdo antigénica
somatica e flagelar, de acordo com as recomendacdes feitas por Costa e Hofer

(1972); Ewing (1986); Le Minor e Popoff (1987).

3.3.2 Coliformes

3.3.2.1 Contagem de coliformes

Para a contagem destes micro-organismos foi utilizado o método
proposto pelo United States Food and Drug Administration - USFDA (2002)
com modificacdes. Aliquotas de 1 mL das diluicbes, citadas em 3.2, foram
semeadas em placas estéreis, nas quais foram adicionadas 15 mL de agar

Vermelho Violeta Bile Lactose dissolvido e resfriado a 45°C com posterior
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homogeneizacdo. Apés solidificacdo, uma sobrecamada (10 mL) do mesmo
meio foi adicionada. As placas foram incubadas a 36 + 1°C por 18 a 24 horas.
Apos o periodo de incubacéo, foram selecionadas as placas que apresentaram

entre 25 e 250 UFC, sendo contadas as coldnias caracteristicas de coliforme.

3.3.2.2 Confirmacéao de coliformes a 35°C

Para a confirmacdo de coliformes 35°C, foram retiradas de trés a
cinco colbnias, de cada placa. As colbnias foram inoculadas em tubos contendo
caldo verde brilhante bile 2% lactose e posterior incubacdo em temperatura
seletiva de 36 + 0,1 °C, em banho-maria por 24 a 48 horas. Apos este periodo,
foram considerados positivos 0s tubos que apresentaram presenca de gas no

tubo de Durhan e turvacéo.

3.3.2.3 Confirmacéo de coliformes a 45 °C

Para a confirmacdo de coliformes 45 °C foram retiradas de trés a
cinco coldnias, de cada placa. As colénias foram inoculadas em Caldo EC e
posterior incubacdo em temperatura seletiva de 45 + 0,2 °C, em banho-maria
por 24 a 48 horas. Apds este periodo, foram considerados positivos os tubos

que apresentaram presenca de gas no tubo de Durhan e turvacao.

3.3.2.4 Isolamento de Escherichia coli
Os tubos positivos para coliformes 45 °C foram semeados em placas
contendo agar Eosina Azul de Metileno e incubados durante 24 horas a 37°C.

ApOs a incubacdo foi analisado se havia colénias com caracteristicas
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fenotipicas para E. coli. As placas que apresentaram coldnias com crescimento
tipico de E. coli, foram selecionadas e de cada placa foi isolada e inoculada
uma colénia tipica em agar MacConkey. As placas que apresentaram colbnias
circulares de cor rosa intenso (lactose positiva) foram semeadas em tubos
contendo agar nutriente para realizacdo da coloracdo de Gram. Colbnias que
apresentaram células com forma de cocobastonetes, Gram negativos, foram
testadas com as provas bioquimicas: motilidade, indol, vermelho de metila,
Voges-Proskauer e citrato, e os resultados interpretados segundo USFDA

(2002).

3.3.3 Contagem e identificacdo de bactérias mesofilas e
termofilas

Cada diluicdo (1 mL) foi semeada em duplicata pelo método de
profundidade em agar padrdo para contagem.

Apés solidificacao, as amostras foram incubadas a 55°C e 35°C por
48 horas para isolamento de termdfilos e meséfilos, respectivamente.

ApOs incubacédo as unidades formadoras de colénia foram contadas
e também foi avaliado a proporcdo de UFC morfologicamente diferentes. Para
realizar a leitura das placas eram selecionadas placas que continham entre 25
e 250 colbnias.

Para a morfologia colonial considerou-se 0s seguintes aspectos: a
cor, os bordos, a forma, a elevacéo, a transparéncia, o brilho entre outras
peculiaridades que as colonias apresentavam.

Cada UFC com morfologia diferente foi isolada em agar padrao para

contagem por dois isolamentos subsequentes. Apds a obtencdo de col6nias
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puras foram executados testes de colorac¢des (coloracdo de Gram e de esporo
[verde malaquita]), e alguns testes fisioldgicos e bioquimicos (como a oxidacao
e fermentacédo da glicose, catalase, oxidase) para a identificacdo dos géneros
isolados. Para cada cepa identificada foi realizada a extracdo do DNA e
executado a amplificacdo da rDNA1GS.

Cada cepa também foi mantida em duplicata congelada, a -20°C em

leite desnatado estéril 10%.

3.3.3.1 Extracdo de DNA das bactérias

A extracdo de DNA seguiu o protocolo descrito por Misbah et al.
(2005) com algumas modificacdes. Os isolados foram cultivados em placas
PCA, por dois isolamentos consecutivos, a 37°C por 24h. Apés a incubacéo,
foram selecionadas de 2 a 3 colbnias e passadas para um microtubo de 0,5mL
contendo 100 pL de tampéo TE (Tris-EDTA), e fervidas por 10 minutos. Apés a
fervura as amostras foram centrifugadas a 12000xg por 1 minuto, resultando
em um sobrenadante contendo o DNA bacteriano. O DNA extraido foi

congelado a — 20°C.

3.3.3.2 Identificacdo molecular das bactérias

Para as reacbes de PCR foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores 8F (5"AGAGTTTGATCCTGGCTCAGS") e 926R
(5"CCGTCAATTCCTTTRAGTTT3") descritos por Liu et al, (1997). O

fragmento amplificado corresponde a 918 pb.
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As concentracfes dos reagentes foram: 2,4 mM de MgCl,, 80 nmol/
uL de oligonucletideos iniciadores, 0,2 mM de dNTPs, 0,5U de Platinum® Taq
DNA Polymerase (Invitrogen), 1ng/ uL de DNA, tampé&o 1X, para cada reacéo,
com um volume final de 25 pL.

As amplificacbes foram realizadas no termociclador TC 5000
(Techne) de acordo com as seguintes condi¢des: um ciclo inicial a 94 °C por 2
minutos; 35 ciclos a 94 °C por 60 s, 58 °C por 60 s, 72 °C por 60 s e um ciclo
de extenséo final de 72 °C por 6 minutos.

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etidio (0,5ng/mL) em tampé&o de corrida TBE (Tampéao Tris-Borato-
EDTA) 0,5X. O marcador utilizado foi o 100bp DNA ladder (Ludwig). As
amostras foram aplicadas em caneletas intercaladas, para facilitar a excisao
dos fragmentos de interesse. Para a migracdo do DNA no gel de agarose
aplicou-se uma voltagem de 100V por aproximadamente 1,5h. Apds o tempo
de corrida, o gel foi visualizado em um transiluminador, e cada fragmento de
interesse foi recortado e retirado com auxilio de uma |amina de bisturi.

Para a purificacdo e sequenciamento dos produtos amplificados foi
utilizado o kit PureLink® Quick Gel Extraction (Invitrogen) conforme
recomendacao do fabricante, com algumas modifica¢cdes. Os fragmentos foram
colocados em tubos de 2mL e pesados. Foi acrescentado 1,2mL de tampéo
para solubilizar o gel (seguindo a propor¢cao de 3 volumes de tampéo para 1 de
gel). Os microtubos foram incubados em banho de agua a 50°C por 10
minutos, sob agitacdo, até completa dissolucdo no gel. Foi transferido 800 pL

para microtubos contendo filtro e centrifugados a 12.000xg por 1 minuto. O
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filtrado foi descartado. Para reagcdes com volume superior a 800 pL, o volume
residual foi transferido para o mesmo tubo de filtracdo e repetido o passo de
centrifugacdo. Em seguida foi realizada a lavagem, utilizando 500 pL de
tampéao de lavagem nos tubos de filtracdo, e apos os tubos foram centrifugados
a 12.000xg por um minuto, e o filtrado descartado. Apés a lavagem, a amostra
foi centrifugada a 13.000xg por 2 minutos para remover o alcool residual. Apos
o filtro foi transferido para um tubo de 1,5mL e adicionado 50 pL de tampao de
eluicdo e incubado por 1 minuto a temperatura ambiente. Apés a amostra foi
centrifugada por 1 minuto a 12.000xg, o filtro foi descartado e a amostra
purificada armazenada -20°C.

Com o intuito de verificar a eficiéncia da purificacdo e quantificar o
DNA, foi feita uma eletroforese com o produto purificado. A eletroforese foi
realizada em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo, em tampao
TBE 0,5X. Para cada amostra se utilizou 5 pL de produto. Foram aplicados
100V para migracdo no gel, por aproximadamente 45 minutos. Apos o gel foi
visualizado em transluminador para quantificar o DNA. A quantidade de DNA
dos fragmentos amplificados foi estimada por fluorescéncia em comparagao
com o marcador 100bp DNA Ladder (Ludwig) no programa Kodak 1D versao
3.5.2.

Para o sequenciamento, foram colocados em microtubo de 0,5mL,
4,5 pmol do oligonucleotideo iniciador, 30 a 60ng de DNA purificado, e agua
Milli-Q estéril para um volume total de 6uL.

As sequéncias foram obtidas com o0 sequenciador automético

Amersham MegaBACE 1000, usando os protocolos padronizados na Rede
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Genoma Brasileira, e o sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic
Analyzer, usando os protocolos estabelecidos pela empresa Ludwig Biotech
Brasil. Ambos equipamentos se localizam no Centro de Biotecnologia, Cbiot-
UFRGS- Porto Alegre - RS, Brasil.

As sequencias de dados foram editadas usando o FinchTV 1.4.0
(Geospiza Inc., 2004) e analisadas com o programa Nucleotide-nucleotide

BLAST (blastn) disponivel na pagina <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast>.

3.3.4 Contagem de bolores e leveduras e identificacdo de
leveduras

Foram inoculadas 0,1 mL das diluicdbes selecionadas sobre a
superficie seca de agar batata glicose 2% acidificado a pH 3,5 e incubadas a
25+ 1 °C, por 5 a7 dias.

Apos incubacéo, as unidades formadoras de colénia foram contadas
e também verificadas a proporcdo de UFC morfologicamente diferentes
(leveduras e fungos filamentosos). Para realizar a leitura das placas eram
selecionadas placas que continham entre 15 e 150 colbnias.

As leveduras foram isoladas por dois isolamentos consecutivos em
agar batata glicose 2% e mantidas em agar batata inclinado sob refrigeragéo

para posterior identificagdo molecular.

3.3.4.1 Extracao de DNA das leveduras
O DNA gendbmico de amostras coletadas foi extraido com o

protocolo descrito por Cadavid et al. (2009), com algumas modificacdes.
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Cultivos puros de cada cepa foram cultivados em meio GYP (0.5% extrato de
levedura, 2% glicose, 1% peptona) a 30 °C por 18 horas. Depois de centrifugar
e lavar com agua destilada, a biomassa de cada cultivo foi ressuspendida em
400 pL de tampéo de lise (NaCl 0.5 M, EDTA 10 mM, SDS 2%, Tris-HCI 50
mM; pH 8) e incubada por 60 minutos a 65 °C. Imediatamente depois, foi
adicionado 200 pL de Acetato de Potéassio (5 M, pH 4.8) e as amostras foram
mantidas por 30 minutos em banho de gelo. As amostras foram centrifugadas a
14.000xg por 5 minutos, o sobrenadante foi transferido para outro tubo e
centrifugado novamente a 14.000xg por 5 minutos. Ao sobrenadante resultante
foi adicionado 1 mL de isopropanol a -20 °C, e agitado suavemente durante 5
minutos. Depois de centrifugar a 14.000xg por 10 minutos, o sedimento foi
lavado com etanol 70% (v/v) e centrifugado novamente a 14.000xg por 5
minutos. Os precipitados secos foram ressuspendidos em 50 pL de tampéo TE
(Tris-EDTA, pH 7.4) na presenca de 3 uL de RNAse (10 mg/mL) e incubados a
37 °C durante 30 minutos. As amostras de DNA foram armazenadas a -20 °C.

A qualidade do DNA extraido foi analisada em géis de agarose 1% (p/v).

3.3.4.2 Identificagdo molecular de leveduras

Foi amplificada a regido ITS1-5.8S-ITS2 com os oligonucletideos
iniciadores ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC3)) e ITS5
(5'GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGSY’) (White et al., 1990). As concentragdes
dos reagentes foram: 3mM de MgCl,, 0,64 pmol/ uL de oligonucletideos

iniciadores, 10uM de dNTPs, 1U de Platihum® Tag DNA Polymerase
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(Invitrogen), 1ng/ uL de DNA, tampao 1X, para cada reacdo, com um volume
final de 25 pL.

As condi¢des de amplificacdo foram as seguintes: um ciclo inicial a
94°C por 5 minutos; 35 ciclos a 94 °C por 15 s,55°C por45 s, 72 °C por 90 s e
um ciclo de extensao final de 72 °C por 6 minutos. Os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em tampao de corrida TBE 0,5X, sobre um gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etidio (0,5ng/mL), a 100V por 60
minutos. O marcador utilizado foi o 100bp DNA ladder (Ludwig). As amostras
foram aplicadas em caneletas intercaladas, para facilitar a excisdo dos
fragmentos de interesse. Apds o tempo de corrida, o gel foi visualizado em um
transiluminador, e cada fragmento de interesse foi recortado com auxilio de
uma lamina de bisturi.

Apods, cada amostra foi submetida a purificacdo e em seguida
preparadas para sequenciar, conforme o mesmo protocolo citado anteriormente

para as bactérias.

3.4 Anédlise estatistica

Os dados obtidos das folhas e da erva-mate processada foram
analisados separadamente e foram expressos em porcentagem, média (tEPM)
e desvio padrdo. A contagem de micro-organismos entre os lotes de erva-mate
e entre as amostras de folhas foi submetida aos testes ANOVA e Tukey,

adotando o nivel de significancia de 95% (p<0,05).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Contagens microbiolégicas nas folhas de llex
paraguariensis

Os resultados dos parametros microbiolégicos das amostras de
folhas de erva-mate analisadas estado apresentados na Tabela 1. As contagens
de bactérias mesoéfilas ficaram entre 7,5 x10 e 1,8 x10* UFC/g. Os termoéfilos
variaram de 0 a 5 x 10° UFC/g. As contagens de bolores e leveduras ficaram
entre 2,7 x10%® e 1,3 x10° UFC/g. Houve diferenca significativa entre as
amostras nas contagens de mesdfilos e fungos (bolores e leveduras), conforme
representado na tabela. Talvez essa diferenca de contagem entre 0s meses se

deva ao fato da condicao climética que havia em cada época de coleta.

Tabela 1: Média dos parametros microbiolégicos para as amostras de folhas
de llex paraguariensis, em UFC/g, colhidas entre janeiro e junho de 2013, em
Vargedao, SC.

Contagens (UFC/g)

Amostral Amostra2 Amostra3 Amostra4 Amostra5 Amostra6

Janeiro Fevereiro Margo Abril Maio Junho
Mesodfilas 1,1x10"b 50x10°d 1,8x10°a 6,1x10°c 20x10°d 7,5x10'd
Termdfilas 5x 10%a 0a Oa 0a Oa O0a

Bolores e leveduras 1,3x10°a 1,4x10°bc 3,9x10°c 4,3x10°c 29x10°b 2,7x10°c

Letras distintas em uma mesma linha indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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Na Tabela 2 é possivel observar os niveis de chuva na semana que
antecederam a coleta. Nao houve, necessariamente, relacdo entre as coletas
que sofreram maior ou menor precipitacdo e as analises que obtiveram as
maiores contagens de micro-organismos. Porém as condicdes ambientais
também envolvem a temperatura na época da coleta, os niveis de radiacéao
solar, a pressdo atmosférica, entre outros. A relacdo que pode ser feita € que
na coleta 1, em que houve o maior indice pluviométrico das coletas, com
60mm, houve uma maior contagem de bolores e leveduras, podendo entdo a

maior umidade das folhas ter influenciado no crescimento dos fungos.

Tabela 2: Total da precipitacdo pluviométrica na semana da coleta

Coleta Coletal Coleta2 Coleta3 Coleta4 Coleta5 Coleta6
Janeiro Fevereiro Marco Abril Maio Junho
indice pluviométrico (mm). 60 14 8 8 14 36

Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (Inmet).

Tabela 3: Média de bolores e leveduras encontrada separadamente para as
amostras de folhas de llex paraguariensis, em UFC/g, colhidas entre janeiro e
junho de 2013, em Vargeéo, SC.

Contagens (UFC/qg)

Amostra 1 Amostra 2 Amostra3  Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6
Janeiro Fevereiro Marco Abril Maio Junho
Bolores 1,1x10° 2,1x10° 2,3x10° 3,3x10° 4,3x10° 1,6 x 10°
Leveduras 2,0 x 10* 1,2 x10* 1,4x10° 1,0x 10° 1,4 x 10* 1,0 x 10°

Os dados representam a média da duplicata para cada amostra.

Na Tabela 3, acima, estdo os resultados obtidos de bolores e
leveduras para as folhas separadamente. Houve diferenca significativa na
contagem entre bolores e leveduras apenas na amostra 1. Indicando que havia

mais bolores do que leveduras colonizando a superficie das folhas.
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Provavelmente, isto se deve a maior resisténcia que os fungos filamentosos
apresentam quando comparados com os fungos leveduriformes. E na época
em que antecedeu a coleta havia melhores condi¢cdes para o desenvolvimento
deste tipo de micro-organismo, como pode se perceber, na época da primeira
coleta, foi a época em que houve a maior precipitacdo pluviométrica entre as

coletas.

4.2 Contagens microbiolégicas na erva-mate processada

Os resultados dos parametros microbiolégicos das amostras de
erva-mate analisadas estdo apresentados na Tabela 4. Houve auséncia de
salmonelas e os valores encontrados para coliformes a 35°C ficaram entre 0 e
5 x 10° + 7,0 x 10° UFC/g, e dos coliformes & 45°C entre 0 e 3,0 x 10° + 4,4 x
10° UFC/g. A contagem de bactérias meséfilas obteve valores semelhantes
entre os lotes, que foi de 1,6 x 10> + 55 x 10! a 5,0 x 10° + 1,8 x 10% Os
terméfilos variaram de 0 a 7,2 x 10* + 8,9 x 10 UFC/g. As contagens de
bolores e leveduras ficaram entre 8,0 x 10 + 8,0 x 10* e 2,0 x 10% + 9,3 x 10*
UFClg.

A quantidade de bactérias termofilas obtidas na erva-mate foi bem
abaixo do limite e, por isso, pode-se dizer que havia cuidados higiénicos na
cadeia produtiva. A presenca de altos numeros de termofilos em produtos
prontos para o consumo (>10* UFC/g) é um indicador de ma higiene durante o
processamento (Burgess, 2010).

Nao houve diferenca significativa nas contagens de mesofilos,

termofilos, coliformes, bolores e leveduras entre os lotes estudados. Isto
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provavelmente se deve ao fato de que o processamento industrial da erva-mate
produza um produto estavel com relacdo as folhas, em que a microbiota esta
propicia a modificacdes, ja que ela esta exposta ao ambiente em que ha maior
variacdo de umidade e temperatura.

Ao analisar cada lote de erva-mate separadamente, houve diferenca
significativa entre as contagens de bolores e leveduras com as contagens de
bactérias nos lotes 2 e 3, indicando que havia um maior numero de bactérias
do que bolores e leveduras colonizando este produto nos dois lotes acima. Isto
provavelmente acontece, pois 0s esporos bacterianos sdo mais resistentes ao
calor do que os esporos fangicos, sobrevivendo ao processamento térmico,
pelo qual a erva-mate passa.

A média de bolores e leveduras encontrada separadamente esta
disposta na Tabela 5. Houve diferenca significativa na contagem entre bolores
e leveduras apenas nos lotes 2 e 5. Provavelmente isto se deve a maior
resisténcia que os fungos filamentosos apresentam quando comparados com
os fungos leveduriformes.

Verificou-se que todos os parametros microbiolégicos atenderam a
legislacéo brasileira vigente, como também ao estabelecido pela OMS, o que
sugere que houve Boas Praticas de Fabricacdo. Resultados semelhantes foram
obtidos nos estudos de Horianski et al. (2012) e Barboza et al. (2006) em que

utilizaram erva-mate do tipo cancheada.
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Tabela 4: Média dos parametros microbiologicos (em UFC/g) para os lotes de erva-mate analisados entre janeiro e junho de

2013.
Contagens (UFC/g)
Lote 1 Lote 2 Lote 4 Lote 5 Lote 6 Padréao
Janeiro Fevereiro Abril Maio Junho comparativo
B 1,6x10°+  50x10° £ 2,0x10° £ 2,9x10° £ 2,8x10° £ 7
Mesofilas 1 ) ) 5 ) <10°*
55x10"a 18x10%a 2,5x10° a 1,9x10°a 15x10°a
_ 40x10"+  29x10"+ L L 7,2x10" £ .
Termofilas 1 1 <1,0x10"a 10+22a <1,0x10"a 1 <10™*
1,4x10" a 44x10" a 8,9x10" a
Coliformes a 35°C 20+44a <1,0x10'a 20+27a 50+7,0a 40+4,1a -
Coliformes a 45°C <1,0x10'a <1,0x10'a 20+2,7a 20+44a 1,0+23a <10%
1,0x10°+  1,7x10° 1,6 x 10°+ 1,7 x 10° 2,0x10% & .
Bolores e leveduras 1 1 5 1 N <10™
9,3x10" a 8,3x10" a 2,2x10%a +9,0x10" a 9,3x10" a
Salmonella sp./25¢g ausente ausente ausente ausente ausente ausente***

Letras distintas em uma mesma linha indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).

*padrdo segundo OMS.
**padrado segundo Burgess, 2010.
***padrao segundo a ANVISA.
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Tabela 5: Média de bolores e leveduras encontradas separadamente para 0s
lotes de erva-mate, em UFC/g.

Contagens (UFC/g)

Lote 1l Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6
Janeiro Fevereiro Margo Abril Maio Junho
20x10'+ 16x10°+ 40x10'+ 20x10'+ 10x10°+ 1,4x10°+
Bolores 44x10" 65x10" 4,1x10" 27x10" 6,1x10" 1,0x10°

70x10'+ 1,0x10°+ 40x10'+ 15x10°+ 1,0x10°+ 6,0x 10 +
Leveduras 1,0x10*> 22x10' 41x10* 25x10*>° 22x10' 54x10

Os dados representam a média da duplicata para cada amostra.

4.3 Diversidade de bactérias termofilas nas folhas de llex
paraguariensis e na erva-mate processada

Nas folhas, a Unica amostra em que houve crescimento de termdfilos
foi a do més de janeiro, amostra 1, em que foi encontrado 5 UFC/g de Bacillus
licheniformis. Na erva-mate foi encontrado um maior nimero de UFC/g e mais
variedades de termofilos (Tabela 6). Entre as espécies encontradas, a que
predominou foi o Bacillus licheniformis (86,61%), seguido do Bacillus subtilis
(11,97%), Bacillus ginsengihumi (0,70%) e Bacillus smithii (0,70%).

O Bacillus licheniformis foi o termdfilo mais frequente encontrado
tanto nas folhas quanto na erva-mate. Ele € um micro-organismo ubiquo sendo
encontrado habitando o couro, o papel, o leite, as penas de aves, os tecidos
internos das plantas, o solo e amostras clinicas (Ludwig et al., 2009; Mikkola et
al., 2000). O crescimento vegetativo pode ocorrer facilmente em alimentos
mantidos a 30-50°C, sendo considerado um patdégeno oportunista em homens
e animais. Alguns isolados produtores de toxinas de Bacillus licheniformis estao
envolvidos em incidentes de intoxicacdo alimentar, e foram obtidos a partir de

leite cru e de comida infantil produzida industrialmente (Mikkola et al., 2000).
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Portanto, este micro-organismo € um achado importante, pois além de ser um
termofilo e poder resistir a temperaturas mais altas, algumas cepas deste

micro-organismo ja foi encontrado em intoxicacdes alimentares.

Tabela 6: Unidades formadoras de colénia (UFC) e espécies de bactérias
termofilas identificadas em amostras de erva-mate apds identificacdo
bioquimica e pelo sequenciamento do gene do RNA16S. Porcentagem de
similaridade = 98%.

Amostras  UFC/g Identificagéo
LOTE1 1 2,5x 10" Bacillus licheniformis
1,0 x 10* Bacillus subtilis
2 5,0 x 10° Bacillus licheniformis
1,5x 10 Bacillus subtilis
3 2,5x 10" Bacillus licheniformis
1,5x 10* Bacillus subtilis
4 2,0 x 10" Bacillus licheniformis
2,5x 10 Bacillus subtilis
5 4,0x 10" Bacillus licheniformis
2,0x 10" Bacillus subtilis
LOTE2 1 5,0 x 10° Bacillus smithii
3,5x10°" Bacillus licheniformis
5 1,0 x 10° Bacillus licheniformis
LOTE 4
1 5,0 x 10° Bacillus ginsengihumi
LOTE6 1 1,0 x 10° Bacillus licheniformis
2 5,0x 10° Bacillus licheniformis
3 2,1 x 10° Bacillus licheniformis
5 4,0 x 10° Bacillus licheniformis

O Bacillus subtilis, o segundo termofilo mais frequente na erva-mate
cresce em ambientes diversos, incluindo solo, sobre as raizes das plantas, e no
interior do trato gastrointestinal dos animais (Earl et al., 2008; Pandey & Palni,

1997 apud Ludwig et al.,, 2009). Este micro-organismo também tem sido
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implicado em doencas de origem alimentar e as cargas bacterianas para
causar determinados sintomas sdo elevadas (10°-10° UFC/g) (Kramer &
Gilbert, 1989). Porém, os numeros de B. subtilis obtidos na erva-mate
analisada estdo bem abaixo do sugerido acima para causar sintomas em
humanos (anexo 1). Também, todas as espécies isoladas com suas
respectivas contagens, em UFC/g, por amostra estudada dentro dos lotes

estdo no anexo 1.

_4.4_Diversidade de bactérias mesofilas nas folhas de llex
paraguariensis

As diferentes espécies de bactérias mesofilas, com suas respectivas
UFC/g encontradas nas folhas de llex paraguariensis, estdo citadas abaixo
(Tabela 7). As espécies com maior numero de UFC/g encontradas foram: a
Pantoea ananatis (41,52%), seguida do Staphylococcus sciuri (23,82%),
Staphylococcus epidermidis (16,47%) e Staphylococcus saprophyticus
(13,75%). Embora o micro-organismo detectado mais presente seja uma
bactéria Gram-negativa, a maioria das bactérias encontradas sdo do grupo

Gram-positivo (58,06%).
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Tabela 7: Unidades formadoras de colénia (UFC) e espécies de bactérias
mesodfilas identificadas em amostras de folhas de llex paraguariensis apos
identificacdo bioquimica e pelo sequenciamento do gene do RNAL6S.
Porcentagem de similaridade = 98%.

Amostra UFC/g Identificacao*

Amostra 1 6,0 x 10° Staphylococcus epidermidis

5,0 x 10° Staphylococcus saprophyticus

5,5 x 10° Staphylococcus xylosus
Amostra 2 1,0 x 10° Staphylococcus pasteuri

1,1x 10° Arthrobacter creatinolyticus

5,0 x 10° Enterobacter aerogenes

1,9 x 10° Bacillus flexus

9,5 x 10° Escherichia hermannii
Amostra 3 1,3x 10" Pantoea ananatis

4,9 x 10° Staphylococcus sciuri

5,0 x 10" Pseudomonas oryzihabitans

5,0 x 10" Bacillus megaterium
Amostra 4 2,1x10° Pantoea ananatis

3,8x 10° Staphylococcus sciuri

2,0 x 10° Bacillus cereus
Amostra 5 6,0 x 10" Bacillus megaterium

7,5 x 10" Bacillus cereus

2,0 x 10* Staphylococcus haemolyticus

3,0 x 10* Bacillus pumilus

1,5 x 10" Bacillus methylotrophicus
Amostra 6 7,5x 10" Bacillus thuringiensis

*Em vermelho bactérias Gram negativas. Em preto bactérias Gram positivas.

Pantoea sp. séo isolados a partir de plantas, sementes, frutos, solos,
agua, dos seres humanos (urina, sangue, feridas, 6rgdos internos) e dos
animais (Grimont & Grimont, 2005). P. ananatis foi isolado a partir de uma
gama de espécies de plantas, em todo o mundo e também foi reconhecida a
sua capacidade em causar doenca em diversas culturas de alimentos basicos
importantes, incluindo o milho, a cebola, o arroz. Isso tem levado o seu

reconhecimento como um importante patdogeno emergente de plantas
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(Coutinho & Venter, 2009). Na Africa do Sul, P. ananatis provoca praga grave e
perecimento de eucalipto (Coutinho et al., 2002). Por outro lado, também se
tem estudos de que a ocorréncia de P. ananatis na superficie das plantas pode
ser benéfica para estas. A bactéria tem atividade tanto antibacteriana e
antifingica in vitro e in vivo, protegendo, assim, as plantas hospedeiras contra
a infeccdo por outros fungos patogénicos e bactérias (Coutinho & Venter,
2009). Os surtos de doencas causadas por P. ananatis sdo geralmente de
forma esporadica, possivelmente como consequéncia da sua natureza
oportunista. E seu papel como epifita ou patdégeno, ainda néo esta claramente
elucidado (Coutinho & Venter, 2009).

O género Staphylococcus, um dos géneros mais encontrados nas
folhas da erva-mate, estd associado principalmente a pele e as mucosas de
animais de sangue quente (Schleifer & Bell, 2009). Porém ele também pode
estar presente nas plantas, provavelmente disseminados através do ar. Em um
estudo realizado por Perry (1969) demonstrou que o Staphylococcus
epidermidis é encontrado com frequéncia nas folhas de tabaco. E Reginatto
(2008) demonstrou que este também é um dos géneros de bactérias Gram
positivas frequentemente encontrados nas folhas e cisternas de bromélias.

Analisando as espécies de micro-organismos obtidos entre as
amostras, pode-se observar que a cada amostra pesquisada se obteve
espécies bacterianas diferentes entre elas (Tabela 7). As espécies que
estiveram presentes em mais de uma das amostras estudadas foram: a
Pantoea ananatis e o Staphylococcus sciuri aparecendo nas amostras 3 e 4; o

Bacillus megaterium nas amostras 3 e 5 e o Bacillus cereus nas amostras 4 e



42

5, conforme Tabela 8. Provavelmente esta diversidade entre as diferentes

épocas de coleta se deve as condi¢des climaticas envolvidas.

Tabela 8: Bactérias mesofilas isoladas por amostras de folhas de llex
paraguariensis.

Espécies bacterianas Numero das amostras
1 2 3 4 5 6

Arthrobacter creatinolyticus X*

Bacillus cereus X X
Bacillus flexus X

Bacillus megaterium X X
Bacillus pumilus X
Bacillus methylotrophicus X
Bacillus thuringiensis X
Enterobacter aerogenes X

Escherichia hermannii X

Pantoea ananatis X X
Pseudomonas oryzihabitans X
Staphylococcus sciuri X X
Staphylococcus epidermidis X

Staphylococcus haemolyticus X
Staphylococcus pasteuri X

Staphylococcus saprophyticus X

Staphylococcus xylosus X

*Cada X marcado representa que a espécie bacteriana em andlise na horizontal foi encontrada
em determinado lote analisado na vertical. As bactérias em vermelho sdo Gram negativas. Em
preto estdo indicadas as bactérias Gram positivas.

4.5 Diversidade de bactérias mesofilas na erva-mate processada
As diferentes espécies de bactérias mesofilas com suas respectivas
UFC/g encontradas na erva-mate estdo demonstradas abaixo (Grafico 1). Entre
as espécies com maior numero de UFC/g encontradas foi o Bacillus

megaterium (25,17%), seguido do Bacillus amyloliquefaciens (22,80%),
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Klebsiella pneumoniae (11,36%), Paenibacillus alvei (9,41%), Bacillus pumilus
(7,67%) e Bacillus cereus (5,02%). Os dados obtidos por amostra de cada lote

estdo dispostos no anexo 1.

Gréfico 1: Total de espécies bacterianas mesdfilas isoladas da erva-mate em
percentual (n=30)*.

30

® Bacillus megaterium
m Bacillus amyloliquefaciens

]
w

u Klebsiella pneumoniae
u Paenibacillus alvei

® Bacillus pumilus

]
Q
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B Bacillus licheniformis

B Bacillus aerophilus
Enwinia amylovora
B Bacillus thuringiensis

=
=]

Escherichia vulneris
= Baciflus subtilis
Bacillus flexus

w

Percentual de UFC de cada espécie (%)
=

Bacillus pseudomycoides
Bacillus oleronius

Espécies bacterianas

*n= ndmero de pacotes de erva-mate estudado. Em vermelho estdo as bactérias Gram
negativas. Em preto estdo indicadas as bactérias Gram positivas.

Apenas 16,73% das UFC das bactérias pertencem ao grupo das
bactérias Gram-negativas. O que demonstra que na erva-mate ha um
predominio de colonizacdo de bactérias Gram-positivas. Isto acontece, pois,
bactérias produtoras de enddsporos sdo resistentes ao tratamento térmico e
talvez este tenha sido o motivo da familia Bacillaceae ser a mais encontrada na
erva-mate, ja que este produto passou por tratamentos térmicos antes do

envase.
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O Bacillus megaterium, micro-organismo mais frequente na erva-
mate, e a espécie que prevaleceu no lote 6, € encontrado no solo, rizosfera de
plantas, fezes de gado, alimentos e amostras clinicas (Ludwig et al., 2009). O
Bacillus amyloliquefaciens, micro-organismo téo frequente na erva-mate quanto
0 B. megaterium, correspondendo a 22,8% dos achados de mesofilos, e a
espécie que prevaleceu no lote 2, também é encontrado no solo e € utilizado
como fonte de a-amilase e protease para aplicagdes industriais (Ludwig et al.,
2009). A colonizacdo de raizes de plantas por algumas cepas de B.
amyloliquefaciens e B. megaterium tem a habilidade de estimular o crescimento
da planta e ajudar a suprimir o crescimento de alguns patégenos (ldriss et al.,
2002; Chakraborty et al., 2006). N&o foram encontrados estudos ou relatos de
intoxicacdes alimentares por estes micro-organismos.

A Klebsiella pneumoniae foi a terceira bactéria mesofila mais
encontrada na erva-mate, e a bactéria Gram-negativa mais presente. Também
foi a espécie que predominou no lote 5. Entre as varias espécies bacterianas
que ajudam no crescimento de plantas esta descrito o género Klebsiella, isso
devido a producgéo de fito-hormonios, que facilita a captura de nutrientes, e
também pela capacidade de reduzir o nitrogénio atmosférico a aménia,
possibilitando sua assimilacéo pela planta (Joseph et al., 2007). Em contraste
com muitos outros agentes patogénicos bacterianos, a K. pneumoniae é ubiqua
na natureza, sendo encontrada em superficies mucosas do seres humanos e
de animais, e em fontes ambientais, tais como, vegetacao, solo e superficie de
aguas (Bagley, 1985). K. pneumoniae € um agente patogénico oportunista bem

conhecido entre os membros da familia Enterobacteriaceae, e pode causar
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pneumonia, infeccbes do trato urinario, e, mesmo com escassos relatos
publicados, também podem causar gastroenterite (Jiwa et al., 1981). Entre as
doencas de origem alimentar, a K. pneumoniae est4 envolvida em surtos com
lingua cozida e salsicha para cachorro-quente, com sintomas de diarreia e
vomito (Danielsson et al.,1979).

O Paenibacillus alvei também apareceu colonizando a erva-mate e
prevaleceu no lote 4. Na Australia, P. alvei é a terceira bactéria mais comum
detectada em colméias ou em solos perto de colméias (Hornitzky & Smith,
1998). P. alvei ocupa muitos nichos ambientais, incluindo o solo, o leite, larvas
de mosquito e nos seres humanos (Djordjevic et al., 2000). S&o poucos 0s
casos deste micro-organismo causando doencas em humanos, mas ja foram
relatadas infeccdes provocadas por este agente (Reboli et al., 1989).

O Bacillus cereus esteve presente em algumas amostras (lotes 1, 2
e 6), e entre as bactérias encontradas, ele teve uma frequéncia de apenas
5,02%. Porém, este numero é significativo, ja que este micro-organismo esta
relacionado a doencas transmitidas por alimentos. Ele é um saprofita do solo e
estd presente em diversos tipos de alimentos, especialmente os de origem
vegetal (Kramer, 1989). Existem dois tipos de sindromes de intoxicacao
alimentares causados por duas toxinas independentes de B. cereus e que
podem desencadear a doenca na forma diarreica e na forma emética. A toxina
emética € resistente ao calor, a enzimas proteoliticas e ao pH baixo. A toxina
diarreica € formada por uma proteina labil ao calor e é sensivel a enzimas
proteoliticas (Adams & Moss, 1995). A dose total para ocorrer uma infeccdo

varia entre 10° a 10® células viaveis ou esporos, sendo que alimentos contendo
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mais de 10% B. cereus por grama ndo sdo considerados alimentos seguros
(Granum & Lund, 1997). Embora a maior quantidade deste micro-organismo
encontrado foi de 8 x 10 UFC/g, na amostra 3 do lote 2 de erva-mate, deve-se
ter cuidados no consumo desta bebida, ja que alguns apreciadores preparam o
chimarrdo e utiizam o mesmo no dia seguinte, conservando o chimarréo
preparado (e ja utilizado) na geladeira. Portanto, deve-se dar atencdo ao B.
cereus, pois além de ser um micro-organismo esporulado e conseguir
sobreviver a temperaturas mais altas, algumas cepas também sé&o
responsaveis pela formacado de um tipo de toxina termoestavel, ou seja, ele
pode sobreviver ao processamento e também a agua quente utilizada no
preparo do chimarrao.

Ao contrario dos resultados obtidos entre as amostras de folhas,
varios exemplares de micro-organismos se repetiram entre os lotes erva-mate.
O B. megaterium foi encontrado em todos os lotes de erva-mate (Tabela 9). O
B. subtilis e o B. pumilus estavam presentes em quase todos os lotes.
Diferentemente do B. aerophilus e do P. alvei que foram detectados em apenas
um lote. Esta diferenca da erva-mate em relacéo as folhas se deve ao fato de
que a erva-mate segue sempre a mesma linha de fabricagdo, objetivando
artigos com a mesma qualidade durante o ano todo, gerando um produto
estavel com relacdo as folhas, em que a microbiota estd mais suscetivel a

modificacdes, devido as condi¢cdes ambientais as quais estdo expostas.
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Tabela 9: Bactérias mesoéfilas isoladas por lote de erva-mate.

NUmero dos lotes

1 2 3 4 5 6
Espécies bacterianas
Bacillus aerophilus X
Bacillus amyloliquefaciens X X X
Bacillus cereus X X X
Bacillus flexus X
Bacillus licheniformis X X X X
Bacillus megaterium X* X X X X X
Bacillus oleronius X
Bacillus pseudomycoides X
Bacillus pumilus X X X X X
Bacillus subtilis X X X X X
Bacillus thuringiensis X X
Erwinia amylovora X
Escherichia vulneris X
Klebsiella pneumoniae X X
Paenibacillus alvei X

*Cada X marcado representa que a especie bacteriana em andlise na horizontal foi encontrada
em determinado lote analisado na vertical. Em vermelho estdo as bactérias Gram negativas.
Em preto estéo indicadas as bactérias Gram positivas.

_4.6_Diversidade de fungos leveduriformes nas folhas de llex
paraguariensis

Entre as espécies de leveduras identificadas nas folhas de llex
paraguariensis a que predominou foi a Aureobasidium pullulans (52,87%),
seguida das seguintes espécies: Sympodiomycopsis sp. (45,01%),
Sporobolomyces ruberrimus (0,60%), Candida sake (0,45%), Rhodotorula
mucilaginosa  (0,45%), Sporobolomyces  yunnanensis (0,45%) e

Rhodosporidium kratochvilovae (0,15%) (Tabela 10).



48

Tabela 10: Numero de cepas, unidades formadoras de colonia (UFC) e
espécies de leveduras identificadas em amostras de folhas de llex
paraguariensis colhidas entre janeiro e junho de 2013.

Numero de isolados UFCl/g Identificag&o Identidade (%)
1 (Amostra 1) 1,7 x 10° Aureobasidium pullulans 99
1 (Amostra 3) 5,0 x 10" Rhodosporidium kratochvilovae 100
1 (Amostra 3) 1,5 x 10° Rhodotorula mucilaginosa 100
2 (Amostra 4 e 5) 1,4 x 10* Sympodiomycopsis sp. 87*
1 (Amostra 4) 1,5 x 10° Sporobolomyces yunnanensis 99
1 (Amostra 6) 2,0 x 10° Sporobolomyces ruberrimus 99

As identidades obtidas séo relativas a comparagédo com cepas tipo de cada espécie.
*Identidade se refere a comparacdo com a levedura Sympodiomycopsis sp. - identidade
maxima obtida no Blast.

Aureobasidium pullulans é um fungo leveduriforme cosmopolita e
popularmente conhecido como levedura negra devido a sua producdo de
melanina (Hoog, 1993). De um ponto de vista ecolégico, cepas de A. pullulans
sdo espécies onipresentes encontradas principalmente no solo, na agua, no
filoplano, na madeira e em muitos outros materiais de plantas, rochas,
monumentos e calcéario (Urz'i et al., 1999). Slavikova (2009) demonstrou em um
estudo com folhas de cinco tipos diferentes de arvores frutiferas que A.
pullulans esta frequentemente habitando a superficie das folhas das plantas.
Nas duas ultimas décadas, tem-se verificado que as diferentes cepas de A.
pullulans tém sido utilizadas em diferentes areas por causa da sua capacidade
de producéo de pululano, enzimas extracelulares e sideréforos. Muitas enzimas
extracelulares foram purificadas e caracterizadas a partir de A. pullulans, tais
como protease, lipase e amilase. Algumas cepas de A. pullulans tém a
capacidade de controlar o crescimento de micro-organismos indesejados (Chi

et al., 2009).
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As cepas do género Sympodiomycopsis sp. foram isoladas e
provavelmente se tratam de uma nova espécie. A caracterizacdo deste micro-
organismo esta em andamento. A sequéncia consenso dos isolados pode ser
vista na figura 3 e esta préxima filogeneticamente a Sympodiomycopsis sp.

(figura 4).

Figura 3: Sequéncia consenso da regido ITS1-5.8S-ITS2 rDNA das 2
provaveis novas cepas isoladas de Sympodiomycopsis

5 TTAGTGAATACACCGGGACTTCCACTCTGTGGATCCCAACCCATCCACA
AATATCCACATACACCTGTGCATTGTTGGTTTAGATGGAGCGCCTTAACTG
GAGCTTTTCATCTGCCGACGCCAATTTACAAACTCTGAGTTCTCTGAATGT
GAAGTTATACTTGTCATTTATTGACAGAATTAAAACATAACTTTCGACAACG
GATCTCTTGGTTCTCCCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATAGGTA
ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCG
CTCCCTGGAATTCCTAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAATTCCTCAA
ACCCCAATGTTTTGCAAAATTCATTGCTTGGGTTTGGATTTGGGCCCCTTTT
GCCGCTTCACAGCAGCTGGCCTTAAAGATATTAGCTGGACCTTCGATCTTT
GTATCGAGCCTCCATTTGATGTGATAATTTTGCATCGGTGGGTTAAGGGCT
CTTTGCTAATCGCAGGAGGTTCGCTTCTAATCCGGCGAGAAGTTCCATCTT
CGACCCACTATTCATTTACAACTCTGGCCTCAAATCAGGTAGGATTACCCG

CTGAACTT 3
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Figura 4: Alinhamento da regido ITS1-5.8S-ITS2 das sequéncias consensos
das 2 novas cepas isoladas e Sympodiomycopsis sp. NYNU 121010
(KF246552.1).

Query 22 CCACTCTGTGGATCCCAACCCATCCACAAATATCCACATACACCTGTGCATTGTTGGTTT 81

Frrrrreerrrerr eerrrr e b rrrrrerr rrrrrr e rrr
Sbjct 20 CCACTCTGTGGATCTCAACCC-T-CACCATTATCCACAAACACCTGTGCACTGTCGGTT- 76

Query 82 AGATGGA-GC-GCCTTAACTGGAG-CTTTTCATCTGCCGACGCCAA-TT-TACAAACTCT 136

L T A R FEorrrrrrrrrrererrrerer e rrrrrrrr
Sbjct 77 AGATGGAGGCTGTC-T-AC-ACAGCCTTTTCATCTGCCGGCGCCAAATTACACAAACTCT 133

Query 137 GAGTTCTCTGAATGTGAAGTTATACTTGTCATTTATTGACAGAATTAAAACATAACTTTC 196

FHIT FEErrrrrrrrrrrre e e et e rrrr e rrr e rrrr
Sbjct 134 GAGTTTATTGAATGTGAAGTTATACTTGTCAATT-TTGACAGAATT-AAACATAACTTTC 191

Query 197 GACAACGGATCTCTTGGTTCTCCCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATAGGTAATG 256

FEErrrrrrrrrrrre et e e e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 192 GACAACGGATCTCTTGGTITCTCCCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATAGGTAATG 251

Query 257 TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCCTGGAATT 316

FEErrrrrrrrrrrrrrrre e e et e e rerr e e rrr e e e
Sbjct 252 TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTIGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATT 311

Query 317 CCTAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAATTCCTCAAACCCCAATGTTTTGCAAAATT 376

FEorrrrrrrrrrrrrrrrerrre et e et et e e e rrrir
Sbjct 312 CCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAATCCCTCAAATCCCAATGTTTTGTAAARATT 371

Query 377 CATTGCTTGGGTTTGGATTTGGGCCCCTTTTGCCGCTTCAC-AG-CAGCTGGCCTTAAAG 434
A O O O O O O O O O O A
Sbjct 372 CATTGCTTGGATTTGGTTGTGGGCC-TTCTTGCTGTTGCAATATACAGCTGGCCTAAAAG 430
Query 435 ATATTAGCTGGACCTTC-GA-TCTTTGTATCGAGCCTCCATTTGATGTGATAATTTTGCA 492
e B O A
Sbjct 431 AGATTAGCTGGACTATCCGACTCTTGGTA--GTT--TCCACTTGATGTGATAAAATTGCA 486
Query 493 TCGGTGGGTTAAGGGCT-CTTTGCTAATCGCAGGAGGTTCGCTTCTAATCCGGCGAGAAG 551
0 O B B B L e s e I B
Sbjct 487 TCGGTGGGTCAAAGACTGCTATAGGAAT-GT-GAAAGTCTGCTTCAAATTCGGCGCGAGG 544
Query 552 TTCCATCTTCGACCCACTATTCATTTACAACTCTGGCCTCAAATCAGGTAGGATTACCCG 611
FETEEET 1t CEEErrrerr e trerr ettt et r et
Sbjct 545 TTCCATCCTCAACCC---ATTCATTTACATCTCTGGCCTCAAATCAGGTAGGATTACCCG 601
Query 612 CTGAACTT 619

FEETETT
Sbjct 602 CTGAACIT 609

4.7 Diversidade de fungos leveduriformes na erva-mate
processada

Na erva-mate processada foi encontrado um menor nidmero e uma
menor variedade de leveduras. A espécie mais encontrada foi a

Rhodosporidium  kratochvilovae (68,75%), seguida da Rhodotorula



o1

mucilaginosa (25%) e Sporobolomyces nylandii (6,25%) (Tabela 11). Sendo
gue as duas espécies mais frequentes também foram encontradas nas folhas.
Tabela 11: Numero de cepas, unidades formadoras de colénia (UFC) e

espécies de leveduras identificadas em amostras de erva-mate analisadas
entre janeiro e junho de 2013.

Numero de isolados UFC/g Identificacdo Identidade (%)
3 (lotes 1,5 € 6) 5,5 x 10° Rhodosporidium kratochvilovae 99
1 (lote 1) 50x10 Sporobolomyces nylandii 98
1 (lote 4) 2,0 x 10° Rhodotorula mucilaginosa 99

As identidades obtidas séo relativas a comparagdo com cepas tipo de cada espécie.

Com relacdo as leveduras encontradas, ha poucas pesquisas
relatando quais sdo seus habitats e se ha relacdo de patogenicidade ao
homem. Martins et al. (2001) demonstraram em uma pesquisa sobre
contaminagdo microbiolégica de ervas medicinais coletadas de um mercado
publico em Lisboa (Portugal), que a R. mucilaginosa esta frequentemente
habitando estes produtos. Takashima & Nakase (2000) encontraram a levedura
Sporobolomyces nylandii habitando constantemente o filoplano de espécies de

plantas na Tailandia.



5 CONCLUSAO

1) Foi pesquisada a presenga de micro-organismos indicadores
(coliformes, salmonelas, bactérias mesofilas, bolores e leveduras) na erva-mate
ja processada, e os parametros microbiolégicos atenderam tanto a legislacéo
brasileira vigente, como também ao estabelecido pela OMS.

2) Houve predominio de Bactérias Gram positivas tanto nas folhas
como na erva mate.

3) Analisou-se a presenca de bactérias mesofilas, terméfilas, bolores
e leveduras nas amostras in natura e apés processamento. O termofilo mais
encontrado tanto na erva-mate quanto na folha da llex paraguariensis foi o
Bacillus licheniformis. Os mesofilos que predominaram na colonizacdo das
folhas foram: a Pantoea ananatis, o Staphylococcus sciuri e o Staphylococcus
epidermidis. Ja na erva-mate os mesofilos mais frequentes foram: o Bacillus
megaterium, o Bacillus amyloliquefaciens, e a Klebsiella pneumoniae. Ja as
leveduras identificadas nas folhas foram: Aureobasidium pullulans,
Sympodiomycopsis sp., Sporobolomyces ruberrimus, Sporobolomyces
yunnanensis, Rhodotorula mucilaginosa, Candida sake e Rhodosporidium
kratochvilovae. E as leveduras identificadas na erva-mate foram:
Rhodosporidium kratochvilovae, Rhodotorula mucilaginosa, Sporobolomyces

nylandii.
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4) Apesar de terem sido detectados micro-organismos que podem
ser causadores de infeccdo ou intoxicacdo, todos estavam em quantidades
inferiores a dose infectante referenciada até o momento.

5) Provavelmente foi isolada uma nova espécie da levedura
Sympodiomycopsis em duas amostras de folhas in natura de llex
paraguariensis.

6) O retorno, com os dados obtidos nesta pesquisa, sera dado a
empresa fornecedora das amostras logo apdés a entrega da versdo final da

dissertacdo ao Programa de P4s-Graduacéo.



6 PERSPECTIVAS

Ser4 dada continuacdo na pesquisa da nova espécie de levedura
encontrada. Desta forma pretende-se entender melhor sua fisiologia,

bioguimica e se ela possui algum potencial biotecnoldgico.
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8 ANEXOS

ANEXO 1

Tabela 12: Unidades formadoras de colénia (UFC) e espécies de bactérias
mesodfilas identificadas no primeiro lote de erva-mate (n=5). Porcentagem de
similaridade = 98%.

Lote Amostra UFCl/g Identificacdo
1
1 4,0 x 10" Bacillus subtilis
4,0 x 10" Bacillus cereus
1,5 x 10" Bacillus pumilus
5,0 x 10° Bacillus licheniformis
2 1,0 x 10° Bacillus subtilis
2,0x 10" Bacillus cereus
5,5x 10" Bacillus pumilus
2,0x 10" Bacillus licheniformis
1,5x 10" Bacillus megaterium
1,0 x 10" Bacillus pseudomycoides
3 5,0 x 10" Bacillus subtilis
3,5x 10" Bacillus cereus
5,0 x 10" Bacillus pumilus
1,5x 10" Bacillus licheniformis
1,5x 10" Bacillus megaterium
4 4,0 x 10" Bacillus subtilis
2,5x 10" Bacillus cereus
2,5x 10" Bacillus pumilus
2,0 x 10* Bacillus licheniformis
1,5 x 10" Bacillus megaterium
5 9,0 x 10" Bacillus subtilis
3,5x 10" Bacillus cereus
5,0x 10" Bacillus pumilus
4,5x 10" Bacillus licheniformis

5,0 x 10° Bacillus megaterium
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Tabela 13: Unidades formadoras de colonia (UFC) e espécies de bactérias
mesofilas identificadas no segundo lote de erva-mate (n=5). Porcentagem de
similaridade = 98%.

Lote Amostra UFCl/g Identificacao
2

1 2,0 x 10° Bacillus amyloliquefaciens
1,4 x 10 Bacillus subtilis
4,0 x 10" Bacillus megaterium
4,0 x 10" Bacillus cereus
1,4 x 10° Bacillus licheniformis
1,5 x 10" Bacillus pumilus

2 4,0 x 10" Bacillus amyloliquefaciens
2,5 x 10 Bacillus subtilis
5,0 x 10° Bacillus megaterium
6,5 x 10" Bacillus cereus
2,0 x 10" Bacillus licheniformis
1,0 x 10* Bacillus pumilus

3 1,9 x 10° Bacillus amyloliquefaciens
7,5 x 10" Bacillus subtilis
7,0 x 10" Bacillus megaterium
8,0 x 10" Bacillus cereus
1,5x 10" Bacillus pumilus

4 1,6 x 10° Bacillus amyloliquefaciens
3,0x10° Bacillus subtilis
1,1 x 10° Bacillus megaterium
1,5x 10" Bacillus licheniformis
5,0 x 10° Bacillus pumilus

5 6,7 x 10° Bacillus amyloliquefaciens
6,5 x 10" Bacillus subtilis
5,0 x 10° Bacillus megaterium
1,0 x 10" Bacillus cereus
2,5x 10" Bacillus pumilus
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Tabela 14: Unidades formadoras de colénia (UFC) e espécies de bactérias
mesofilas identificadas no terceiro lote de erva-mate (n=5). Porcentagem de
similaridade = 98%.

Lote Amostra UFCl/g Identificacdo
3

1 1,0 x 10" Bacillus amyloliquefaciens
1,2 x 10 Bacillus subtilis
1,3 x 10° Erwinia amylovora
5,0 x 10° Bacillus pumilus
5,0 x 10" Bacillus megaterium
9,0 x 10" Escherichia vulneris

2 2,5x 10° Bacillus amyloliquefaciens
4,0 x 107 Bacillus subtilis
1,5x 10* Erwinia amylovora

3 2,5x 10" Bacillus amyloliquefaciens
1,4 x 10 Bacillus subtilis
6,0 x 10" Erwinia amylovora
5,0 x 10° Bacillus pumilus
5,0 x 10° Bacillus megaterium
7,0 x 10" Escherichia vulneris

4 5,0 x 10° Bacillus amyloliquefaciens
7,0 x 10 Bacillus subtilis
6,5 x 10" Bacillus megaterium
5,0 x 10° Bacillus thuringiensis

5 4,0 x 10" Bacillus amyloliquefaciens
1,0 x 10* Erwinia amylovora
1,7 x 10° Bacillus megaterium
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Tabela 15: Unidades formadoras de colonia (UFC) e espécies de bactérias
mesofilas identificadas no quarto lote de erva-mate (n=5). Porcentagem de
similaridade = 98%.

Lote Amostra UFCl/g Identificacao
4
1 2,0 x 10* Bacillus subtilis
5,0 x 10" Bacillus megaterium
5,6 x 10° Paenibacillus alvei
2 5,0 x 10° Bacillus subtilis
5,0 x 10° Bacillus licheniformis
3 2,5x 10" Bacillus subtilis
1,1x 10° Paenibacillus alvei
6,0 x 10" Klebsiella pneumoniae
4 1,5x 10" Bacillus subtilis
3,5x 10" Bacillus megaterium
5,0 x 10° Bacillus licheniformis
5 1,0 x 10" Bacillus subtilis
9,0 x 10" Bacillus megaterium

5,0 x 10°

Bacillus oleronius




68

Tabela 16: Unidades formadoras de colénia (UFC) e espécies de bactérias
mesofilas identificadas no quinto lote de erva-mate (n=5). Porcentagem de
similaridade = 98%.

Lote Amostra UFCl/g Identificacdo
5
1 1,5 x 10* Bacillus amyloliquefaciens
5,0 x 10° Bacillus flexus
8,5x 10" Klebsiella pneumoniae
2 2,0x 10" Bacillus flexus
3,5x 10 Bacillus pumilus
3 5,0 x 10° Bacillus amyloliquefaciens
1,0 x 10* Bacillus flexus
1,4 x 10° Bacillus megaterium
2,7 x 10° Klebsiella pneumoniae
4 1,5x 10" Bacillus amyloliquefaciens
5,0 x 10° Bacillus flexus
5,0 x 10° Bacillus megaterium
1,4 x 10° Klebsiella pneumoniae
2,2 x 10° Bacillus pumilus
5 1,0 x 10" Bacillus flexus
2,1 x 10° Bacillus megaterium
2,6 x 10° Klebsiella pneumoniae
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Tabela 17: Unidades formadoras de colonia (UFC) e espécies de bactérias
mesofilas identificadas no sexto lote de erva-mate (n=5). Porcentagem de
similaridade = 98%.

Lote Amostra UFCl/g Identificacdo
6

1 4,4 x 10° Bacillus megaterium
5,0 x 10° Bacillus cereus
1,0 x 10" Bacillus licheniformis
3,0x 10" Bacillus subtilis

2 3,0x 10" Bacillus megaterium
1,5 x 10* Bacillus subtilis
2,1x10° Bacillus thuringiensis
1,5 x 10" Bacillus pumilus

3 1,6 x 10° Bacillus megaterium
2,1 x 10° Bacillus aerophilus

4 1,0 x 10" Bacillus megaterium
5,0 x 10° Bacillus licheniformis
6,0 x 10* Bacillus subtilis
1,0 x 10" Bacillus aerophilus

5 1,5 x 10° Bacillus megaterium
5,0x 10° Bacillus cereus
1,5x 10" Bacillus licheniformis
1,0 x 10* Bacillus aerophilus




ANEXO 2

Resultado da diversidade bacteriana isolada da erva-mate processada

Amostra Resultado Coloracéo de Gram Descricao da coldnia Catalase |OF (oxidacédo e
fermentacéo da
glicose)

1AT Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais ondulados, translicida, brilhante, branca, fermenta a glicose
superficie lisa, consisténcia mucdide

1BT Bacillus subtilis Bacilo Gram-positivo com Coldnia irregular, espraiada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais e ondulados, translicida, fosca, branco, fermenta a glicose
mucopolissacarideo superficie rugosa

1CT Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais ondulados, translicida, brilhante, branca, fermenta a glicose
superficie lisa, consisténcia mucéide

1FT Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais ondulados, translicida, brilhante, branca, fermenta a glicose
superficie lisa, consisténcia mucdide

1GT Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais

ondulados, translicida, brilhante, branca,
superficie lisa, consisténcia mucdide

fermenta a glicose
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Amostra Resultado Coloracéo de Gram Descricao da coldnia Catalase |OF (oxidacédo e
fermentacéo da
glicose)

1HT Bacillus subtilis Bacilo Gram-positivo com Coldnia irregular, espraiada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais e ondulados, translicida, fosca, branco, fermenta a glicose
mucopolissacarideo superficie rugosa

1AM Bacillus subtilis Bacilo Gram-positivo com Colbnia irregular, espraiada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais e ondulados, translicida, fosca, branco, fermenta a glicose
mucopolissacarideo superficie rugosa

1BM Bacillus cereus Bacilo Gram-positivo com Coldnia circular, espraiada, bordos ondulados, | Negativo | N&do oxida e ndo

enddsporos apicais translacida, brilhante, branco acinzentado, fermenta a glicose
superficie rugosa

1CM Bacillus pumilus Bacilo Gram-posivo com Colbnia circular, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais ondulados, opaca, superficie rugosa fermenta a glicose
1DM Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo
enddsporos apicais ondulados, translicida, brilhante, branca, fermenta a glicose
superficie lisa, consisténcia mucoide
1EM Bacillus cereus Bacilo Gram-positivo com Colbdnia circular, espraiada, bordos ondulados, | Negativo | N&o oxida e ndo
enddsporos apicais transldcida, brilhante, branco acinzentado, fermenta a glicose
superficie rugosa

1FM Bacillus cereus Bacilo Gram-positivo com Colbdnia circular, espraiada, bordos ondulados, | Negativo | N&do oxida e ndo

enddsporos apicais

transltcida, brilhante, branco acinzentado

fermenta a glicose
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Amostra Resultado Coloracéo de Gram Descricao da coldnia Catalase |OF (oxidacédo e
fermentacéo da
glicose)
1HM Bacillus megaterium Bacilo Gram-positivo com Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo N&o oxida e ndo
enddsporo translucida, brilhante, bege fermenta a glicose

1IM Bacillus subtilis Bacilo Gram-positivo com Colbnia irregular, espraiada, bordos Positivo N&o oxida e ndo
enddsporos apicais e ondulados, translicida, fosca, branco, fermenta a glicose
mucopolissacarideo superficie rugosa

1IM Bacillus pseudomycoides | Bacilo Gram-positivo em Coldnia filamentosa, bordos fimbriados, Positivo N&o oxida e ndo

cadeia translicida, brilhante, superficie rugosa fermenta a glicose
1KM Bacillus megaterium Bacilo Gram-positivo com Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo N&o oxida e ndo
enddsporo translucida, brilhante, bege fermenta a glicose
1LM Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo
enddsporos apicais ondulados, translicida, brilhante, branca, fermenta a glicose
superficie lisa, consisténcia mucoide
1MM Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo
enddsporos apicais ondulados, translicida, brilhante, branca, fermenta a glicose
superficie lisa, consisténcia mucdide

INM Bacillus pumilus Bacilo Gram-posivo com Colbnia circular, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais

ondulados, opaca, superficie rugosa

fermenta a glicose
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Amostra Resultado Coloracéo de Gram Descricao da coldnia Catalase |OF (oxidacédo e
fermentacéo da
glicose)

2BT Bacillus smithii Bacilo Gram-positivo com Colbdnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais e transparente, brilhante, pigmentacéo ausente, fermenta a glicose
mucopolissacarideo superficie lisa, consisténcia mucoide

2DT Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais ondulados, translicida, brilhante, branca, fermenta a glicose
superficie lisa, consisténcia mucdide

2ET Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais ondulados, translicida, brilhante, branca, fermenta a glicose
superficie lisa, consisténcia mucdide

2AM Bacillus Bacilo Gram-positivo com Colbnia irregular, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

amyloliquefaciens mucopolissacarideo ondulados, opaca, branca, fosca, superficie fermenta a glicose
rugosa

2BM Bacillus subtilis Bacilo Gram-positivo com Colbnia irregular, espraiada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais e ondulados, translicida, fosca, branco, fermenta a glicose
mucopolissacarideo superficie rugosa

2CM Bacillus megaterium Bacilo Gram-positivo com Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo N&o oxida e ndo

enddsporo

translicida, brilhante, bege

fermenta a glicose
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Amostra Resultado Coloracéo de Gram Descricao da coldnia Catalase |OF (oxidacédo e
fermentacéo da
glicose)

2DM Bacillus cereus Bacilo Gram-positivo com Colbnia circular, espraiada, bordos ondulados, | Negativo | N&o oxida e ndo

enddsporos apicais transluicida, brilhante, branco acinzentado, fermenta a glicose
superficie rugosa

2EM Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais ondulados, translicida, brilhante, branca, fermenta a glicose
superficie lisa, consisténcia mucdide
2FM Bacillus pumilus Bacilo Gram-posivo com Colbnia circular, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo
enddsporos apicais ondulados, opaca, superficie rugosa fermenta a glicose

2GM Bacillus subtilis Bacilo Gram-positivo com Coldnia irregular, espraiada, bordos Positivo N&o oxida e ndo
enddsporos apicais e ondulados, translicida, fosca, branco, fermenta a glicose
mucopolissacarideo superficie rugosa

2HM Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais ondulados, translicida, brilhante, branca, fermenta a glicose
superficie lisa, consisténcia mucdide

2IM Bacillus pumilus Bacilo Gram-positivo com Colbnia circular, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais

ondulados, opaca, superficie rugosa

fermenta a glicose
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Amostra Resultado Coloracéo de Gram Descricao da coldnia Catalase |OF (oxidacédo e
fermentacéo da
glicose)

3AM Bacillus Bacilo Gram-positivo com Coldnia irregular, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

amyloliquefaciens mucopolissacarideo ondulados, opaca, branca, fosca, superficie fermenta a glicose
rugosa

3BM Bacillus subtilis Bacilo Gram-positivo com Colbnia irregular, espraiada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais e ondulados, translicida, fosca, branco, fermenta a glicose
mucopolissacarideo superficie rugosa

3CM Bacillus subtilis Bacilo Gram-positivo com Coldnia irregular, espraiada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais e ondulados, translicida, fosca, branco, fermenta a glicose
mucopolissacarideo superficie rugosa

3EM Erwinia amylovora Cocobastonete Gram- Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo Oxida e fermenta a

negativo opaca, brilhante, amarelo queimado, glicose
superficie lisa

3FM Bacillus pumilus Bacilo Gram-positivo com Colbnia circular, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais ondulados, opaca, superficie rugosa fermenta a glicose
3GM Bacillus megaterium Bacilo Gram-positivo com Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo N&o oxida e ndo

enddsporo

translucida, brilhante, bege

fermenta a glicose
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Amostra Resultado Coloracéo de Gram Descricao da coldnia Catalase |OF (oxidacédo e
fermentacéo da
glicose)

3HM Bacillus thuringiensis Bacilo Gram-positivo com Coldnia irregular, espraiada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

mucopolissacarideo ondulados, opaca, brilhante, bege, superficie fermenta a glicose
rugosa

3IM Escherichia vulneris Coco Gram-negativo Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo Oxida e fermenta a

translicida, brilhante, transparente, mucodide, glicose
superficie lisa

4AT Bacillus ginsengihumi Bacilos Gram-positivos com | Coldnia circular convexa, bordos inteiros, Positivo Oxida e fermenta a

enddsporos apicais opaca, brilhante, bege, superficie lisa e glicose
mucéide

4AM Bacillus subtilis Bacilo Gram-positivo com Colbnia irregular, espraiada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais e ondulados, translicida, fosca, branco, fermenta a glicose
mucopolissacarideo superficie rugosa

4BM Bacillus subtilis Bacilo Gram-positivo com Colbnia irregular, espraiada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais e ondulados, translicida, fosca, branco, fermenta a glicose
mucopolissacarideo superficie rugosa

4CM Bacillus megaterium Bacilo Gram-positivo com Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo N&o oxida e ndo

enddsporo

transldcida, brilhante, bege

fermenta a glicose
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Amostra Resultado Coloracéo de Gram Descricao da coldnia Catalase |OF (oxidacédo e
fermentacéo da
glicose)

4DM Paenibacillus alvei Bacilo Gram-negativo Coldnia regular, convexa, brilhante, Positivo N&o oxida e ndo

translicida, bege, lisa, mucéide fermenta a glicose
4EM Bacillus subtilis Bacilo Gram-positivo com Colbnia irregular, espraiada, bordos Positivo N&o oxida e ndo
enddsporos apicais e ondulados, translicida, fosca, branco, fermenta a glicose
mucopolissacarideo superficie rugosa
4GM Bacillus subtilis Bacilo Gram-positivo com Coldnia irregular, espraiada, bordos Positivo N&o oxida e ndo
enddsporos apicais e ondulados, translicida, fosca, branco, fermenta a glicose
mucopolissacarideo superficie rugosa

4HM Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais ondulados, translicida, brilhante, branca, fermenta a glicose
superficie lisa, consisténcia mucoide

4IM Bacillus oleronius Bacilo Gram-positivo com Colbnia circular, regular, convexa, bordos Positivo N&o oxida e ndo

formato de filamentos inteiros, opaca, brilhante, branca, mucéide fermenta a glicose

4IM Klebsiella pneumoniae Cocobastonete Gram- Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo Oxida e fermenta a

negativo

translicida, brilhante, bege a amarela,

superficie lisa, mucdide

glicose
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Amostra Resultado Coloracéo de Gram Descricao da coldnia Catalase |OF (oxidacédo e
fermentacéo da
glicose)

5AM Bacillus Bacilo Gram-positivo com Coldnia irregular, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

amyloliquefaciens mucopolissacarideo ondulados, opaca, branca, fosca, superficie fermenta a glicose
rugosa

5BM Bacillus flexus Bacilo gram-positivo, Colbnia irregular, ondulada, bordos Positivo Oxida e néo

esporulado e com um pouco |ondulados, fosca, opaca, branca, fermenta a glicose
de muco

5CM Bacillus flexus Bacilo gram-positivo, Colbnia irregular, ondulada, bordos Positivo Oxida e nédo

esporulado e com um pouco |ondulados, fosca, opaca, branca, fermenta a glicose
de muco

5DM Bacillus megaterium Bacilo Gram-positivo com Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo N&o oxida e ndo

enddsporo translucida, brilhante, bege fermenta a glicose

5EM Klebsiella pneumoniae Cocobastonete Gram- Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo Oxida e fermenta a

negativo translicida, brilhante, bege a amarela, glicose
superficie lisa, mucdide

5FM Bacillus megaterium Bacilo Gram-positivo com Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo N&o oxida e ndo

enddsporo translicida, brilhante, bege fermenta a glicose

5HM Klebsiella pneumoniae Cocobastonete Gram- Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo Oxida e fermenta a

negativo

translicida, brilhante, bege a amarela,

superficie lisa, mucdide

glicose
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Continuacédo: Resultado da diversidade bacteriana isolada da erva-mate processada

Amostra Resultado Coloracéo de Gram Descricao da coldnia Catalase |OF (oxidacé&o e
fermentacédo da
glicose)

5IM Bacillus pumilus Bacilo Gram-posivo com Colbnia circular, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e nédo

enddsporos apicais ondulados, opaca, superficie rugosa fermenta a glicose
6AM Bacillus megaterium Bacilo Gram-positivo com Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo N&o oxida e ndo
enddsporo translucida, brilhante, bege fermenta a glicose
6BM Bacillus cereus Bacilo Gram-positivo com Coldnia circular, espraiada, bordos ondulados, | Negativo | N&do oxida e ndo
enddsporos apicais translucida, brilhante, branco acinzentado, fermenta a glicose
superficie rugosa
6CM Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo
enddsporos apicais ondulados, translicida, brilhante, branca, fermenta a glicose
superficie lisa, consisténcia mucéide

6DM Bacillus subtilis Bacilo Gram-positivo com Coldnia irregular, espraiada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais e ondulados, translicida, fosca, branco, fermenta a glicose
mucopolissacarideo superficie rugosa

6EM Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais ondulados, translicida, brilhante, branca, fermenta a glicose
superficie lisa, consisténcia mucéide

6GM Bacillus pumilus Bacilo Gram-positivo com Colbnia circular, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e néo

enddsporos apicais ondulados, opaca, superficie rugosa fermenta a glicose
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Amostra Resultado Coloracéo de Gram Descricao da coldnia Catalase |OF (oxidacédo e
fermentacéo da
glicose)

6HM Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais ondulados, translicida, brilhante, branca, fermenta a glicose
superficie lisa, consisténcia mucoide
6IM Bacillus aerophilus Bacilo Gram-positivo Coldnia circular, bosselada, bordos inteiros, Positivo N&o oxida e ndo
esporulado opaco, fosco, superficie rugosa, bege fermenta a glicose

6JM Bacillus subtilis Bacilo Gram-positivo com Coldnia irregular, espraiada, bordos Positivo N&o oxida e ndo
enddsporos apicais e ondulados, translicida, fosca, branco, fermenta a glicose
mucopolissacarideo superficie rugosa

6AT Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais

ondulados, translicida, brilhante, branca,

superficie lisa, consisténcia mucoide

fermenta a glicose
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Amostra Resultado Coloracéo de Gram Descricao da coldnia Catalase |OF (oxidacédo e
fermentacéo da
glicose)

1FM1 Staphylococcus Coco Gram-positivo Colbdnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo N&o oxida e ndo

epidermidis opaca, brilhante, branca, superficie lisa fermenta a glicose

1FM1-1 Staphylococcus Coco Gram-positivo Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo Oxida e fermenta a

saprophyticus opaca, brilhante, amarela, superficie lisa glicose

1FM1-2 Staphylococcus xylosus | Coco Gram-positivo Coldnia circular, bosselada, bordos Positivo Oxida e fermenta a

ondulados, opaca, fosca, branca, superficie glicose
rugosa

1FM4 Staphylococcus xylosus | Coco Gram-positivo Colbdnia circular, bosselada, bordos Positivo Oxida e fermenta a

ondulados, opaca, fosca, branca, superficie glicose
rugosa

1FT1 Bacillus licheniformis Bacilo Gram-positivo com Colbnias irregulares, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais ondulados, translicida, brilhante, branca, fermenta a glicose
superficie lisa, consisténcia mucoide

2FM1 Staphylococcus pasteuri | Coco Gram-positivo Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positiva

opaca, brilhante, bege, lisa, mucéide
2FM2 Arthrobacter Cocos Gram-positivo Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positiva N&o oxida e ndo

creatinolyticus

opaca, brilhante, bege puxando para o

branco, lisa, mucodide

fermenta a glicose
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Amostra Resultado Coloracéo de Gram Descricao da coldnia Catalase |OF (oxidacé&o e
fermentacédo da
glicose)

2FM3 Enterobacter aerogenes | Cocobacilo Gram-negativo Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positiva Oxida e fermenta a

opaca, brilhante, bege, lisa, mucéide glicose

2FM5 Bacillus flexus Bacilo Gram-positivo, Colbnia irregular, ondulada, bordos Positivo Oxida e nédo

esporulado e com um pouco |ondulados, fosca, opaca, branca, fermenta a glicose
de muco

2FM6 Escherichia hermannii Cocobacilo Gram-negativo Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positiva Oxida e fermenta a

translicida, bege, brilhante, mucéide glicose

3FM1 Pantoea ananatis Bastonete Gram-negativo Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo Oxida e fermenta a

com mucopolissacarideo translicida, brilhante, amarelo queimado, glicose
superficie lisa, mucoide

3FM2 Staphylococcus sciuri Coco Gram-positivo Colbdnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo Oxida e fermenta a

opaca, brilhante, bege, superficie lisa, glicose
mucéide

3FM3 Pseudomonas Bastonete Gram-negativo Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo Oxida e fermenta a

oryzihabitans opaca, brilhante, amarela, umbilicada, glicose
mucoide
3FM5 Bacillus megaterium Bacilo Gram-positivo com Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo N&o oxida e néo

enddsporo

transldcida, brilhante, bege

fermenta a glicose
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Amostra Resultado Coloracéo de Gram Descricao da coldnia Catalase |OF (oxidacédo e
fermentacéo da
glicose)

3FM6 Bacillus cereus Bacilo Gram-positivo com Colbnia circular, espraiada, bordos ondulados, | Negativo | N&o oxida e ndo

enddsporos apicais transluicida, brilhante, branco acinzentado, fermenta a glicose
superficie rugosa

5FM1 Bacillus megaterium Bacilo Gram-positivo com Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo N&o oxida e ndo

enddsporo translucida, brilhante, bege fermenta a glicose
5FM2 Bacillus cereus Bacilo Gram-positivo com Coldnia circular, espraiada, bordos ondulados, | Negativo | N&do oxida e ndo
enddsporos apicais translacida, brilhante, branco acinzentado, fermenta a glicose
superficie rugosa

5FM3 Staphylococcus Coco Gram-positivo Colbnia circular, convexa, bordos inteiros, Positivo Oxida e fermenta a

haemolyticus opaca, brilhante, amarela, superficie lisa glicose

5FM4 Bacillus pumilus Bacilo Gram-posivo com Colbnia circular, bosselada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

enddsporos apicais ondulados, opaca, superficie rugosa fermenta a glicose

5FM5 Bacillus methylotrophicus | Bacilo Gram-positivo, com Colbnia que toma conta do meio, espraiada, Positivo Oxida e fermenta a

enddsporo apical e opaca, fosca, bege, superficie lisa e aspecto glicose
mucopolissacarideo aspero.

6FM1 Bacillus thuringiensis Bacilo Gram-positivo com Colbnia irregular, espraiada, bordos Positivo N&o oxida e ndo

mucopolissacarideo

ondulados, opaca, brilhante, bege, superficie

rugosa

fermenta a glicose




Resultado da diversidade de leveduras isoladas da erva-mate processada

Amostra

Resultado

Coloracéo da coldnia

1AL

Rhodosporidium kratochvilovae

Levedura rosa

1BL

Sporobolomyces nylandii

Levedura branca

4BL

Rhodotorula mucilaginosa

Levedura salméao

5CL

Rhodosporidium kratochvilovae

Levedura salmao

6AL

Rhodosporidium kratochvilovae

Levedura salméao

Resultado da diversidade de leveduras isoladas das folhas de llex paraguariensis

Amostra

Resultado

Coloracéo da coldnia

1FL1

Aureobasidium pullulans

Levedura branca

2FL1

Candida sake

Levedura bege

3FL2

Rhodosporidium kratochvilovae

Levedura rosa

3FL3

Rhodotorula mucilaginosa

Levedura salméao

4FL2

Sympodiomycopsis sp.

Levedura branca

4FL3

Sporobolomyces yunnanensis

Levedura laranja

5FL1

Sympodiomycopsis sp.

Levedura bege
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Amostra

Resultado

Coloracéo da colbnia

6FLB

Sporobolomyces ruberrimus

Levedura salméao
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