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RESUMO: A qualidade microbioldgica de produtos vegetais constitui atributo essencial para seu desempenho adequado. Neste estudo,
foram avaliadas 27 amostras de trés espécies vegetais: ginko biloba (Ginkgo biloba), cascara sagrada (Rhamnus purshiana) e sene (Cassia
angustifolia). O método utilizado foi o de semeadura em profundidade (pour plate) ¢ foram realizadas contagens em placas de Petri com
meios seletivos e pesquisa de microrganismos especificos, de acordo com a Organizagdo Mundial da Satde (OMS). A contaminag@o bacte-
riana variou de 0,5 x 10" a 9,0 x 10*unidades formadoras de colonia (UFC)/g, estando todas as amostras em conformidade com a OMS ¢ 5
(18,5%), acima dos limites permitidos pela Farmacopéia Brasileira (FB). A contaminagio fungica variou de 0,5 x 10' a 8,45 x 10* UFC/g,
com 6 (22,2%) amostras acima dos limites da OMS e 9 (33,3%) acima dos limites da FB. Foi confirmada a presenca de Escherichia coli
em 2 (7,4%) amostras ¢ Staphylococcus aureus em 6 (22,2%). Considerando as recomendagdes da OMS, 22,2% das matérias-primas ana-
lisadas foram consideradas insatisfatorias para o consumo e, de acordo com a FB, 37% das amostras apresentaram popula¢des bacterianas
¢ fungicas acima do toleravel, ou continham bactérias ndo aceitas. Os resultados apontam para a necessidade de controle microbioldgico
mais rigoroso das drogas vegetais.

PALAVRAS-CHAVE: Drogas vegetais; Qualidade microbioldgica; Contaminagdo microbioldgica; Fitoterapicos.

EVALUATION OF THE MICROBIOLOGICAL QUALITY OF THE MOST COMMERCIALIZED HERBAL DRUGS IN
PHARMACIES OF TOLEDO - PR

ABSTRACT: The microbiological quality of vegetal products constitutes one of the essential attributes for its adequate performance. In
this study, 27 vegetal raw material samples of three species, Ginkgo biloba, Rhamnus purshiana and Cassia angustifolia, were evaluated.
The method utilized was pour plate plating and colony counts in Petri dishes with selective medium and investigation of specific microor-
ganism were carried out in accordance with the World Health Organization (WHO). Bacterial contamination varied from 0.5 x 10! to 9.0
x 10* colony-forming units (CFU)/g, all samples in accordance with WHO and 5 (18.5%), above the limits allowed by the Brazilian Phar-
macopoeia (FB). Fungal contamination varied from 0.5 x 10! to 8.45 x 10* CFU/g, with 6 (22.2%) samples above of the limits of WHO and
9 (33.3%) above of the limits of the FB. Presence of Escherichia coli in 2 (7.4%) and Staphylococcus aureus in 6 (22.2%) was confirmed.
Considering the recommendations of WHO, 22.2% of the analyzed raw materials were considered unsatisfactory for consumption, and, in
accordance with the FB, 37% of the samples presented bacterial and fungal populations either above the tolerated or contained unaccepted
bacteria. The results point out to the need for more rigorous microbiological control of herbal drugs.

KEYWORDS: Medicinal plants; Microbiological quality; Microbiological contamination; Phytotherapics.

Introduciao

As drogas vegetais estdo naturalmente sujei-
tas & contaminagdo por microrganismos provenientes
do solo, agua e pertencentes a microflora normal de
certas plantas (FURLANETO et al., 2003). Também
pode ocorrer contaminagdo durante o processamento
ou entdo intensificagdo da contaminagao por condigdes
inadequadas de secagem e armazenamento, nas quais o
material vegetal por vezes fica exposto a poeira, calor,
umidade, insetos, roedores e microrganismos (ARAU-
JO; OHARA, 2000).

A contamina¢do microbiana pode levar ao
comprometimento do desempenho do produto, devi-
do a quebra da estabilidade da formulacgao, a alteragao
das caracteristicas fisicas e a presenga de micotoxinas
e toxinas bacterianas (OLIVEIRA et al., 1991). Isto
evidencia que a qualidade microbioldgica destes pro-
dutos ¢ essencial para sua segurancga, eficacia e aceita-
bilidade. Falha nas medidas preventivas e de controle

do processo de fabricagdo pode resultar em produtos
inadequados ao consumo.

De acordo com Ferreira et al. (2002), é cres-
cente a utilizacdo de medicamentos fitoterapicos em
farmacias de manipulagdo e verifica-se a importancia
de se realizarem analises para garantir a qualidade das
matérias-primas e do produto acabado. Segundo Yama-
moto et al. (2004), os fornecedores de matéria-prima
para as farmacias de manipulagdo frequentemente rea-
lizam o fracionamento das mesmas para atender a seus
pedidos, podendo carrear para as matérias-primas parti-
culas viaveis e ndo-viaveis, aumentando a carga micro-
biana contaminante.

Existem valores tolerados de microrganismos
presentes para a aceitagcdo das drogas vegetais e estes
variam segundo tratamento que possa reduzir a mi-
crobiota na droga vegetal. A Farmacopéia Brasileira
4% Edigdo e a Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
determinam os limites permitidos, assim como a meto-
dologia que pode ser utilizada para a analise das amos-
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tras (BRASIL, 1988; WORLD HEALTH ORGANIZA-
TION, 2005).

Considerando a importancia da qualidade mi-
crobiologica das drogas vegetais, o objetivo do pre-
sente trabalho foi o de analisar, quanto a contaminagao
microbiana, amostras dos principais produtos vegetais
utilizados in natura em formulagdes fitoterapicas nas
farmécias de manipulacao de Toledo, Parana.

Material e Métodos
Escolha e obtencido das amostras

Para escolha das amostras, foram entrevistados
farmacéuticos das nove farmacias de manipulacdo do
municipio. Estes foram questionados acerca das espé-
cies de plantas mais utilizadas para a manipulagao de
fitoterapicos. Plantas estas a serem utilizadas in natu-
ra, sem tratamento prévio, como decoccdo, infusdao ou
outros processos. A partir deste resultado, foram ad-
quiridos cerca de 10g do material (p6 para encapsula-
¢do), totalizando 27 amostras, das trés espécies mais
comercializadas. As amostras foram imediatamente
transportadas para o laboratério de Microbiologia da
Universidade Paranaense — Campus Toledo e pronta-
mente analisadas.

Pré-tratamento das amostras

As amostras foram analisadas de acordo com
as determinacdes da OMS (WORLD HEALTH OR-
GANIZATION, 2005). Brevemente, 1,0 grama de cada
amostra foi suspenso em tubo de ensaio contendo 9 mL
de solug¢ao tampao fosfato (pH 7,2), com agitacdo me-
canica subsequente para liberar os microrganismos do
material, correspondendo a dilui¢do inicial de 10, A
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partir desta diluicdo inicial, foram realizadas diluigdes
decimais subseqiientes até a obten¢do de contagens nao
superiores a 100 UFC (Unidades Formadoras de Colo-
nia).

Determinaciao do niimero de vidveis

Contagem em placa para bactérias — as amos-
tras pré-tratadas foram diluidas em séries decimais até a
obten¢ao de contagens iguais ou menores que 300 UFC
por placa. Cada dilui¢ao foi plaqueada em duplicata,
utilizando-se para isto a semeadura em profundidade
(pour plate) e em superficie, no agar caseina de soja
(Biobras Diagnosticos), com incubagio a 35°C, por trés
dias.

Contagem em placa para leveduras e fungos
filamentosos — as amostras foram igualmente diluidas
em séries decimais, neste caso até obter-se contagem
ndo superior a 100 UFC por placa. A semeadura ocor-
reu da mesma maneira, mas as amostras foram incuba-
das a 20-25°C, por cinco dias.

Foram utilizados os meios Yeast agar (6,0g
de peptona - Synth; 3g de extrato de levedura - Synth;
1,48g de triptona - Acumedia; 1g de dextrose - Biotec;
12g de agar - Acumedia; agua destilada 1000 mL), para
leveduras e Agar batata-dextrose (Acumedia), para fun-
gos filamentosos.

Pesquisa de patogenos

Foi realizada através de cultivo em meios se-
letivos, apds enriquecimento em caldo seletivo ou nao.
As especifica¢des estdo descritas na Tabela 1. A identi-
ficagdo confirmatdria dos microrganismos foi realizada
conforme descrito pela OMS (2005).

Tabela 1: Metodologias utilizadas para a analise microbiologica de produtos vegetais utilizados em farmacias de

manipulagdo de Toledo-PR.

Microrganismos Caldo de Temperatura/ tempo Meio seletivo/ Temperatura/ tempo
pesquisados enriquecimento de incubacao indicador de incubacio
Enterobactérias e
outras bactérias Gram- Verde Brilhante o Agar Verde Brilhante o
negativas (deteccio de (Acumedia) 33-37°C/48h Bile (Acumedia) 33-37°C/48h
presenca)
o . Agar Mac Conkey
* _ 0, _779,
Escherichia coli Caldo EC (Merck) 35-37°C/24h (MERCK) 35-37°C/24h
Salmonella s Tetrationato (Merck) 35-37°C/24h Agar Salmonella- 35-37°C/24h
atmone:ia sp- Shigela (Vetec)
Pseudomonds Agar Cetrimida
. Caseina-soja (Merck) 35-37°C/48h (Biobras 35-37°C/48h
aeruginosa S
Diagnosticos)
Staphylococcus 1 «ina-soja (Merck) 35-37°C/48h Agar Manitol Salgado 35-37°C/48h
aureus (Vetec)

* Caldo EC = Caldo Escherichia coli. Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005.
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Resultados e Discussao

Plantas entre as mais comercializadas nas far-
macias de manipulagdo visitadas e escolhidas para ana-
lise neste estudo estdo referidas na Figura 1.

% de utilizagiao

1 2 3

Figura 1: Percentual de utilizagdo em farmacias de manipu-
lacdo no municipio de Toledo-PR, em 2006, das drogas ve-
getais analisadas neste estudo. Legenda: 1 - Céscara Sagrada
(Rhamnus purshiana); 2 - Ginko Biloba (Ginkgo biloba); 3
- Sene (Cassia angustifolia).

O levantamento das drogas vegetais mais
utilizadas nas farmacias de manipulagdo de Toledo-
PR destacou ainda as seguintes, com seu respecti-
vo percentual de utilizagdo: Alcachofra (Cynara
scolymus) — 7,1%; Castanha da India (desculus
hippocatanum) — 9,5%; Cavalinha (Equisetum ar-
venses) — 4,8%; Cava-Cava (Piper methysticum) —
4,8%; Centelha (Centella asiatica) —7,1%; Faveira
(Dimorphandra mollis) — 2,4%; Garcinia (Garci-
nia cambogia) - 2,4%; Ginseng (Panax ginseng)
—4,8%; Hipérico (Hypericum perforatum) — 4,8%;
Maracuja (Passiflora spp.) — 7,1%; Valeriana (Va-
leriana officinalis) — 4,8%.

Os resultados da analise microbiologica re-
alizada com as trés espécies de plantas seleciona-
das estdo demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados da analise microbioldgica de drogas vegetais obtidas em farmacias de manipulagdo de

Toledo-PR.
Contagem de UFC/gF Presenca

Plantas Farmacias . ungos . . % . N
Bactérias  Leveduras Fil En Ec Sa St Pa
F1 Auséncia Auséncia Auséncia A A A A A
= F2 8,0x 10° 3,0x 104 2,0 x 10° P P A P A
_:é: < F3 Auséncia Auséncia Auséncia A A A A A
=3 F4 Auséncia Auséncia Auséncia A A A A A
P F5 Auséncia 0,5 x 10' Auséncia A A A A A
- %0 F6 Auséncia Auséncia Auséncia A A A A A
&) 3 F7 0,5 x 10" 1,0 x 10? Auséncia A A A A A
~ F8 9,0 x 10* 3,0x10° 5,0 x 103 A A A P A
F9 Auséncia Auséncia Auséncia A A A A A
F1 0,5 x 10! 0,5 x 10! Auséncia A A A A A
3 F2 Auséncia Auséncia Auséncia A A A A A
E w3 F3 0,5 x 10! Auséncia Auséncia A A A A A
g5 5 F4 Auséncia 0,5x 10! Auséncia A A A A A
2583 F5 Auséncia Auséncia Auséncia A A A A A
Sx S F6 7,9 x 10° 4,5x10* 7,5x 10° P P A P A
RZE F7 1,0 x 10? 1,5 x 10? 5,0x 10! A A A A A
© F8 Auséncia 1,2x10° 1,0 x 10? A A A A A
F9 Auséncia 0,5x 10! Auséncia A A A A A
F1 Auséncia 5,0x 10! Auséncia A A A A A
F2 Auséncia 1,0 x 10? Auséncia A A A A A
=3 F3 Auséncia Auséncia Auséncia A A A A A
g N@\ F4 Auséncia Auséncia Auséncia A A A A A
SR F5 Auséncia Auséncia Auséncia A A A A A
2 % F6 6,1 x 10* 8,45 x 10* 7,5 x 10* P A A P A
2 5 F7 1,0 x 10° 2,5 x 10° 4,0 x 102 A A A p A
F8 1,5x 10? Auséncia Auséncia A A A P A
F9 Auséncia 5,0 x 10! Auséncia A A A A A

* En = Enterobactérias e outras bactérias Gram-negativas; Ec = Escherichia coli; Sa = Salmonella sp.; St = Staphylococcus
aureus; Pa = Pseudomonas aeruginosa; P = Presenca; A = Auséncia.
** Resultados em negrito = fora dos limites da OMS; Preenchimento cinza = fora dos limites da Farmacopéia Brasileira.
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Por analise dos resultados frente aos limites de
contaminantes estabelecidos pela OMS (2005) e Far-
macopéia Brasileira (BRASIL, 1998), verificou-se que
dezessete (63%) das vinte e sete amostras analisadas
apresentaram algum tipo de crescimento microbiano,
mas nem todas estavam fora dos limites permitidos.

Os limites permitidos de microrganismos em
materiais vegetais, de acordo com a OMS, para uso
interno, sdo os seguintes: Bactérias aerobicas — maxi-
mo de 10° UFC/g; Leveduras e bolores — maximo 10°
UFC/g; E. coli —maximo 10 UFC/g; Outras enterobac-
térias — maximo 10° UFC/g; Salmonella sp. — auséncia
por 1 grama (OMS, 2005).

Ja a Farmacopéia Brasileira 4* Edigdo (1988),
bem como a Farmacopéia dos Estados Unidos da Amé-
rica (US PHARMACOPEIA, 2005), estabelecem as
seguintes especificagoes: até 10° UFC/g ou mL para
bactérias e 10> UFC/g ou mL para fungos e leveduras.
Devem estar ausentes colonias de Salmonella sp., E.
coli, Pseudomonas aeruginosa e S. aureus.

Os niveis encontrados de contaminagdo por
bactérias aerobias variaram de 0,5 x 10'UFC/g a 9,0
x 10*UFC/g. De acordo com a OMS (2005), todas
as amostras estavam dentro do limite maximo de 10°
UFC/g para uso interno. No entanto, conforme a Far-
macopéia Brasileira 4* Edi¢do e a Farmacopéia Ame-
ricana, que estabelece limite de 10° UFC/g de bactérias
aerdbias para uso oral, cinco (18,5%) amostras ultra-
passaram este limite (BRASIL, 1988; OMS, 2005).

Com relagdo a contaminag¢do bacteriana de
drogas vegetais, considerando o limite superior de 103
UFC/g; Czech et al. (2001), analisando 131 amostras
de espécies vegetais comercializadas na Austria e Ale-
manha, observaram que 100% das mesmas estavam
excessivamente contaminadas. No Brasil, Bugno et al.
(2005), Santos et al. (1995) e Fischer et al. (1993) ob-
tiveram resultados superiores a 10° UFC/g em 58,5%,
33,3% e 70,2%, respectivamente. No presente estudo, a
contaminacdo bacteriana encontrou-se acima do limite
superior em 18,5% das amostras analisadas, ou seja, foi
comparativamente menor que a observada nos estudos
citados.

A contaminacdo fungica variou de 0,5 x 10' a
8,45 x 10* UFC/g, com 6 (22,2%), amostras acima dos
limites da OMS e 9 (33,3%) acima dos limites da Far-
macopéia Brasileira 4* Edicao, (BRASIL, 1988; OMS,
2005), conforme a Tabela 2. Estes dados demonstram
que o consumidor pode estar em risco, quando conso-
me estas plantas, pois, de acordo com Araujo; Ohara
(2000), entre estes microrganismos podem estar espé-
cies produtoras de aflatoxinas cancerigenas ou outras
micotoxinas. Kneifel et al. 20027, apud ZARONI et al.,
2004 encontraram niveis consideraveis de aflatoxinas
em varias amostras de plantas medicinais.

Em outros trabalhos, Czech et al. (2001) veri-
ficaram a presenca de fungos em 90,3% das amostras.
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No Brasil, Fischer et al. (1993) e Rocha et al. (2004)
registraram, respectivamente, que 53,4% e 45% das
amostras estavam contaminadas com carga flingica
igual ou acima de 10° UFC/g. Ja Bugno et al. (2005)
encontraram 63,1% de drogas vegetais com esse tipo
de contaminagao.

Foi confirmada a presenca de E. coli em 2
(7,4%) amostras e S. aureus em 6 (22,2%), estando es-
tas, portanto, em desacordo com a Farmacopéia Brasi-
leira e Americana. Trés amostras (11,1%) confirmaram
presenca de “Enterobactérias ou outras bactérias Gram-
negativas”.

As amostras que apresentaram a presenca de E.
coli e S. aureus foram reprovadas segundo a Farmaco-
péia Brasileira 4* Edi¢ao. A OMS apenas exige a ausén-
cia do género Salmonella, que ndo foi encontrado em
nenhuma amostra e determina 10 UFC/g como limite
para presencga de E. coli, que nao foi quantificada neste
estudo, tendo sido somente constatada sua presenga.

Bugno et al. (2005) ndo detectaram a presenga
de Salmonella sp. e S. aureus, mas 3,1% das amostras
apresentaram Staphylococcus sp.. Estes encontraram P,
aeruginosa em 1,5% das amostras e presenca de E. coli
em 26,2% das amostras. Czech et al. (2001) detectaram
apenas 0,7% das amostras apresentando teste positi-
vo para coagulase, para Staphylococcus sp. e também
baixa ocorréncia de E. coli, 2,9%, no mercado alemao
e austriaco. Ja Fischer et al. (1993), que realizaram a
pesquisa para E. coli e Salmonella sp., detectaram es-
tes patogenos em, respectivamente, 15,6% e 6,0% das
amostras.

A presenca de enterobactérias Gram-negativas
¢ considerada uma indicagao util de contaminagio pds-
sanitizagdo ou pos-processo, evidenciando praticas de
higiene e sanitizagdo aquém dos padroes requeridos
(SILVA et al., 1997). A presenga de E. coli indica a con-
taminacao microbiana de origem fecal e condic¢des higi-
énicas insatisfatérias (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

S. aureus ndo € um microrganismo comum
em drogas vegetais (ZARONI et al., 2004) e faz parte
da flora normal do homem em algumas partes do cor-
po, como as fossas nasais, garganta, intestinos e pele
(TRABULSI et al., 2002). Segundo Pinto et al. (2000),
este pode contaminar materiais pela perda de escamas
do corpo, que normalmente ¢ de aproximadamente 10*
por minuto.

Nao € possivel afirmar com precisdo se a con-
taminagdo observada no presente estudo € provenien-
te dos fornecedores de matérias-primas vegetais ou se
ocorreu no processamento das mesmas durante a mani-
pulag@o. Mas, considerando a obrigatoriedade de emis-
sdo de laudo da analise microbioldgica da droga vegetal
por parte do fabricante, que acompanha o produto e que
a contaminacdo se repetiu em certos estabelecimentos,
conforme a Tabela 2, presumivelmente a contaminagao
se deveu a praticas inadequadas nas farmacias de ma-

l KNEIFEL, W.; CZECH, E.; KOPP, B. Microbial contamination of medicinal plants. A review. Planta Méd, v. 68, p. 5-15, 2002.

184

Arq. Ciénc. Saude Unipar, Umuarama, v. 12, n. 3, p. 181-186, set./dez. 2008



Qualidade microbioldgica de drogas vegetais

nipulagao.
Conclusao

O estudo aponta para a necessidade de in-
tensificar o controle microbiolégico de qualidade das
matérias-primas nao-estéreis por parte das farmacias de
manipulagdo do municipio de Toledo-PR, considerando
que 37% das amostras analisadas estdo em desacordo
com a Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 1998) e nao
cumprem as determinag¢des da RDC 237/07 da ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) (BRASIL,
2007), que se refere as boas praticas de manipulagio,
e da RDC 48, também da ANVISA (BRASIL, 2004),
que prevé a necessidade da utilizagdo de produtos que
atendam aos itens de seguranga, eficacia e qualidade do
medicamento.
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