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RESUMO

Introdugdo: A cuia utilizada para consumo do chimarrao pode ser um meio propicio para a
proliferacdo de microrganismos, o que pode comprometer a salde de seus consumidores.
Objetivo: Analisar a presenca de contaminacdo microbiologica nas cuias utilizadas para o
chimarrao, e a eficacia do uso de um secador nas cuias. Método: Foram utilizadas 12 cuias
usadas e 12 novas, as quais foram divididas em grupos de secagem com secador e ao natural.
Todas permaneceram 14 h por dia com a infusdao. Foram adicionados 3 mL de Brain Heart
Infusion (BHI) em cada cuia, coletados, incubados por 24 h a 37°C e, entao, 1 mL semeado
em triplicata nos meios Sabourand e Plate Count Agar (PCA). Esta metodologia analitica
foi usada nos dias: 0, 15 e 30. Resultados: O crescimento flngico, avaliado pelo meio de
Sabourand, foi estatisticamente diferente entre as cuias novas no Dia 01 (p = 0,004), no PCA
houve diferenca no Dia 01 (p = 0,004) e Dia 15 (p = 0,046) entre as cuias novas e no Dia 30
(p = 0,004) para as usadas. Conclusdes: Ocorreram contaminacdes no material analisado, o
que pode representar um risco para a saude de seus consumidores, e o uso do secador nao
foi efetivo para evitar o crescimento de fungos e leveduras.

PALAVRAS-CHAVE: Cuia; Microbiologia; Avaliacdo; Saide Publica

ABSTRACT

Introduction: The gourd, the preparation vessel of chimarrdo, can be a propitious
medium for the proliferation of microorganisms. Objective: To analyze the presence of
microbiological contamination in the gourds used for chimarrdo, and the effectiveness of
the use of a dryer in the gourds. Method: Twelve used and twelve new gourds were used;
they were divided into drying groups, one with dryer and another one without dryer. All
remained 14 hours per day with the infusion. Three mL of Brain Heart Infusion (BHI) were
added to each gourd, collected, incubated for 24 h at 37°C and then 1 mL was seeded in
triplicate in Sabourand and Plate Count Agar (PCA) media. This analytical methodology
was used on days 0, 15 and 30. Results: Fungal growth, evaluated by the Sabourand
medium, was statistically different between the new gourds on Day 01 (p = 0.004); on PCA
there was difference on Day 01 (p = 0.004) and Day 15 (p = 0.046) between new gourds and
on Day 30 (p = 0.004) for the used gourds. Conclusions: Contamination occurred in the
material analyzed, which could represent a risk to the health of its consumers; the use of
the dryer was not effective to avoid the growth of microorganisms.

KEYWORDS: Gourd; Microbiology; Assessment; Public Health
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INTRODUCAO

A Seguranca Alimentar vem ganhando espaco em debates, devido
a sua relacao com a saide publica. Esta tem sido atrelada a qua-
lidade fisico-quimica e microbioldgica do produto, o qual deve se
manter integro e sem contaminagdes durante a cadeia produtiva
até chegar ao consumidor final'-23.

Produtos ou materiais que apresentem agua na sua compo-
sicdo estdo suscetiveis ao crescimento de microrganismos
(fungos, leveduras e bactérias)*®. Para evitar essa situacao,
o controle microbiolégico pode ser realizado por métodos
fisicos e quimicos, entretanto, na escolha de um dos méto-
dos, devem-se considerar alguns aspectos importantes: se o
método é eficiente, se ndo danifica ou interfere no material
a ser esterilizado, a praticidade do método, o custo, os danos
ambientais ou nos materiais®’.

Visando minimizar os riscos de contaminacao, acima menciona-
dos, desinfetantes quimicos sdo amplamente utilizados visando
reduzir microrganismos indesejaveis, como, por exemplo: o uso
de cloro na indGstria alimenticia. Outro método ja conhecido
€ a esterilizacao por luz ultravioleta (UV), porém o uso da luz
visivel também vem mostrando efeito bactericida sob certas
condicoes®* ™. Estes métodos apresentam especificidades para
determinados produtos ou materiais. E para aqueles com espe-
cificidades, como as cuias, busca-se novos métodos que visem
melhorar os niveis de seguranca alimentar, especialmente no que
se refere ao controle microbiologico®.

0O chimarrao é uma bebida tradicional da Regido Sul do Brasil,
cujo consumo é originario dos nativos colonizadores da Argen-
tina, Paraguai, do estado do Parana e do Rio Grande do Sul.
Esta bebida é preparada com uma planta medicinal denomi-
nada /lex paraguariensis, na forma de infusdo em agua, e para
0 seu consumo utiliza-se um recipiente especifico, a cuia'"'2. De
acordo com Barté et al.™, 90% desta planta tem seu uso rela-
cionado ao consumo do chimarrdo e o os estados do Parana, de
Santa Catarina e do Rio Grande do Sul sao os maiores produtores

de erva-mate para chimarrao.

A cuia é o recipiente no qual a bebida é preparada, é originada do
porongo, um fruto nao comestivel da planta Lagenaria siceraria,
formado por uma casca grossa, sem polpa. Seu uso, embora tra-
dicional, tem sido questionado em funcdo de possiveis contami-
nacoes microbianas, por se tratar de um material de constituicao
organica, em constante contato com o meio aquoso, e nao existe
nenhum controle de qualidade da presenca de microrganismos
nesses recipientes previsto em legislacao. Destaca-se que o chi-
marrdo é consumido diariamente por grande parte da populacao
rio-grandense, tornando o tema relevante e necessario'141,

Diante do exposto, e do fato de nao existirem estudos sobre o
crescimento microbioldgico em cuias, o objetivo desta pesquisa
foi avaliar a contaminacdo microbiologica de cuias novas e usa-
das, secadas em um equipamento desenvolvido para esta finali-
dade e pelo modo tradicional.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

METODO

Foram utilizadas 24 cuias, 12 eram novas e 12, usadas. As cuias
novas haviam sido lixadas, tratadas com acido nitrico, aquecidas
e polidas com cera, e, para a finalizacao, foi aplicado talco indus-
trial na superficie. Conforme metodologia descrita por Pinheiro,
Wanda e Pereira', considerou-se cuia usada aquelas que apre-
sentavam ao menos 90 dias de uso. O experimento ocorreu entre
os dias 02 e 29 de junho de 2017. Foram anotados os valores da
temperatura e umidade diariamente neste periodo, com auxi-
lio do um termo-higrometro aferido pelo Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro). Os procedimentos
foram realizados sempre em horario padronizado, sendo realiza-
dos todos os registros supracitados.

0 preparo diario das cuias seguiu as seguintes etapas:

1. Pontualmente as 17 h, de segunda a sabado, o chimarrao era
preparado em cada cuia, com adicao de 20 g de erva-mate
(I. paraguariensis) nova, sem contato com ar, calor ou umi-
dade e 100 mL agua deionizada a temperatura ambiente.

2. Apos o preparo, a amostra ficava em repouso em uma capela,
para que nao entrasse em contato com quaisquer interferentes.

3. Alimpeza da cuia era realizada as 7 h e 30 min da manha do
dia seguinte, ficando, portanto, 14 h em infusdo. Ja a seca-
gem ocorria em seguida, até as 9 h.

O processo de limpeza era realizado com agua de torneira em
todas as cuias, retirando todo e qualquer resquicio de erva ou
agua que havia sido utilizada no dia anterior. J4 o processo de
secagem ocorria de forma diferente dependendo da cuia. Em
12 cuias o secador desenvolvido para esta pesquisa era utilizado
e, destas, seis eram as cuias usadas e seis eram as cuias novas. As
outras 12 cuias (seis usadas e seis novas) secavam normalmente
ao ambiente com a sua extremidade superior virada para cima. O
tempo de secagem das cuias era de 2 h e, entdo, eram guardadas
para o proximo processo de preparo de chimarrao, no mesmo dia.

0 secador utilizado foi produzido com material plastico, que pos-
suia no centro uma lampada incandescente de 10 watts utilizada
para a secagem, além de possuir varios niveis nos quais cuias
com diferentes didametros eram encaixadas, como é possivel
verificar na Figura 1.

Para a analise microbioldgica, em todas as cuias foram adicio-
nados 3 mL de meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) com
auxilio de pipetadoras, este meio é utilizado para o cultivo de
bactérias fastidiosas, fungos filamentosos e leveduras. O BHI per-
maneceu 1 min em contato com a superficie interna das cuias
para posterior coleta de 1 mL do meio que foi armazenado em
tubos de ensaio esterilizados, os quais foram devidamente iden-
tificados, como demostrado na Figura 2.

Os tubos que continham o meio de cultura coletado foram incuba-
dos por 24 h a 37°C. Apds incubagao, foram semeados 10 pL dessa
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Utilizacao do secador de cuias

Fonte: Do autor.

Figura 1. Secador de cuias e seu processo de utilizacao.

cultura em placas de agar Sabourand, agar MacConkey e agar Plate
Count Agar (PCA). As placas com meio de cultura Sabourand propi-
ciam o crescimento de bolores e leveduras, o meio MacConkey de
enterobactérias e o PCA o crescimento de microrganismos meso-
filos''® Os procedimentos de semeadura e contagem dos micror-
ganismos nas placas foram realizados em trés periodos diferentes,
um no primeiro dia de analise (Dia 0), no 15° dia do experimento
(Dia 15), e no ultimo dia, 30° dia (Dia 30).

No primeiro periodo de coleta (tempo 0) fori semeado um total
de 72 placas de Petri, sendo 24 placas de meio Sabourand, 24
de MacConkey e 24 de PCA. Depois de semeadas foram levadas
a incubadora, por 24 h a 37°C". Para padronizar a leitura das
placas, as seguintes denominacdes foram estabelecidas: Nega-
tivo (N), nao ocorreu crescimento macroscopico de coldnias nas
placas; Contavel (C), a placa apresentou crescimento macros-
copico de até 130 coldnias; Incontavel (l), a placa apresentou
crescimento macroscopico acima de 130 colonias®.

A Unica alteracao para os demais periodos de analise foi a exclu-
sao do meio MacConkey, em virtude de nao ter demonstrado
crescimento significativo e, portanto, pouca contaminacao.

Para analise dos dados, foram utilizados procedimentos da
estatistica descritiva como frequéncia absoluta e relativa.
A normalidade dos dados foi testada por meio do teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para verificar a associacao entre duas ou
mais variaveis qualitativas foi utilizado o teste de hipdtese do
Qui-quadrado de Pearson e teste exato de Fisher. Para todos os
testes, considerou-se nivel de 5% de significancia. O software
utilizado para analises dos dados foi o Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) versao 18.0. Para fins de analise, con-
siderou-se como presenca ou auséncia de crescimento. Nao foi
utilizado o nimero de unidades formadoras de colonias.

RESULTADOS

Dentre as trés avaliacdes microbioldgicas realizadas nas cuias
incluidas nesta pesquisa, apenas uma cuia usada no primeiro
dia de analise, apresentou crescimento em meio MacConkey,
demonstrando presenca de enterobactérias. No meio Sabou-
rand, as cuias novas que utilizaram o secador apresentaram
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maior crescimento de colénias em comparagcdo com as que nao
fizeram o uso do secador. O mesmo ocorreu com as cuias usadas
utilizando este meio de cultura. Estes dados estao representa-
dos na Tabela.

Ja com o meio PCA, as cuias novas que nao utilizaram o secador
apresentaram maior crescimento de col6nias em comparacéo
com as que fizeram o uso do secador. Nas cuias usadas, 0 maior
crescimento ocorreu no grupo que fez o uso do secador. Observa-
-se que o crescimento fngico, avaliado pelo meio de Sabourand,
foi estatisticamente diferente entre as cuias novas apenas no Dia
01 (p = 0,004) e que, no PCA, foi verificada diferenca no Dia 1
(p = 0,004) e no Dia 15 (p = 0,046), entre as cuias novas, e no Dia
30 (p = 0,004) para as usadas.

Destaca-se que no primeiro dia do experimento as cuias nao
haviam passado pelo processo de secagem e os resultados desta
analise foram usados como medidas de comparacao com o dia 15
e 30, apresentados na Tabela. Entre as placas de Sabourand veri-
fica-se que o uso do secador minimizou a contaminacao flngica
entre as usadas no Dia 30, com diferenca significativa. No meio
PCA, tal diferenca também ocorreu nas cuias usadas do Dia 30
(p = 0,040). A utilizacao de secador para evitar o crescimento de
fungos e leveduras nao mostrou efetividade visto que, conside-
rando a comparacdo entre as cuias novas e usadas, com e sem
o secador, nao apresentaram resultados significantes. Durante o
periodo de experimento a média da temperatura e taxa de umi-
dade ambiente foi de 16,5°C e 68,7% respectivamente.

DISCUSSAO

Existem diversos fatores que propiciam um meio favoravel para
o crescimento microbiano, quando se trata do chimarrao. A
cuia, recipiente usado para o consumo da bebida, é de super-
ficie porosa e, portanto, absorve liquidos que podem permane-
cer neste local por um longo tempo, juntamente com o mate-
rial organico (erva-mate) usado em infusdo com a agua quente.
Além destes, a bebida pode ser compartilhada em grupo, o
que pode corroborar na transmissao e contaminacao bacte-
riana*'"-16. Os fatores que corroboram para a contaminacgao e a
proliferacdo de microrganismos em superficies sdo a aderéncia
da bactéria na superficie do material, sua composicdo quimica,
carga da superficie, a rigidez ou configuracao fisica, a tempe-
ratura e o oxigénio?" 2223,

Os fungos e as bactérias tém uma ampla distribuicdo na natu-
reza, em especial nas substancias organicas em decomposicao*®,
entre os quais destaca-se a erva-mate. No presente estudo, uti-
lizando o meio Sabourand, ocorreu um maior crescimento nas
cuias novas, mostrando que, por serem de origem organica
mais recente, possuem maior retencao de umidade, sendo um
ambiente mais favoravel para o crescimento destes microrganis-
mos. Porém, ao comparar-se os resultados das cuias novas que
utilizaram o secador e as que nao o utilizaram, nota-se minima
diferenca de crescimento. Tais resultados demonstram que o uso
do secador nédo foi um método eficaz para evitar o crescimento
de fungos e leveduras nas cuias.
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24 tubos de ensaio com BHI

l

INCUBADORA (24h a 37°C)

BHI CUIAS NOVAS (n = 12) BHI CUIAS USADAS (n = 12)

SEMEACAO DE 10 mL SEMEACAO DE 10 mL

12 placas com Sabourand 12 placas com Sabourand
12 placas com MacConkey 12 placas com MacConkey
12 placas com PCA 12 placas com PCA

I! 3 3 !’ (N = 72 placas de Petry semeadas)

INCUBADORA (24h a 37°C)

CONTAGEM DAS PLACAS
BHI: Brain Heart Infusion; PCA: Plate Count Agar.

Figura 2. Fluxograma da metodologia utilizada para avaliacao das cuias nos meios de crescimento.

Tabela. Analise da presenca do crescimento microbiologico em cuias novas e usadas utilizando secagem por meio de secador ou método tradicional.

Tipo de cuias/Periodo

X ) Novas Usadas
Meios de cultura/Método de secagem
Dia 1 Dia 15 Dia 30 Dia 1 Dia 15 Dia 30
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Sabourand
Negativas 1(16,7) 3(50,0) 1(16,7) 3 (50,0) 6 (100,0) 0(0,0)
Com secador .
Positivas 5 (83,3) 3 (50,0) 5(83,3) 3 (50,0) 0 (0,0) 6 (100,0)
. Negativas 0(0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 4 (66,7) 6 (100,0) 0 (0,0)
Tradicional
Positivas 6 (100,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 2 (33,3) 0(0,0) 6 (100,0)
p 0,004* 0,175 0,004* 0,611 - -
PCA
Negativas 1(16,7) 3 (50,0) 0 (0,0) 2 (33,3) 0 (0,0) 1(16,7)
Com secador
Positivas 5(83,3) 3 (50,0) 6 (100,0) 4 (66,7) 6 (100,0) 5(83,3)
» Negativas 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (66,7) 0 (0,0) 0 (0,0)
Tradicional
Positivas 6 (100,0) 6 (100,0) 6 (100,0) 2 (33,3) 6 (100,0) 6 (100,0)
p 0,004* 0,046* - 0,540 - 0,004*

PCA: Plate Count Agar; Negativas: cuias nas quais nao houve crescimento de microrganismos; Positivas: cuias nas quais houve crescimento de
microrganismos (contaveis ou incontaveis).
*p < 0,05: diferenca significativa entre os resultados; p > 0,05: nado ha diferenca signifivativa entre os resultados.
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A multiplicacdo dos microrganismos presentes em um alimento
depende de fatores relacionados com as proprias caracteristicas
dos alimentos (fatores intrinsecos), como a acidez (pH), caracte-
risticas da agua e as interagdes entre os microrganismos presen-
tes nos alimentos. Em adicéo, ha os fatores relacionados com o
ambiente em que o alimento se encontra (fatores extrinsecos),
como a umidade, o tempo, a temperatura ambiental e a compo-
sicdo quimica da atmosfera que envolve o alimento”?,

A temperatura oOtima de crescimento das leveduras situa-se
geralmente entre 20 e 30°C. Os bolores (mofos) constituem, tal
como as leveduras, um grupo de fungos muito heterogéneo. O
controle do grau de umidade do ar é um fator muito importante
quando se deseja evitar a proliferacao dos mofos, a maioria des-
tes se desenvolve bem em temperaturas entre 15°C e 30°C, com
uma temperatura 6tima entre 20°C e 25°C*¢. Em nosso estudo, a
temperatura média nos dias que ocorreram os experimentos foi
de 16,5° C, ou seja, inferior aquela considerada adequada para a
proliferacao microbiana. Contudo, a umidade ambiente atingiu
cerca de 68,7% e que a porcentagem ideal é em torno de 70% a
100%2>%. Esse fator pode ter contribuido para o desenvolvimento
dos mofos e das leveduras que ocorreram na maior parte nas
cuias novas que fizeram o uso do secador.

A utilizacao de altas temperaturas constitui-se uma das técnicas
mais empregadas visando assegurar a estabilidade microbiolo-
gica ou mesmo a esterilidade comercial dos alimentos, sendo a
secagem um dos processos mais antigos utilizados pelo homem
na conservacdo de alimentos®>7%. A conservacao de alimen-
tos por secagem esta baseada no fato de que microrganismos
e enzimas necessitam de agua para serem ativos, a secagem
realizada pelo calor aplicado leva a destruicdao dos microrganis-
mos pela coagulacdo de suas proteinas e de seus sistemas enzi-
maticos?. Baseados nesta premissa, buscou-se avaliar a técnica
de secagem e esterilizacao de cuias utilizadas neste trabalho.
Contudo, os resultados obtidos demonstram que o método de
secagem desenvolvido ndo demonstra eficiéncia, tendo como
provavel causa a temperatura inferior a 100°C. Para assegurar
a esterilizacdo de alimentos armazenados em temperaturas
ambientes (geralmente abaixo de 40°C) de bactérias patogéni-
cas ou microrganismos capazes de deteriorar alimentos, seria
necessario o emprego de temperaturas na faixa de 110°C a
120°C?*, temperaturas que nao foram atingidas pelo secador de
cuia desenvolvido.

Segundo Eleftheriadou, Pyrgiotakis e Demokritou®, estao dispo-
niveis no mercado uma variedade de métodos que visam reduzir
a presenca de microrganismos nos alimentos e produtos usados
para fins alimentares, tais como: calor, congelamento, radiacao
(UV, gama), filtracdo, secagem, uso de compostos a base de
cloro, ozé6nio e peroxido de hidrogénio. Em paralelo com nosso
estudo, Bagci e Temiz® buscaram determinar os efeitos de saniti-
zacao da agua quente, cloro e peroxido de hidrogénio nas super-
ficies de laranjas nao inoculadas e inoculadas com Escherichia
coli ATCC 25922. Os autores relataram que o peroxido de hidro-
génio e a agua foram efetivos para a diminuicdo das cepas de
E. coli, e que um curto periodo de imersao em agua quente, sem
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o uso de produtos quimicos, pode ser oferecido como um método
efetivo para reduzir a populacdo microbiana em superficies.

0 uso combinado de radiacao UV e produtos quimicos tem apre-
sentado um efeito sinérgico no controle de microrganismos™. O
uso de lampadas LED também tem sido uma opc¢éo para a descon-
taminacdo de alimentos, inativando uma variedade de patogenos
significativos transmitidos por alimentos, com efeito minimo de
aquecimento. Portanto, podem ser usados em conjunto com os
métodos de armazenamento a frio’. E pode ser uma alternativa
a ser testada em substituicao as lampadas comuns usadas no pre-
sente estudo.

Nao foram encontradas nas bases de dados outros estudos que
abordassem a contaminacao de cuias de chimarrao, apenas um
resumo apresentado na XXXI Jornada Académica Integrada da
Universidade Federal de Santa Maria. Lohmann? avaliou a con-
taminacdo microbioldgica da cuia de chimarrao que provinha de
uma residéncia familiar, e notaram que a amostra coletada gerou
crescimento microbiano em forma de tapete, com mais de 300
unidades formadoras de colénia (UFC). O autor destacou ainda
que a contaminacao da cuia pode ter sido iniciada nos processos
de fabricacao e/ou comercializacao, por nao apresentarem tra-
tamentos padronizados para tal.

Koroglu et al.? fizeram uma comparacao de teclados e telefo-
nes celulares/dispositivos touch screen como risco potencial de
contaminacao microbiana. Um total de 205 telefones celulares
foram testados para contaminacao microbiana, sendo que 143
(97,9%) dos touch screen e 58 (98,3%) dos aparelhos de teclado
foram positivos para contaminacao microbiana. Tal estudo
demonstra o quao importante é o processo de higienizacdo das
superficies para evitar o crescimento microbiano. Se compa-
rado com o presente estudo, o risco de contaminacao nas cuias
€ maior, uma vez que o chimarrao é considerado um alimento.

Em um estudo microbioldgico de superficies em um restaurante
de Palmas, Tocantins, foram identificadas espécies bacterianas
que poderiam levar a distUrbios gastrointestinais*®. Outro estudo
realizado em uma Instituicao de Ensino Superior de Sao Paulo
analisou tabuas de corte para alimentos e verificou-se a presenca
de mesofilos aerdbios, de bolores e leveduras e enterobactérias
em 90% das amostras'™. Assim como em tais materiais, nota-se
que, com excecao do dia 15, utilizando o meio Sabourand, em
pelo menos uma cuia de cada grupo ocorreu o crescimento de
colonias. Esses resultados demonstram que a cuia € um ambiente
favoravel para a proliferacdo de possiveis agentes patologicos a
salde humana.

Existem cuias produzidas com uso de diferentes materiais dis-
poniveis no mercado, entretanto, a mais frequente sdo as de
porongo e, considerando que a ingest&o diaria do chimarrao é um
habito muito comum na maioria da populacdo do sul do Brasil,
norte da Argentina, Paraguai e Uruguai''»'4", fazé-lo de uma
forma segura para a saude, sem risco de um possivel crescimento
microbiologico, deve ser uma prioridade do sistema de saude e,
para tal, deve-se pensar em estratégicas, como os secadores ou
métodos associados.
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Outro fator que pode auxiliar na contaminacéo de cuias é a qua-
lidade da agua utilizada no chimarrao, visto que pode potencia-
lizar a proliferacao de microrganismos. Dados da Organizacao
Mundial de Saide (OMS) revelam que 80% das doencas nos pai-
ses em desenvolvimento sao causadas pela agua contaminada?'.
A agua utilizada no presente estudo passa regularmente por tes-
tes de qualidade e este, portanto, nao foi um fator de interfe-
réncia nas analises realizadas.

Desta forma, os achados deste estudo demonstram a necessi-
dade da divulgacao da importancia da higienizacao das cuias
e de se pensar em estratégias que melhorem a assepsia das
cuias evitando que possam ser um meio de cultura bacteriano
que venha a prejudicar a salde dos usuarios. Em relacao a
secagem, meios adequados devem ser utilizados, ou seja,
métodos que retirem a umidade excessiva das cuias de forma
rapida, ja que, como demonstrado na Tabela, esta pode apre-
sentar um meio suscetivel ao crescimento de bactérias e leve-
duras. Tratando-se de tema importante para ser explorado em
novos estudos.
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