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RESUMO

A utilizacéo de plantas medicinais em seus derivados como chas, visando prevenc¢éo
ou tratamento de enfermidades, é uma das praticas mais antigas da sociedade, que
cresce nos dias atuais pela busca de tratamentos alternativos ou mesmo pela crenca
ancestral. Medicamentos fitoterapicos constituem uma grande cadeia produtiva,
desde sua producdo até a sua comercializacdo junto ao consumidor, e neste
processo produtivo, que envolve inumeras fases, a qualidade do produto é suma
importancia quando se trata de material de consumo. Visando determinar a
gualidade microbiolégica dessas plantas medicinais, as amostras foram levadas ao
laboratorio para analises de verificacdo de incidéncia de fungos e posterior
identificacdo dos mesmos. Foram analisados seis diferentes espécies de chas, de
marcas variadas, onde o total de 59,1% dos fragmentos avaliados, apresentaram

desenvolvimento de estruturas fungicas, deste valor, 75,4% foram do género
Rhizopus sp., 22,5 % Aspergillus sp e 2,1% representando Penicillium sp.

Palavras chaves: chas, fitoterapicos, Aspergillus sp, Penicillium sp, Rhizopus sp.,
micotoxicose.



ABSTRACT

The use of medicinal plants in their derivatives as teas, aiming at the prevention or
treatment of illnesses, is one of the oldest practices in society, which grows
nowadays by the search for alternative treatments or even by ancestral belief. Herbal
medicines constitute a large productive chain, from their production to their sale to
the consumer, andin this production process, which involves numerous phases, the
quality of the product is of paramountimportance when it comes to consumables. In
order to determine the microbiological quality of these medicinal plants, the samples
were taken to the laboratory for analysis to verify the incidence of fungi and their
subsequent identification. Six different types of teas, of different brands, were
analyzed, where the total of 59.1% of the fragments evaluated showed the
development of fungal structures, of this value, 75.4% were of the genus Rhizopus
sp., 22.5% Aspergillus sp and 2.1% representing Penicillium sp.

Key words: teas, herbal medicines, Aspergillus sp, Penicillium sp, Rhizopus sp.,
Mycotoxicosis.
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1 INTRODUCAO

E dos tempos mais longinquos da sociedade, que chéas dentre outros
derivados de plantas medicinais, sédo utilizados em tratamentos de enfermidades
pelos seres humanos, e na atualidade, grande parte da populacdo de inumeros
paises em desenvolvimento, utiliza esse tratamento como base no enfrentamento de
doencas (CARVALHO et al., 2009).

O cha tem seu consumo reconhecido mundialmente, cada pais com suas
tradicionalidades oriundas de sua cultura, sendo consumido como bebida de carater
benéfico a saude. Majoritariamente, seu preparo é realizado na forma de infusdo de
partes de plantas adicionando agua quente, onde cada variedade conforme o
processo utilizado, define seu sabor e aroma, podendo ser com ou sem
fermentacédo, tostado ou ndo, ainda podendo haver adicdo de aroma e especiarias
(INMETRO, 2009).

Este consumo de plantas medicinais cresce constantemente, devido a fatores
como o aumento do custo de medica¢des industrializados, os efeitos colaterais que
0S mesmos podem causar, bem como pelo senso comum ou modismo (FALKOWSKI
et al., 2009). Outra indicacdo desse aumento pode se dar pela ndo necessidade de
prescricdo médica.

Produtos originarios de infusdes representam cerca de 40% do mercado de
bebidas nado alcodlicas do mercado mundial, por outro lado, a nivel de mercado
nacional, o consumo apresenta numeros bem abaixo dos paises mais
desenvolvidos, onde o consumo médio fica em torno de 0,3 litros por pessoa ao ano
(CARNEIRO; VALENTINI, 2018).

Grande parte dos produtores, ndo atendem as especificagdes e cuidados nas
etapas do processo de producdo da matéria-prima ou do produto final de qualidade,
além de nao ter um acompanhamento técnico profissional da area (ZARONI et al.,
2004).

Segundo Garbin etal. (2013), € de suma importancia ressaltar a possibilidade
de conter nas drogas vegetais, a presenca de fungos e bactérias originarios do solo,
presentes na microfauna da planta, ou nos processos mal realizados de colheita,
envaze e armazenamento, onde pode ocorrer a intensificacdo do desenvolvimento

destes microrganismos.
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Ressalta-se que plantas medicinais e seus derivados sdo capazes de
promover efeitos colaterais semelhantes aos proporcionados por medicamentos
sintéticos industrializados, com isso vem a tona, a preocupacdo com 0 consumo
indiscriminado destes produtos, muito pela crenca popular de que seus efeitos, séo
totalmente benéficos, sem risco a saude. Mas, estudos toxicol6gicos mostram que a
casos de intoxicacdo pelo uso de plantas medicinais, casos estes, agravados em
idosos, gestantes, criancas, portadores de doencas crénicas que fazem o uso das
mesmas, paralelamente a outras medicacodes, interacdes medicamentosas podem
causar maior potencial toxico (BRAGHINI et al., 2015).

Estudos e pesquisas a nivel de Brasil, em relacdo ao uso néo prejudicial a
saude de plantas medicinais e fitoterapicos, ainda estdo em estagios iniciais, bem
como o controle da comercializacdo pelos 6rgaos oficiais responsaveis, mercados
publicos e lojas de produtos naturais (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Diante deste cenario, estima-se que haum grande potencial de contaminacao
microbioldgica destes produtos, consequentemente intoxicacdes pelos agentes, o
que pode representar elevado risco a saude publica em vista da seguranca alimentar
(GOMES et al., 2008).

Por se tratar de material de consumo humano e de se haver a possibilidade
iminente de presenca fungica devido aos diferentes processos na conducédo, desde
a matéria prima até o produto final, sdo necessarios estudos através métodos que
possam quantificar possiveis patdégenos, assim permitindo a obtencdo da melhor
qualidade dos componentes dos chas.

Com isso, a presente pesquisa teve como objetivo analisar se no contetdo de
chas comerciais, ha a ocorréncia de contaminacdo microbiolégica. Este assunto,
condiz com a realidade de que estes produtos sao disponibilizados e
comercializados entre a populacdo sem prescricdo médica, e, por essa condicao,

devem atender aos pressupostos de qualidade e seguranca dos consumidores.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Verificar se h& ocorréncia de microrganismos potencialmente patogénicos em

chas comercializados no municipio de Cerro Largo/RS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a incidéncia de contaminacdo fuangica, através da presenca de
mofos e bolores do contetdo das embalagens;

¢ Identificar os géneros fungicos presentes nas amostras.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

Este capitulo apresenta uma contextualizacdo em forma de revisdo
bibliografica, sobre o assunto do uso de plantas medicinais através de chas,
conceitos e defini¢cdes, normativas e regulamentacao referente a formas de preparo
e consumo, boas praticas e qualidade de produtos fitoterapicos derivados de
material vegetal. Apds, uma abordagem sobre possiveis microrganismos
potencialmente patogénicos contaminantes do material devido a situacbes de
manipulacéo relacionadas ao mesmo. E por fim, principais géneros de patdgenos
microbiol6gicos e sua capacidade toxicogénicas, suas complicacbes a saude
humana, e alguns parametros adotados para a regulamentacdo destes produtos

guanto a qualidade microbioldgica.

3.1 FITOTERAPIA

A fitoterapia refere-se ao estudo de plantas medicinais, suas propriedades e
as diferentes formas de apresentacdo farmacéutica, sua aplicacéo no tratamento de
enfermidades. Oriundo da escrita grega o termo fitoterapia, onde “phyton” condiz
com vegetal e “terapia” tratamento, é o estudo que abrange e incentiva o
desenvolvimento social e comunitario no que diz respeito a prevencédo e cuidados
com a saude, sendo uma escolha “mais natural” de tratamento (SILVA, 2016).

O uso de plantas medicinais como alimento ou medicina alternativa vem
desde os primérdios da civilizacdo até os farmacos atuais, devido a algumas plantas
possuirem componentes fitoterapicos, capazes de auxiliar no tratamento ou
prevencdo de doencas, 0s principios ativos, que sdo constituintes de substancias
existentes na planta (SANTOS et al., 2018). Uma planta medicinal é caracterizada
como uma espécie vegetal, cultivada ou néo, utilizada com propésito terapéutico,
onde a mesma pode ser fresca ou submetida a secagem originando uma droga
vegetal (BADKE et al., 2019). De acordo com BRASIL (2010), droga vegetal é
entendida como [..] plantas medicinais ou suas partes, que contenham as
substancias, ou classes de substancias, responsaveis pela agéo terapéutica, apos
processos de coleta ou colheita, estabilizacdo e secagem, integras, rasuradas,

trituradas ou pulverizadas|...]”, bem como sdo produtos de venda sem prescrigao
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médica direcionadas ao consumidos final, e sua eficacia fica a cargo do uso
tradicional e revisdo de estudos literarios.

Um medicamento fitoterapico é obtido exclusivamente de matérias-primas
vegetais, sendo caracterizado pelo conhecimento e potencial eficacia e riscos em
suaingestao, bem como sua qualidade. A seguranca e eficacia destes produtos, sdo
propostos por meio de levantamentos etnofarmacologicos de utilizagéo,
documentacdes tecnocientificas em publicacfes e ensaios clinicos laboratoriais, nao
se enquadrando como medicamento fitoterapico aquele que possua em sua
composicdo substancias ativas isoladas de qualquer origem, nem associacdo das
mesmas com extratos vegetais (BISPO, 2006).

Segundo Flor; Barbosa (2015), uma planta medicinal possui, em seu material
vegetal, principios bioativos com suas propriedades profilaticas ou terapéuticas, seu
uso é regulamentado pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA,
departamento que pertence a o Ministério da Saude, que através de resolucdes,
coordenam o uso das chamadas drogas vegetais, regulamenta o uso de partes da
das plantas medicinais: raizes, cascas, folhas, ou flores, como opc¢ao terapéutica no
Sistema Unico de Satde.

A adocédo de dietas que contenham plantas medicinais vem da busca pelo
consumo de alimentos saudaveis, tanto na forma in natura ou com o minimo de
processos envolvidos, desencadeando nas empresas potencial investimento na
disponibilizagdo das mesmas em forma de chés prontos (VULCANO et al.,2008). Por
possuir um relativo baixo custo e facilidade na obtencao pela sociedade, as plantas
medicinais vem sendo cada vez mais uma opc¢ao de recurso terapéutico em todo o
Brasil (VIEIRA et al., 2017). Conforme a Organizacdo Mundial da Saude, cerca de
80% da populacdo mundial recorre ao uso de plantas medicinais e seus derivados,
como assisténcia terapéutica primaria no tratamento de enfermidades (FLOR,;
BARBOSA, 2015).

Deve-se ressaltar que uma planta medicinal ou um fitoterapico, ndo possui
somente efeitos instantaneos relacionados a sua ingestdo, mas principalmente, frisar
a possibilidade de desenvolvimento de efeitos que se instalam a longo prazo no
organismo, geralmente de forma assintomatica, como o0s carcinogénicos,
hepatotéxicos e nefrotoxicos, como exemplo de casos de uso do confrei
(Symphytum officinale L) (BISPO, 2006).
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Assim, no Brasil o consumo de plantas medicinais em formas de chas é
relevante, uma vez que a preocupacdo com a qualidade de vida acaba motivando a
populacéo a recorrer a produtos naturais. Com isso, a garantia de qualidade no setor
de producdo comercializacdo de chés é de grande importancia. Existem resolucdes
sobre uso, diretrizes com enfoque alimenticio e outros aspectos medicinais referente
ao uso desses produtos (SANTOS et al., 2018).

3.2 POLITICAS REGULAMENTADORAS

O acesso seguro das plantas medicinais e fitoterapicos € assistido pelo
Decreto n° 5.813 de 2006, que aprova a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, que busca garantir o melhor desenvolvimento da cadeia produtiva e
industrial, bem como qualidade e eficacia quanto as atribui¢des considerando o
conhecimento tradicional sobre plantas medicinais, e ainda, promover pesquisas e
estudos para desenvolvimento de tecnologias e inovagbes em plantas medicinais e
fitoterapicos nas diversas fases produtivas (BRASIL, 2006). Esse Decreto se tornou
decisivo para a introducéo do uso de plantas medicinais e fitoterapicos, na atencéo
primaria de satde no Sistema Unico de Satde — SUS (SILVA, 2016).

Segundo Rochaetal. (2005), é notavel o aumento da demanda pelo consumo
de plantas medicinais, com isso, o crescimento de industrias vem do beneficiamento
e comercializacdo dessas plantas, tanto partes in natura, maceradas, como
dessecadas disponibilizadas em “sachés” prontos para o uso somente com a adi¢ao
de 4guafervente, resultando no cha.

Através da Portaria n® 519 de 26 junho 1998, a Secretaria de Vigilancia
Sanitaria, aprova e regulamenta os padrfes técnicos para a fixacdo de identidade e
qualidade de chés, e também cita espécies de planas destinadas ao preparo pelos

processos de infusdes e decocgdes, onde confere a definicdo de cha como sendo

“produtos constituidos de partes vegetais, inteiras, fragmentadas ou moidas,
obtidas por processos tecnolégicos adequados a cada espécie, utilizados
exclusivamente na preparacdo de bebidas alimenticias por infusdo ou
decoccdo em 4gua potavel, ndo podendo ter finalidades farmacoterapéuticas”
(Brasil, 1998).



16

onde chas sdo reconhecidos como produto de género alimenticio e ndo somente
fitoterapico.

Ja a resolucdo RDC n° 277 de 22 setembro de 2005, da Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), traz a defini¢cdo de cha como sendo:

“produto constituido de uma ou mais partes de espécie(s) vegetal(s) inteira(s),
fragmentada(s) ou moida(s), com ou sem fermentacdo, tostada(s) ou nao,
constantes de Regulamento Técnico para o Preparo de Chas. O produto pode
ser adicionado de aroma e ou especiaria para conferir aroma e sabor”
(BRASIL, 2005).

3.3 MATERIA-PRIMA E QUALIDADE DO PRODUTO

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) retratam que 65 a 80% da
populacdo mundial, principalmente paises em pleno desenvolvimento, apostam na
eficiéncia de produtos oriundos de plantas medicinais no tratamento de doencas,
porém, mas ndo levam em consideracdo a qualidade microbiolégica dos mesmos
(FREITAS; RESENDE, 2012).

Sabemos que o produto final é resultante de fatores precedentes de todo o
processo de producao, assim, a fonte da matéria-prima bem como sua qualidade
desempenham papel fundamental para assegurar qualidade final e estabilidade dos
preparos a base de plantas. Trabalhar com plantas frescas, temperatura, exposicéo
a luz, métodos de recolha, secagem, embalagem, idade e parte recolhida da planta,
etc. afetam diretamente a qualidade e valor terapéutico do produto por serem
possiveis portas de entrada para possiveis contaminacdes por microrganismos
patogénicos. Além disso, fatores ambientais no periodo de cultivo, como atmosfera,
solo, poluicdo de aguas utilizadas na irrigacdo, e pos cultivo, umidade relativa do ar
na secagem e estocagem, devem ser considerados no controle de qualidade quanto
a contaminacao microbiolégica de produtos naturais. (CINTRA; FACIOLLI, 2014).

Mesmo com tecnolégicos processos industriais que envolvem a producao dos
chas, outros fatores podem implicar na contaminacao microbiol6gica do produto até
chegar ao consumidor final. Problemas na producdo da matéria-prima, colheita,
armazenamento, beneficiamento, transporte e até mesmo durante a comercializacéo
podem permitir a contaminacdo por agentes microbiolégicos degradantes a

qualidade do produto, bem como nocivos a saude humana (ROCHA et al. 2005).
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Processos de pré-producéo, bem como de acondicionamento e armazenamento do
material vegetal que sera direcionado a producdo dos chas, realizados de forma
inadequada, juntamente com fungos e bactérias pré-existentes associados a
presenca de umidade, acarretam em maior proliferacdo dos microrganismos
(FIRMINO, 2011).

Ressalta-se também, que a quantidade excessiva de agua em drogas
vegetais, auxilia no desenvolvimento indesejado de microrganismos, insetos e
hidrélise, e com isso, a deterioracdo de seus constituintes. A secagem do material
vegetal logo apds a colheita € um trato essencial para se evitar depreciacoes,
indicando-se que a secagem seja conduzida de forma gradual, até que sejam
alcancados os teores ideais para um armazenamento seguro, ou seja, algo em torno
8 a 14% (GARBIN et al., 2013).

A importdncia da necessidade de acompanhamento e orientagédo
especializada na area quanto ao cultivo e manipulacdo correto das plantas
medicinais, além de ser a complementacdo do conhecimento popular junto ao
cientifico, € fundamental para a seguranca e eficacia dos produtos (FLOR,;
BARBOSA, 2015).

Segundo Santos et al. (2018), a comercializacdo de plantas medicinais
perante a populacéo, é feita na forma seca e fragmentada, majoritariamente sem
controle de qualidade, o que foge do padrédo de qualidade imposto pela ANVISA, o
que, por sua vez, nao assegura as propriedades terapéuticas, podendo ainda conter

contaminacdo com terra, areia, pedras, partes de outras plantas, insetos bem como
fungos.

3.4 CONSUMO E IMPLICACOES

O preparo dos chéas varia conforme a estrutura do material vegetal a ser
utilizada. Para partes com componentes mais volateis como folhas, indica-se o
método de infusdo, onde aroma e degradacdo de principios ativos acontecem
através do contato com agua (vertendo-a) sobre material, apds ser aquecida por um
periodo prolongado. Para estruturas mais lenhosas, como cascas e raizes, se utiliza
o0 método de decoccdo, onde as estruturas sdo fervidas juntamente com a agua
(CARNEIRO; VALENTINI, 2018).
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Segundo Hellmann; Velasquez (2017), a técnica de decoccéo para preparo de
chéas, além de extrair os principios ativos, pode diminuir a carga microbiana através
do contato dos 6rgdos da planta com agua em ebulicdo, diminuindo o potencial
microbiano presente nas estruturas ressaltando que, em condi¢des de elevada carga
de contaminacao, a técnica ndo é totalmente eficaz.

Dentre os microrganismos fitopatogénicos que se desenvolvem em estruturas
vegetais com maior frequéncia, estdo a Salmonella sp. e Escherichia coli, ambas
bactérias associadas a contaminacao fecal (GOMES et al. 2008). A Salmonelose
enfermidade causada bactéria Salmonella sp., comumente é transmitida para o
homem através do consumo de alimento de origem animal. Porém muitos surtos da
enfermidade foram associados a alimentos de origem vegetal, pelo uso de esterco
de aves como forma de adubacdo, condizendo a falta de boas praticas de
manipulagdo e higiene (VIEIRA et al, 2017). Sintomas caracteristicos
correspondentes a Salmonelose incluem, vomito, dores abdominais, febre e diarreia,
gue geralmente duram alguns dias

Sobre bactérias do género Escherichia coli, onde as cepas de desta bactéria,
sdo organismos anaerdbios facultativos mesofilos, com um pH préximo do neutro

gue otimiza seu crescimento, Freitas e Resende (2012, p.51), destaca que

Ha quatro grupos de cepas de E. coli comprovadamente patogénicas para o
homem; E. coli enteropatogénica (EPEC) agente causador da diarreia infantil
e do recém-nascido, E. coli enterotoxigénica (ETEC), agente causador da
diarreia aquosa semelhante a célera, E. coli enteroinvasora (EIEC),
responsavel pela diarreia causando necrose no tecido epitelial do célon e
diarreia sanguinolenta e a E. coli enterohemorragica (EHEC) ou produtora da

verotoxinaresponsavel pela colite hemorragica.

Ainda segundo, Freitas; Resende (2012), outro género estimulante de surtos
de intoxicacdo alimentar é o Staphylococcus aureus, bactérias meséfilas com
temperatura de crescimento em torno de 7 a 47,8 °C, esses surtos sao provocados
por alimentos contaminados que se mantém expostos a mesma temperatura de
crescimento do microrganismo, que possui periodo de incubacéo variando entre 30
minutos a 8 horas apds a ingestdo do produto contaminado. Este microrganismo

contém toxinas resistentes a tratamento térmico de alto impacto, como a
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esterilizacdo de alimentos de baixa acidez, e tem como portas de entrada para
contaminacéo as fossas nasais e contanto com as maos (MARTINS etal. 2019).

Outro problema, sdo as condicfes climaticas tipicas de paises tropicais e
subtropicais, condi¢cdes que favorecem o crescimento de fungos, posi¢cado onde se
enquadra o Brasil, que possui 6timas condi¢cdes ambientais para a producdo de
alimentos de origem agricolas e consequentemente, também, fungos que podem ser
dispersos pelo ar atmosférico, onde, entdo, as condi¢des climaticas e agricolas e
praticas de armazenamento podem potencializar o desenvolvimento de fungos
micotoxigénicos (CINTRA; FACIOLLI, 2014)

A ocorréncia de mofos ou bolores em produtos secos armazenados, como 0s
chas, é frequente, muito pela sua caracteristica higroscépica, que potencializa o
desenvolvimento destes microrganismos, quando o material apresenta teores de
umidade elevado e encontra-se em ambiente mal arejado. Muitos destes fungos
além da deterioracao dos principios ativos, que diminui a qualidade terapéutica do
produto, sdo causadores de doencas alergénicas e ainda responsaveis pela
liberacdo de micotoxinas potencialmente fitopatogénicas (GOMES et al., 2008).

3.5 MICOTOXIDADE E SEUS MECANISMOS

Metabdlitos secundarios produzidos por fungos filamentosos, conhecidas
como micotoxinas, estdo presentes no interior das estruturas dos fungos como
esporos e micélios, que quando liberados, causam intoxicaces em organismos
como de homens e animais (BORGES et al, 2002). O principal meio de exposi¢cao a
micotoxinas é via oral, diretamente do consumo de alimentos contaminados, ha
também, com bem me nos frequéncia, a contaminacao via dermatoldgica.

Mesmo com processo de preparo dos chas a partir de partes das plantas
medicinais, passando pelo processo de infusdo ou decoccao, estes alimentos
podem apresentar niveis consideraveis de micotoxinas, devido a sua capacidade
termoestavel. Com isso, a ingestdo de micotoxinas traz o risco de desenvolvimento
de efeitos toxicoldgicos, podendo variar entre efeitos intensamente téxicos,
mutagénicos, carcinogénicos, teratogénicos ou ainda imunossupressores, isto
oscilando conforme fatores, tipo e a dosagem da micotoxina, tempo e forma de

exposicao, suscetibilidade da espécie, e ainda ser afetado por condi¢cdes genéticas e
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fisiolégicas do hospedeiro, como, idade, sexo, estado nutricional e imunidade, além
de fatores ambientais (LIMA, 2010).

Borges et al. (2002), destaca a micotoxicose, intoxicacao cronica, derivada de
micotoxinas, a qual é passivel de desencadear no organismo de animais ou seres
humanos, danos no crescimento, alteracdo de funcBes do organismo e ainda
evolugdo para tumores, tendo como sintomas caracteristicos desse tipo de
intoxicacdo nausea e vOmito, também podendo causar ataxia e morte. A
micotoxicose pode ser classificada em primaria e secundaria, sendo a secundéria de
dificil identificacdo, diferindo-se da primaria pelos baixos niveis de toxinas nas
amostras e por apresentar quadro clinico especifico inferior ou ausente e ainda,
apresentar suscetibilidade maior a infec¢cdes devido a imunossupressao
desenvolvida pela prépria toxina (LIMA, 2010).

Ainda segundo Borges et al (2002), destacam-se trés grupos de micotoxinas
causadoras de micotoxicoses, as aflatoxinas, oriundas dos fungos do género
Aspergillus, as fusariotoxinas, produzidas por fungos do género Fusarium e
ocratoxinas, produzidas pelo género Aspergillus alutaceus e algumas espécies de
Penicillium, causadoras de micotoxicoses causadoras de danos a organismos.

Neste quadro de potenciais precursores de intoxicagcdes microbiologicas,
evidenciamos os fungos do género Aspergillus sp., estes, comumente presentes no
meio ambiente, sujeitos a serem inalados e causar casos de aspergilose, doenca
infecciosa oportunista, causadoras de problemas como lesdes na pele e outros
orgaos. Ocorrendo o desenvolvimento das hifas deste fungo, consequentemente ha
a possibilidade de invasdo de vasos sanguineos, acarretando em necroses
hemorragicas e dispersao para outros locais do corpo em pacientes suscetiveis,
como portadores trombocitopénicos e os com quadro e insuficiéncia respiratoria
(GOMES et al. 2008).

3.5.1 Aflatoxinas

As aflatoxinas oriundas do género Aspergillus sp., sdo apontadas como umas
das micotoxinas contaminantes com maior potencial téxico e carcinogénico na
industria alimenticia. Sua ingestdo pode apresentar efeitos hepatocarcinogénicos,

também causar acumulo de gordura neutra (acidos graxos) no figado e rins,
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aumento de triglicerideos, inflamacéo hepatorenal, necrose e proliferacdo do canal
biliar (LIMA, 2010).

Ainda, segundo Lima (2010), o grande potencial de toxicidade da aflatoxina,
principalmente a do tipo B1, vem em decorréncia de sua rapida absor¢éo do sistema
gastrointestinal, o que facilita a entrada na circulagdo sanguinea, utilizando a mesma

como a via de transporte, assim chegando ao figado e outros 6rgéos.

3.5.2 Ocratoxinas

Mais um grupo de toxinas potencialmente nocivas a saude humana, ficando
atras somente das aflatoxinas, as ocratoxinas sao produzidas pelo género
Aspergillus alutaceus e algumas espécies de Penicillium (BORGES et al, 2002). A
ocratoxina A, oriunda principalmente do género Penicillium, é a que possui maior
potencial toxico deste grupo, constitui cerca de seis compostos, onde apresenta
atividades nefrotoxicas, hepatotdxicas, imunotdxicas, teratogénicas, citotoxica e
possivelmente carcinogénicas além de genotoxicas, mas sua maior caracteristica se

trata da reducéo das funcgdes renais.

3.6 ANALISES

Conforme a resolugdo RDC n° 12 da ANVISA de 2001, a regulamentagao
sobre agentes microbiologicos em alimentos, referente a chas e produtos similares,
consumidos apGds processos térmicos de infusdo e decocgdo com ou sem adicdo de
demais ingredientes, apresenta limites de tolerancia para bactérias como Salmonella
sp. e coliformes, porém nédo abrange estudos ou limites sobre fungos (BRASIL,
2001).

Ja na resolucdo RDC n°10 da ANVISA de 2010, onde na Secéo lll, Art. 8°,
que abrange sobre a notificacdo e producdo de drogas vegetais, ressalta critérios a
serem seguidos por fabricantes de drogas vegetais, que passardo por algum
processo extrativo a quente, como preparo via infusédo e decoccéo, entre os critérios
estdo os resultados de testes de qualidade a serem apresentados no momento da
notificacdo. Quanto a contaminantes microbiologicos, adotam-se 0s seguintes

parametros para a notificacéo:
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e Bactérias aerébicas maximo de 10’ UFC por grama;

e Escherichia coli. maximo de 102 UFC por grama,;

e Fungos: maximo de 104 UFC por grama;

e Outras enterobactérias: maximo de 10* UFC por grama;

e Salmonella: auséncia.

Referente a fungos, ndo delimita parametros quanto a géneros/espécies,
somente limite ao total de UFC (Unidades Formadoras de Col6nias) (BRASIL, 2010).

No Brasil, ndo ha um limite estabelecido quanto a micotoxinas, entao
padroniza-se que sejam adotados os limites da Farmacopéia Européia (BRASIL,
2013).

A qualidade é resultante do controle, e nele estdo envolvidos o estudo e
pesquisa, onde o principal objetivo é analisar contamina¢des por microrganismos,
dentre os quais estao os fungos filamentosos (BUGNO et al., 2005).

O aprofundamento dos estudos referente a fungos deve ser conduzido,
envolvendo levantamentos qualitativos e quantitativos além da identificacdo dos
mesmos, se tornando uma ferramenta importante para a seguranc¢a alimentar dos
consumidores, umavez que presenca de microrganismos produtores de micotoxinas
€ nociva a saude humana. Ressaltando, que mesmo com o processo de infuséo ou
coccdo do produto, fungos com potencial micotoxigénico ainda podem persistir
(CARVALHO et al., 2009). Para a comprovacgéo de qualidade, seguranca e eficacia,
se tem a necessidade de analises mais complexas, porém ha falta de especificacbes

farmacopeicas o que contribui para uma baixa qualidade dos produtos (VEIGA et al.,
2005).

Mesmo apresentando a maior diversidade vegetal do planeta e cultura
baseada no uso de plantas medicinais, no Brasil, att 0 momento os esforcos séo

minimos para uma padronizacdo e estabelecimento da qualidade, eficacia e
seguranca dessa classe de produtos (CINTRA; FACIOLLI, 2014)

Devido a fatos como estes, ressaltasse a importancia de analises
microbiologicas que possam ser realizadas no material vegetal, permitindo assim a
obtencéo de indicadores quanto a presenca de patdgenos ou toxinas, além de ter

conhecimento das condic¢des de higiene do ambiente de producédo e processamento,
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bem como avali¢cdes dos produtos conforme os padrdes e especificacdes nacionais
e internacionais (SANTOS et al., 2018).
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL E METODOS

As analises ocorreram no Laboratério 2, da Universidade Federal da Fronteira
Sul, no campus Cerro Largo, Rio Grande do Sul. Foram analisados basicamente
dois parametros, presenca, ou seja, incidéncia de fungos em fragmentos do
conteiddo das embalagens dos chas, e identificacdo dos géneros flangicos

encontrados.

4.1.1 Amostras

As amostras de chéas foram obtidas junto a farmacias cadastradas junto a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Foram adquiridas seis espécies de material fitoterapico diferentes e de
marcas variadas (Tabela 1), todas amostras em material plastico a granel, com
producdo no ano de 2021 e validade comercial vigentes os chas, sendo obtidos em

triplicata por material afim de evitar lotes danificados.

Tabela 1 — Espécies de chas, respectivos nomes cientificos e marca adquirida.

Nome Popular Nome cientifico Marca A MarcaB Marca C Marca D
Endro Anethum graveolens X
Erva Doce Pimpinella anisum X
Funcho Foeniculum vulgare X
Hibisco Hibiscus rosa-sinensis X
Camomila Matricaria chamomilla X
Amora Branca Morus alba X

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A escolha das espécies vegetais de chas a serem analisadas teve como
critério o maior consumo e comercializacao entre a populacao local.
Para analise descritiva do experimento, cada espécie de material fitoterapico

representou um tratamento, totalizando seis tratamentos, e para cada tratamento foi
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realizada quatro repeticbes (Tabela 2), totalizando vinte e quatro unidades
experimentais.

Tabela 2 — Tratamentos e seus respectivos chas e repeti¢cdes:

Tratamento R1 R2 R3 R4

T1 — Endro Tirl T1r2 T1r3 T1rd
T2 — Erva doce T2r1 T2r2 T2r3 T2r4
T3 — Funcho T3rl T3r2 T3r3 T3r4
T4 — Hibisco T4rl T4r2 T4r3 T4r4
T5 — Camomila T5r1 T5r2 T5r3 T5r4
T6 — Amora B. T6rl T6r2 T6r3 T6r4

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

4.1.2 Preparo das amostras

A determinacado da presenca de microrganismos, especificamente fungos, foi
realizada através de um adaptado do método do papel filtro (Blotter test), realizando
a incubacéo das estruturas dos chas em caixas do tipo Gerbox, em um periodo em
camara de germinacéo tipo BOD (HENNING, 2015).

Primeiramente, para o preparo das amostras foram utilizadas caixas do tipo
Gerbox plasticas previamente lavadas com agua e detergente liquido e apos
desinfestadas com hipoclorito de sédio a 1% e deixadas em temperatura ambiente
para a secagem.

Para a superficie no interior das caixas Gerbox onde os materiais dos chéas
foram depositados, utilizou-se duas folhas de papel Germitest, umedecidos com
agua destilada.

As triplicatas de cada tipo de ch& foram misturadas em um Gnico recipiente
visando a homogeneizacao das mesmas em uma Unica amostra. Para o preparo das
amostras, com o auxilio de uma pin¢a metdlica, foram coletados, aleatoriamente, 10
fragmentos da amostra e distribuidos na superficie do papel Germitest umedecido
dentro das caixas. As estruturas dos materiais do conteddo das amostras variaram

entre sementes, caules, flores e folhas conforme o tipo de cha (Figura 2).
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Figura 1. Exemplo de 10 fragmentos cha Camomila, tipo: flores e caule, depositados

e caixa Gerbox.

Fonte: Autor, 2021.

4.1.3 Andlises das amostras

Apés os fragmentos serem depositados nas caixas de germinacdo, estas
foram fechadas com as tampas sendo vedadas com filme plastico e identificadas
conforme o tratamento, e, encaminhadas para camara de incubacdo. Na BOD, as
caixas contendo as amostras permaneceram em temperatura de 20°C durante o
periodo de incubacdo. A cada dois dias foi feita a verificacdo de presenca de
estruturas fungicas, e também o monitoramento da umidade do papel Germitest,
realizando a reposicao de agua destilada quando necessario com auxilio de pisseta,
sempre evitando molhamento dos fragmentos dos chas.

ApoOs sete dias da instalacdo do experimento, foram realizadas as analises
guanto a incidéncia de fungos, quando presente, a identificagdo do fungo. Paratanto
utilizou-se um microscépio estereoscopico da marca Olympus para melhor
visualizagdo das estruturas dos patdégenos, facilitando sua identificagdo. Os
resultados obtidos foram registrados em tabela eletrdbnica para posterior

interpretagéo.
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Figura 2. Amostra no microscépio estereoscépico para analise e identificacdo dos

fungos.

Fonte: Autor, 2021.

A porcentagem de incidéncia (%IP), foi obtida apds a contagem do numero de
fragmentos contaminados em cada repeti¢cdo, obtendo entdo uma média das quatro
repeticbes, e apartir desta média através de uma regra de trés se tém a
porcentagem de incidéncia de patbgeno. Exemplo: média = 3,0 x 100/ 10 = 30%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos fragmentos dos chas analisados ap0s o sétimo dia da implantacdo do
experimento, no total de 240 fragmentos analisados, 142 apresentaram
desenvolvimento de estruturas fungicas, equivalente a 59,1% dos fragmentos, sendo
identificados, trés diferentes géneros de fungos, Rhizopus sp. (n=107), Aspergillus
sp. (n=32) e Penicillium sp. (n=3) (Grafico 1).

Grafico 1 — Panorama geral do percentual de incidéncia de patégeno, por género

fangico, nos fragmentos contaminados.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Segundo estudos de Carvalho et al. (2009), onde foram analisadas
amostras de camomila, erva-mate e erva doce, do total de fungos presentes e
identificados, 35,9% representaram fungos do género Aspergillus sp., 11,5% do
género Rhizopus sp. e 9,4% eram Penicillium sp. Fungos com potencial
micotoxigénico, em casos de elevada contaminacao, 0s processos de preparo como

a infusao e decoccédo nao sao totalmente eficazes para eliminar a carga microbiana.

A partir das andlises do experimento, em sua maioria, as amostras
apresentaram desenvolvimento de diferentes estruturas de géneros fungicos. ARDC
n°10 da ANVISA de 2010, nao delimita parametros de presenca aceitavel, quanto a
géneros/espécies para a notificacdo de uma droga vegetal, somente um limite total
em Unidade Formadoras de Colbénias (UFC), assim como ndo ha limites para
micotoxinas. Pelos indices obtidos através dos resultados das analises, presume-se
niveis possivelmente nocivos e fora das conformidades a saude dos consumidores

dessas marcas de chas.
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Na analise realizada com o cha de endro (Tabela 3 e Figura 3), é possivel
notar que o fungo Aspergillus sp. esteve presente em todas as repeticoes dessa
amostra, atingindo a maior incidéncia dentre os géneros fungicos identificados.
Ainda, foi observado a presenca do fungo Rhizopus sp. em trés repeticdes. Por outro
lado, n&o se observou a presenca de Penicillium sp. em nenhum dos fragmentos

analisados.

Tabela 3. Incidéncia e porcentagem de incidéncia (%IP) de diferentes fungos nas

diferentes repeticdes da amostra de chade endro.

Patégeno R1 R2 R3 R4 Média %IP*
Rhizopus sp. 0 1 2 1 1,0 10%
Aspergillus sp. 6 3 2 1 3,0 30%
Penicillium sp. 0 0 0 0 0,0 0%

*Porcentagem de incidéncia de patdégeno. Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Figura 4. Estruturas fungicas em fragmentos de cha de endro. Fragmento sem
presenca de contaminagdo fungica (esquerda) e com presenca de Aspergillus sp. e

Rhizopus sp. (direita).

Fonte: Autor, 2021.

Quando analizada a incidéncia de fungos nos fragmentos de cha de erva
doce (Tabela 4 e Figura 4), observou-se maior incidéncia do fungo Rhizopus sp.,

desenvolvendo-se em todas as repeticbes. O fungo Aspergillus sp. com menor
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incidéncia, esteve presente em trés repeticdes, ja o género Penicillium sp. néo foi

observado em nenhuma das repeti¢des.

Tabela 4. Incidéncia e porcentagem de incidéncia (%IP) de diferentes fungos nas

diferentes repeticdes da amostra de cha de erva-doce.

Patégeno R1 R2 R3 R4 Média %IP*
Rhizopus sp. 7 8 9 7 7,75 77,5%
Aspergillus sp. 3 2 0 2 1,75 17,5%
Penicillium sp. 0 0 0 0 0,0 0%

*Porcentagem de incidéncia de patégeno. Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Figura 5. Estruturas fungicas em fragmentos de cha de erva doce. Fragmento sem

presenca de contaminacao fungica (esquerda) e com estruturas de Rhizopus sp. e
Aspergillus sp. (direita)

Fonte: Autor, 2021.

Foi observado os fragmentos de ch& de funcho (Tabela 5 e Figura 5), e
verificou-se em todas as repeticdes a presenca de estruturas de fungos do género

Rhizopus sp., apresentando maior incidéncia. Também foi possivel notar a presenca
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do fungo Aspergillus sp. com menor incidéncia, e, ndo sendo observado

desenvolvimento do género Penicillium sp. em nenhuma das repeti¢coes.

Tabela 5. Incidéncia e porcentagem de incidéncia (%IP) de diferentes fungos nas

diferentes repeticdes da amostra de chade de funcho.

Patégeno R1 R2 R3 R4 Média %IP*
Rhizopus 4 7 5 3 4,75 47,5%
Aspergillus sp. 0 2 2 1 1,25 12,5%
Penicillium sp. 0 0 0 0 0,0 0

*Porcentagem de incidéncia de patdgeno. Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Figura 6. Estruturas fungicas em fragmentos de cha de funcho. Fragmento sadio

(esquerda), com Aspergillus sp (centro) e Rhizopus sp. (direita).

V

Fonte: Autor, 2021.

Na andlise de incidénciarealizada no cha de hibisco (Tabela 6 e Figura 6), foi
verificado o desenvolvimento apenas de estruturas fungicas do género Rhizopus sp.,

sendo este presente em todas as repeti¢oes.

Tabela 6. Incidéncia e porcentagem de incidéncia (%IP) de diferentes fungos nas

diferentes repeticdes da amostra de cha de hibisco.

Patégeno R1 R2 R3 R4 Média %IP*
Rhizopus 2 3 2 3 2,5 25%
Aspergillus sp. 0 0 0 0 0,0 0%
Penicillium sp. 0 0 0 0 0,0 0%

*Porcentagem de incidéncia de patégeno. Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Figura 7. Estruturas fungicas em fragmentos de cha de hibisco. Fragmento sadio

(esquerda) e com estruturas fungicas de Rhizopus sp.

Fonte: Autor, 2021.

Quando analisado as repeticbes no cha de camomila (Tabela 7 e Figura 7),
constatou-se presenca do fungo Rhizopus sp. em todas essas, sendo o0 género com
maior incidéncia entre identificados. Adicionalmente, observou-se a presenc¢a do

fungo Aspergillus sp. mesmo que em baixa incidéncia.

Tabela 7. Incidéncia e porcentagem de incidéncia (%IP) de diferentes fungos nas

diferentes repeticbes da amostra de cha de camomila.

Patogeno R1 R2 R3 R4 Média %IP*
Rhizopus 1 5 5 5 4,0 40%
Aspergillus sp. 0 1 1 0 0,5 0,05%
Penicillium sp. 0 0 0 0 0,0 0%

*Porcentagem de incidéncia de patdgeno. Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Figura 8. Estruturas fungicas em fragmentos de cha de camomila. Fragmento sadio

(esquerda) e com estruturas de Rhizopus sp. e Aspergillus sp. (direita).

Fonte: Autor, 2021.

Na analise dos fragmentos do cha de amora branca (Tabela 7 e Figura 7), foi
possivel verificar a presenca dos trés géneros de fungos, sendo o fungo Rhizopus
sp. 0 que apresentou a maior incidéncia, observado em todas as repeti¢cOes.
Aspergillus sp. desenvolveu-se em trés repeticbes, e, em uma das repeticdes o

género Penicillium sp., desenvolveu suas estruturas fungicas.

Tabela 8. Incidéncia e porcentagem de incidéncia (%IP) de diferentes fungos nas

diferentes repeticdes da amostra de cha de Amora branca.

Patogeno R1 R2 R3 R4 Média %IP*
Rhizopus 4 8 6 9 6,75 67,5%
Aspergillus sp. 3 2 0 1 15 15%
Penicillium sp. 0 0 0 3 0,75 7,5%

*Porcentagem de incidéncia de patégeno. Fonte: Elaborador pelo autor, 2021.
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Figura 9. Estruturas fungicas em fragmentos de cha de Amora-branca. Estruturas

fangicas de: A. Rhizopus sp., B. Aspergillus sp. e C. Penicillium sp.

Fonte: Autor, 2021.

Dos géneros identificados no presente trabalho, dois sdo conhecidos como
fungos de armazenamento, estes com potencial nocivo a salde humana, devido a
capacidade de produzir micotoxinas. O género Aspergilllus sp. produtor de
aflatoxinas e ocratoxinas que tem potencial téxico e carcinogénico e o género
Penicillium sp. responsavel pela producao da ocratoxina A, que dentro do grupo das
ocratoxinas, detém o maior potencial téxico, constituindo seis compostos, onde
apresenta atividades nefrotdxicas, hepatotdxicas, imunotdxicas, teratogénicas,
citotoxica e possivelmente carcinogénicas além de genotoxicas, mas sua maior

caracteristica se trata da reducao das fung¢fes renais (BORGES et al, 2002).

O outro género identificado, o fungo Rhizopus sp., esta entre os agentes
causais de infeccdes em humanos, como a mucormicose, que consiste em uma
infeccdo oportunista grave, que neste processo, o fungo deste género € considerado
0 mais virulento. Caracterizado como oportunista e de facil disseminacéo, o fungo
causa a ocupacgdo e obliteracdo de vasos sanguineos, o que pode resultar em
isquemiatecidual e colaborar para a neutropenia (SILVA; SOUZA, 2017)

Ainda segundo Silva; Souza (2017), algumas espécies do género Rhizopus,
sdo capazes de sobrevier em condi¢cdes extremas de temperaturas, chegando a
suportar ambientes de até 82 °C por um periodo de 72 horas.

No trabalho realizado por Pereira (2019), onde em seus estudos foram
realizadas andlises de contaminacgéo fisica dos mesmos materiais que foram

analisados no presente trabalho, o autor relatou a presenca de materiais estranhos,
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e nao conformidades de rotulagem das embalagens, somando isto, 0 mesmo
destaca o fato que séo produtos disponibilizados em diversos estabelecimentos
comerciais e que no mercado destas drogas vegetais, ha uma grande deficiéncia na
parte de fiscalizacao e certificacdo de qualidade, desde os processos de originagao

da matéria — prima até chegarao consumidorfinal.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Como esperado, os resultados das analises demostraram a presenca de
contaminacdo microbioldgica em todos os materiais vegetais utilizados como chas
utilizados no presente estudo. Foi identificado trés géneros fungicos nos fragmentos
dos maeriais vegetais analisados, Aspergillus sp, Penicillium sp e Rhizopus sp,
dentre eles o0 que apresentou maior percentual de incidéncia foi os fungos do género

Rhizopus sp., seguido de Aspergillus sp., e por fim fungos de Penicillium sp.
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