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RESUMO

A avaliagdo da qualidade microbiologica de plantas medicinais ¢ uma importante
etapa no que se refere ao aspecto de seguranga ao usuario. No Brasil a legislacao
vigente menciona a pesquisa de contaminantes microbioldgicos. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar a carga microbiana presentes em plantas medicinais
provenientes das hortas domésticas de um bairro da cidade de Ponta Grossa, Parana.
Nosso estudo mostrou a presencga de bactérias aerobias mesoéfilas em todas as amos-
tras com carga variando de 6,3x10? a 2,32x10° UFC/g. Em 73 % das plantas foram
detectados coliformes totais € em 27 % detectou-se coliformes 45°C. O tratamento
térmico simulando a preparacdo de um infuso ou cha reduziu significativamente
(p<0.0001) essa contaminagdo com contagens variando de 3,4x10'a2,5x10° UFC/g.
Todavia, em 18 % das amostras essa reducéo ndo foi satisfatoria e a carga micro-
biana se apresentou superior aquela estabelecida na legislag@o vigente para uso por
via oral (1,0x10%), entretanto, essas amostras nio apresentaram coliformes 45°C.
Esses dados mostram e refor¢am a necessidade de uma educacao e orientacao no
uso de plantas medicinais para que a contaminagdo microbiana possa ser reduzida
e ndo apresentar risco a saude.
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ABSTRACT

Microbiological quality evaluation of medicinal plants is an important aspect to
provide user safety. In Brazil, the legislation mentions microbiological contamination
research. The aim of this study was to evaluate the microbial load of medicinal
plants in home gardens in one of the city districts of Ponta Grossa, Parana. The
study showed the presence of mesophilic aerobic bacteria inall samples with a load
ranging from 6.3 to 2.32 x102 x105 CFU / g. In 73% of the plants it was detected
the presence of total coliform; and in 27% of the plants the presence of coliform
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45°C. Heat treatment simulating the preparation of an infusion or tea significantly
reduced (p<0.0001) this contamination with counts ranging from 3.4 to 2.5 X101
x103 CFU / g. However, in 18% of the samples this reduction was not satisfactory
and the microbial load was higher than that permitted in the current legislation -
(1.0 x103) for oral use. However, these samples did not present coliform 45°C.
The data demonstrate and reinforce the need for education and guidance in the use
of medicinal plants so that microbial contamination can be reduced and not pose

a risk for health.

Keywords: Herbal drugs. Medicinal plants. Microbial quality.

Introducao

O aumento no consumo de drogas vegetais
transformou seu uso em um problema de Saude
Publica, devida a possibilidade de acesso a produtos
sem as adequadas condic¢des de uso. A preocupacio
com a qualidade ¢ principalmente devida ao po-
tencial de contaminag¢ao microbiana devido a sua
origem natural (BUGNO et al., 2005).

As drogas vegetais, normalmente, apresen-
tam elevada carga microbiana, quer seja saprofita
ou patogénica. Os microrganismos contaminantes,
normalmente, sdo provenientes do solo, da 4gua e do
ar. A contaminacao secundaria pode ainda ocorrer
devido as praticas de agricultura inadequada, ao
armazenamento e ao processamento (SANTOMI et
al., 2005). A contaminagao por bactérias e fungos,
além de apresentar risco a saide dos usuarios, pode
levar a destruicdo e/ou alteragao dos principios ati-
vos ou ocasionar a produ¢do de substancias toxicas,
como as aflatoxinas e micotoxinas produzidas por
varias espécies de fungos (OLIVEIRA et al.,1991).

Estudos sobre a qualidade microbiologica
de plantas medicinais mostraram carga microbia-
na com resultado diverso. Furlaneto et al. (2003)
analisaram amostras de drogas vegetais comercia-
lizadas livremente nas ruas da cidade de Londri-
na - PR, e observaram cargas de microrganismos
aerobios mesofilos viaveis variando de 1,0x103
a 1,0x107 UFC/g. Os autores concluiram que as
drogas vegetais testadas estavam em condigdes de
qualidade sanitaria precérias para o consumo, indi-
cando condi¢des insatisfatorias de armazenamento
e comercializag¢do. Zaroni et al. (2004) analisaram
72 amostras de plantas medicinais, enviadas por
produtores do Estado do Parand. Os resultados das

analises microbioldgicas mostraram que 79% nao
atendiam os parametros estabelecidos pela OMS,
tanto para utiliza¢ao da planta medicinal na forma
de ché ou para uso interno. Bugno et al. (2005)
avaliando a contaminag¢do microbiana presente
em drogas vegetais, na cidade de Sao Paulo - SP,
observaram percentuais de alteracdes em 93,2%
das plantas analisadas e sugerem a necessidade de
medidas educacionais que garantam a qualidade
destes produtos.

Na determinagao da qualidade microbiologica
de chas de Cymbopogon citratus (capim-limao),
Gomes et al. (2008) detectaram a presenca de
coliformes a 35°C em 50% das amostras analisa-
das, em trés amostras foi observado a presenca de
coliformes a 45°C, com presenga de Escherichia
coli em uma amostra. Apos o preparo dos infusos
a carga microbiana foi negativa.

Chimin et al (2008) avaliando a qualidade
de amostras comerciais de Maytenus ilicifolia
(espinheira-santa), comercializadas no Estado do
Parana, observaram carga bacteriana dentro dos
limites estabelecidos para plantas que passarao por
tratamento que pode reduzir o numero de micror-
ganismos como o uso de agua fervente, indicando,
dessa forma, que as amostras nao apresentavam pro-
blemas de contaminag¢dao microbiana que pudesse
inviabilizar o seu uso como medicamento.

Assim, avaliagdes da qualidade sanitaria de
plantas medicinais constituem uma importante etapa
no que se refere ao aspecto de seguranca, principal-
mente pelo fato de serem utilizadas geralmente por
idosos, criangas e pessoas debilitadas (SATOMI et
al., 2005). Com base no exposto acima, o objetivo
do presente estudo foi avaliar a qualidade micro-
bioldgica de plantas medicinais rasteiras, cultivadas
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em hortas domésticas; determinar a carga micro-
biana presente nas plantas medicinais, antes de se
preparar o infuso ou cha, através da determinacao
de bactérias aerobias mesofilas, coliformes fecais
e coliformes 45°C; determinar a carga de bactérias
aerdbias mesofilas apos o preparo do infuso ou cha
e comparar com a carga antes do preparo.

Material e Métodos

Coleta e preparo das amostras

Esse trabalho foi realizado com 22 amostras
de plantas medicinais, utilizadas para preparagao de
infusos e chas destinados ao uso por via oral. Foi
solicitado para que os participantes da pesquisa for-
necessem em um saco plastico estéril duas amostras
da mesma planta de suas hortas domésticas e as pre-
parasse como se fossem utilizadas para se fazer uma
dose de ché ou infuso. As amostras fornecidas foram
acondicionadas em caixa de isopor contendo gelo
reciclavel e encaminhadas imediatamente ao labo-
ratorio de microbiologia da Universidade Estadual
de Ponta Grossa (UEPG) onde foram processadas.

O material analisado foi constituido por dro-
gas “in natura” e pelos infusos preparados a partir
das mesmas. O estudo abrangeu as espécies vegetais
denominadas de Salvia officinalis L. (salvinha),
Mentha spp.(horteld), Mentha pulegium L. (poejo —
que € uma espécie de horteld), Artemisia absinthium
L. (losna), Melissa officinalis L. (cidr6), Phyllanthus
niruri L. (quebra-pedra) e Euphorbia prostata Ait.
(quebra-pedra rasteira). No laboratorio as duas
amostras foram transferidas assepticamente para
diferentes sacos plasticos, previamente tarados, com
fechamento hermético. As amostras foram pesadas
e em seguida, adicionou-se em um saco plastico 100
mL de diluente (dgua destilada estéril). Esses sacos
plésticos foram agitados manualmente, cerca de 50
vezes, por aproximadamente dois minutos, sendo
as amostras massageadas com as maos, por fora
dos sacos, tomando-se os devidos cuidados para
que as protuberancias ou pontas nao furassem a
embalagem plastica. Essa técnica conhecida como
de lavagem superficial ou enxagiiadura foi utilizada
para obtengdo dos microrganismos presentes nas
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plantas medicinais e foi adaptada da analise de ali-
mentos (SILVA et al., 2007). No outro saco pléstico
adicionou-se 100 mL de dgua fervente, deixou-se
agir por 10 minutos. Esse procedimento simulou o
preparo do infuso ou cha.

Os caldos obtidos foram transferidos para um
frasco erlenmeyer esterilizado. Esses caldos, cha-
mado de caldo de lavagem ou caldo de enxagiiadura
e o infuso ou ché foram utilizados para as analises
microbioldgicas posteriores e foram considerados
como sendo diluidos 1/10 (10") e na seqiiéncia
foram diluidos a 10 ¢ 10, Estabeleceu-se que os
dois grupos de amostras fossem denominados de
sem e com tratamento térmico.

Procedimentos microbioldgicos

Para a determinacdo de microrganismos
mesofilos aerdbios o meio de cultura utilizado foi
o Tryptone Soya Agar (TSA), e a técnica utilizada
foi a de semeadura em profundidade (SILVA et al.,
2007).

As amostras foram analisadas pipetando-se
aliquotas de 1,0 mL das dilui¢des 10,10 ¢ 10
para placas de Petri esterilizadas. Em seguida fo-
ram vertidos assepticamente 19 mL do meio TSA
previamente fundido e resfriado a 44 — 46 °C. As
placas foram homogeneizadas e incubadas inverti-
das em estufas a 35°C por 24 - 48 horas. Transcor-
rido o tempo de incubagdo contou-se as unidades
formadoras de colonias (UFC) com o auxilio de um
contador de colonias (Biomatic®). Foram conside-
radas para contagem preferencialmente as placas
que apresentaram numero entre 25 e 250 coldnias
e multiplicou-se o nimero de UFC pelo respectivo
fator de dilui¢do. Os resultados foram expressos
em UFC/g (Unidades Formadoras de Colonias/ 1,0
grama) considerando o peso inicial das amostras.

O numero mais provavel (NMP/g) de coli-
formes totais e coliformes termotolerantes (45°C)
foi determinado pela técnica dos tubos multiplos
em uma série de trés tubos e foi realizado o teste
presuntivo e o confirmatdrio (SILVA et al., 2007).
Para o teste presuntivo utilizou-se o Caldo Lauril
Sulfato Triptose (LST) acrescentado de parpura de
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bromocresol, na concentracdo de 0,001% e com
tubos de Duhran invertidos.

Para o teste confirmativo de coliformes totais
foi utilizado o Caldo Lactosado Verde Brilhante
(Bile 2%) e para o teste confirmativo de coliformes
45°C utilizou-se o Caldo Escherichia coli. A de-
terminacao de coliformes totais e coliformes 45°C
por grama (NMP/g) nas amostras foi feita através
de tabela apropriada as dilui¢des inoculadas (SILVA
et al., 2007).

Andlise estatistica com aplicagdo dos testes
ANOVA e Tukey (p< 0.05) foi realizada compa-
rando as contagens das UFC/g dos microrganismos
aerobios mesdfilos nas plantas estudadas, sem e
com tratamento térmico, utilizando o programa
GraphPad InStat®,

Resultados e discussao

Os valores obtidos nas contagens de mi-
crorganismos aerobios mesofilos em UFC/g estdo
representados na Tabela 1. A contagem desses
microrganismos nas plantas medicinais analisadas,
sem tratamento térmico, mostrou contagens varian-
dode 6,3x10%*a2,32x10° UFC/g. A planta medicinal
losna apresentou a maior carga microbiana, seguida
das de horteld. Entretanto nem todas as amostras
de hortela apresentaram carga microbiana elevada,

Tabela 1 - Resultados obtidos na determinacdo dos microrganismos
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inclusive uma das amostras foi a que apresentou a
menor contaminagdo bacteriana.

A contagem total de aerdbios mesofilos em
placas ¢ utilizada como indicador geral de popu-
lagdes bacterianas. O método nao diferencia os
tipos de bactérias, sendo utilizado para se obter
informagdes gerais sobre a qualidade de produtos,
porque populacdes altas de bactérias podem indicar
deficiéncia ou baixa condi¢do higiénico-sanitaria
(SILVA et al., 2007).

Segundo Gomes et al. (2008) as drogas
vegetais sdo também passiveis de contaminacao
microbiana, exigindo cuidados especiais durante a
sua manipulagdo. Os cuidados vao desde o plantio,
passa pela comercializacdo e vao até a sua utili-
zagao como infuso ou cha. Quando as condigdes
higiénico-sanitarias ndo sdo adequadas, gera-se um
produto de ma qualidade, que podera veicular varios
microrganismos patogénicos. Dentre os principais
microrganismos potencialmente patogénicos encon-
trados em vegetais estdo os associados a contami-
nacdo fecal. Dessa forma ¢ importante a pesquisa
dessas bactérias em plantas medicinais utilizadas
para o preparo de infusos ou chas.

A determinagao de coliformes totais, realiza-
da pelo método do Numero Mais Provéavel (NMP)
detectou a presenga em 72,7% das amostras. A
contagem variou de <3,0 a 1,25x10° NMP/g, com
contagem média de 1,44x10° NMP/g + 3,68x10
NMP/g. As maiores cargas
de coliformes totais foram

SEM TRATAMENTO COM TRATAMENTO  Observadas nas amostras de
TERMICO TERMICO hortela, e as menores conta-
AMOSTRAS Aerébias Coliformes Coliformes Aerobias gens foram observadas nas
Mesofilas Totais 450C Mesoéfilas amostras de Salvinha’ losna
UFClg NMP/g NMP/g UFClg Ca
e cidro.
Salvia officinalis L.N(salvinha) 2,03x10° <3,0 <3,0 2,89 x10? Segundo Silva et al.
Mentha spp.(horteld) 6,29x10? 5,1x10! 4,3 x10! 4,90 x10? 2007 d lif
Mentha pulegium L. (poejo) 8,08x102  2,85x10' <30 9,1x10! ( ) 0 grupo dos colrior-
Mentha spp.(horteld) 2,94x10*  1,19x10? <3,0 2,5x102 mes totais ¢ um subgrupo da
Mentha spp.(hortelé) 2,18X105 2,36X10l < 3,0 3,4X10l famﬂla Enl‘erobacl‘eriaceae'
Artemisia absinthium L. (losna) 2,32x10° <3,0 <3,0 0,0 N ~
’ ’ ’ ’ €sse grupo estao presentes
Melissa officinalis L. (cidro) 3,87x10* <3,0 <3,0 0,0 grup L. p
Phyllanthus niruri L. (quebra-pedra) | 3,33x10°  1,71x10°  1,71x10° 5,33x10° as enterobactérias capazes
Mentha spp.(hortels) 4.88x10° 5,41 x10! <30 2,1x10° de fermentar a lactose com
Mentha spp.(horteld) 6,42x10° 1,25 x10° <3,0 2,5x10° produgﬁo de géS, em 24/48
Euphorbia prostata Ait. 281x10°  1,0x10° 1,0x10? 2,5 x10? horas a 35°C. Cerca de 20
(quebra-pedra rasteira) -
PARAMETRO <10°UFClg espécies representam o gru-
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po, dentre as quais sdo encontradas tanto bactérias
origindrias do trato gastrintestinal de humanos
como de outros animais de sangue quente como
também bactérias ndo entéricas como espécies de
Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella ¢ Serratia,
dentre outras.

A determinagao de coliformes 45°C detectou
a presenca em 27,3% das amostras analisadas.
A contagem variou de <3,0 a 1,71 x 10> NMP/g,
com média de 2,5x10' £+ 3,68x10> NMP/g. Nesse
grupo as amostras de quebra-pedra apresentaram
as maiores cargas. O grupo dos coliformes a 45°C,
anteriormente chamados de coliformes fecais, €
um subgrupo dos coliformes totais, restrito aos
membros capazes de fermentar a lactose em 24
horas a 44,5-45,5°C, com produgdo de gas. Essa
defini¢do objetivou, em principio, selecionar apenas
enterobactérias originarios do trato gastrintestinal
(Escherichia coli), porém, atualmente sabe-se que
o grupo inclui membros de origem nao fecal como:
varias cepas Klebsiella pneumoniae, Pantoea agglo-
merans, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
cloacae e Citrobacter freundii (SILVA et al., 2007).

A analise estatistica foi realizada comparando
as contagens de UFC/g dos microrganismos aerd-
bios mesofilos, sem ¢ com o tratamento térmico.
Para a analise estatistica os valores de NMP/g fo-
ram convertidos em Log e utilizou-se o programa
GraphPad InStat®. A carga microbiana presente no
caldo sem o tratamento térmico apresentou média de
4,9x10* £ 8,8x10* UFC/g ¢ foi significativamente
maior (p <0.0001) que a observada na mesma planta
apos o preparo do infuso (com o tratamento térmico)
com média de 6,13x10% + 8,55x10 UFC/g.

Com base na Legislacdo vigente podemos
observar que em 82% das plantas medicinais anali-
sadas, antes do tratamento térmico apresentam con-
taminacdo microbiana superior a estabelecida pela
Resolugdo RDC n° 48. O tratamento térmico para
o preparo dos infusos ou chds reduziu significati-
vamente (p< 0.0001) esta contaminacao, entretanto
em 18% das plantas estudadas o tratamento térmico
nao foi satisfatdrio e a contagem de microrganismos
aerdbios mesofilos foi superior a 10° UFC/g (Tabe-
la 1), entretanto essas amostras ndo apresentaram
coliformes a 45°C.
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Araujo e Ohara (2000) avaliaram a qualidade
microbioldgica de drogas vegetais comercializadas
em feira de Sdo Paulo e também, foram realizados
testes para a avaliagdo da qualidade dos infusos
preparados a partir dessas drogas. Nas drogas ve-
getais, foram determinadas cargas de microrganis-
mos aerobios mesofilos vidveis totais variando de
5,0x10? a 2,6x10* UFC/g. Essa carga microbiana
foi superior a que observamos em nosso estudo
(Tabela 1). A preparacdo dos infusos resultou em
diminui¢do expressiva do nimero de contaminan-
tes aerobios mesofilos, mas ndo na sua eliminagao
total, resultado semelhante ao que observamos em
nosso estudo. O estudo sugere que, apesar da baixa
qualidade sanitaria das drogas vegetais, com a adi-
¢ao de 4gua em ebuli¢do podem ser obtidos infusos
relativamente seguros.

Tradicionalmente os infusos e chés de plantas
medicinais tém sido bastante utilizados como alter-
nativa terapéutica das populacdes de baixa renda,
porém nos Ultimos anos, o uso destas substancias
tem apresentado significativo aumento. Entre as
varias razdes que propiciaram o interesse da popu-
lacdo pelas plantas medicinais podemos destacar
a preferéncia dos consumidores por terapias natu-
rais; preocupag¢do em relagdo aos efeitos colaterais
freqiientemente observados com os medicamentos
sintéticos e a crenga muita vez erronea de que os
medicamentos fitoterdpicos ndo possuem efeitos
adversos. Além disso, os menores custos das dro-
gas vegetais; e a existéncia de estudos cientificos
para alguns fitoterapicos comprovando sua eficicia
clinica sdo também relatados como fatores que vem
aumentado a utilizagdo de drogas vegetais.

Conclusao

Esse estudo mostrou contaminac¢do por mi-
crorganismos em plantas medicinais fornecidas
pelos seus usudrios e cultivadas em suas hortas
domésticas. O tratamento térmico simulando o pre-
paro de um infuso ou ché reduziu significativamente
essa contaminagao, mas nao a sua eliminagao total.
Muitos dos consumidores de infusos e chas cultivam
as plantas medicinais em suas hortas domiciliares
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e muita vez esse cultivo e a manipulag¢do na hora
do preparo do cha ¢ realizada em baixa condicao
higiénico-sanitdria o que pode acarretar risco a
saude. Esses dados mostram e reforgam a necessi-
dade de uma educacao e orientagao continuada no
uso de plantas medicinais para que a contaminagao
microbiana possa ser reduzida e ndo apresentar
risco a saude.
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