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RESUMO: Foirealizada em presenga de cinco diferentes plantas medicinais a avaliagao microbiolégica
dos diversos ambientes de produgdo de fitoterapicos, sala de selegdo (SS), estufa de estabilizagao
(ES) e sala de manipulagdo (MP), Foram quantificados microrganismos aerébios/meséfilos @ fungos
através da exposi¢ao de placas de Pelri contendo agar padrdo para contagem (PCA) e agar batata
dextrosado (BDA). respeclivamente, em presen¢a de hortela (Mentha sp), guaco (Mikania glomerata
Sprengel), poejo (Mentha pulegium), capim-limdo (Cymbopogum citratus (DC.) Stapl.) e camomila
(Matricaria chamomifla L.). Constatou-se que a contaminagao foi maior na MP em todas as plantas,
exceto com a camaomila. Porém houve diferenga significativa (Ol = §%) apenas em relagao as contagens
das placas de BDA. Esta dilerenga significativa indica a necessidade da utikizagao de desinfec¢ao com
produtos com ag¢ao fungicida contribuindo assim com o aumento a vida-de-prateleira dos fitoterdpicos
Palavras-Chave: contaminagao, fitoterapicos, desinfecgao, fungas, bactérias.

ABSTRACT: Microbiological evaluation of several environments of phytoterapics production. A
microbiological evaluation of several environments of phytotherapics production (selection room (SS),
stabilization stove (ES), and manipulation room (MP) were done. Microorganisms and fungi were
quantified, with plate count agar (PCA), potate dextrose agar (BDA) respectively, in presence of mint
(Mentha sp). “guaco”(Mikaria glomerata Sprengel), “poejo°(Mentha pulegium L.), lemongrass
(Cymbopogum citratus (DC.) Stapl.) and chamomille (Matnacarnia chamomifia L.). Bigger contamination
was verified on manipulation room in all cases, except with chamomille. There is a8 necessity to utilize

disinfection methods to increase phytotherapics self-live.
Key Words: contamination,phylotherapics, disinfection, fungi, bacteria.

INTRODUGAO

A cada dia difunde-se mais o uso de
plantas medicinais; os motivos desse aumento de
consumo vao desde 0 prego até mesmo a
obtengao de menos eleilos colaterais. Com isso,
a preocupagao em relagado a higiene também
cresce. Neste sentido, o0 aspecto microbiolégico
merece imprescindivel consideragao, pois 0
exame de determinada planta fornece
informagdes importantes sobre sua qualidade,
higiene e sanificagdo em sua manipulagado e, ao
longo do processamento, adequagao das técnicas
utilizadas na preservagao e a eficiéncia das
operagdes de transporte e armazenamento do
fitoterapico produzido. Nestas condigdes, em
fungao da avaliagao microbioldgica da planta, sera
possivel uma estimativa de sua vida util ou de
sua vida-de-prateleira (self-live), bemcomo, pela
pesquisa de microrganismos patogénicos ou
indicadores de contaminag¢do fecal, sera
positivada ou ndo a existéncia de riscos a saude
publica advindos de seu consumo (Azevedo et
al., 1988).

Em relagdo aos ambientes das areas de
produgdo de fitoterapicos, a avaliagao &
necessaria e deve ser bastante criteriosa
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procurando, principalmente, reproduzir as
condigdes rotineiras do processo. A populagao
microbiana do ar nao tem tragos de especificidade;
ela é composta de espécies presentes nos
ecossistemas terrestres e aquaticos trazidas para
a atmosfera junto com a poeira ou em gotas
formadas durante a evaporagao. O ar também
pode conter patogénicos disseminados pela tosse
ou presentes nos excrementos (inclusive no
esterco utilizado como adubo). O ar acima das
culturas vegetais atingidas por doengas contém
os esporos e células de fitopatogénicos; uma parte
desses fica suspensa no ar, outra adere a
particulas de poeira formando juntas o aerossol
microbiano; assim, esses microrganismos Sao
disseminados pelos ventos e, quando os
patogénicos estdo presentes, existe o perigo de
difusdo de doengas (Azevedo et al,, 1991),

Outro fator a ser considerado é a
microbiota normal das plantas, que, apesar de
aparentemente ndo ser delectada pelo método
aqui ulilizado - o0 de “Sedimentagdo em Placa”,
pode também se difundir no ambiente pela
manipulagao da planta, principalmente se esta
tiver aspecto piloso, como é o caso das flores do
Guaco (Mikania glomerata Sprengel ). A delinigao
das espécies ou grupos de microrganismos
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presentes depende das caracteristicas inerentes
a planta, denominadas fatores intrinsecos, além
das condigOes ambientais, os falores extrinsecos
{Azevedo et al, 19B8). Assim sendo, a populagao
microbiana contida no ambiente, sob condigdes
naturais, contém muitas espécies diferentes, nao
somenie espécies de bactérias, mas também
espécies de leveduras, bolores, algas,
protazoarios e alé de virus, sendo de interesse
sob o aspecto da deterioragao os trés primeiros.
Se torna importante identificar quantos e quais
lipos de microrganismos estdo presentes no
ambiente (Chan et al., 1996).

As plantas analisadas neste estudo
quanto ao aspecto microbioldgico fazem parte do
“Programa de Plantas Medicinais” da
Universidade Federal de Juiz de Fora, as quais
sao conhecidas popularmente pelos seguintes
nomes: hortelda, guaco, poejo, capim-liméo e
camomila. A honela (Mentha sp.), o poejo (Mentha
pulegium ) e o capim-limao (Cymbopogum citratus
(DC.) Stapt.) apresentam propriedades anti-
sépticas (Panizza 1997; Costa, 1994, Dias, 1926,
Araujo & Lucas, 1930; Bucley, 1930), a camomila
(Matricaria chamomilla L..) possui um constituinte
anti-inflamatério (Hortulus, 1998; Leibold, 1980)
e o guaco (Mikania glomerata Sprengel) & um
broncodilatador e anti-séptico das vias
respiratorias (Marlins & Castro, 1994; Hortulus,
1997).

Restringe-se aqui a andlise quantitativa
com a preocupagao principal de alertar os
responsaveis pela produgao de fitoterapicos para
a necessidade de elaboragdo de processos
eficientes de sanificagao dos laboratérios.

MATERIAL E METODOS

1- Material

- Plantas medicinais do hdrto da
Faculdade de Farmacia e Bioquimica da UFJF:
hortela, guaco, poejo, capim-limdo, camomila.
Foram coletadas 3 amostras para analise
microbiologica de cada planta.

- 102 Placas de Petri tamanho oficial: 9,1
cm de diametro e 65,038 cm? de area.

- Meios de Cultura: PCA (Agar Padrao
para Contagem) e BDA (Agar Batata Dextrosado).

- Estufa para incubagdo.

- Geladeira - para conservagao dos meios.

1.1- Preparo dos meios de cultura para
avaliagdo microbiolégica
1.1.1- Caracterizagao microbiolégica

Quatro condigoes principais influenciam
o meio fisico de um microrganismo: temperatura,
pH, atmosfera gasosa e pressao osmotica. O
processo visa a obtengao de coldnias de

microrganismos mesdfilos, que crescem melhor
em temperaturas entre 25 e 40°C. As baclérias
saprifitas e os fungos sao exemplos de
microrganismos que crescem no limite minimo
da variagdo de temperatura mesofilica. Os
microrganismos parasitarios de humanos e
animais crescem no limite maximo dessa
variagao. Aqueles que séo patogénicos para o
homem crescem melhor em torno da temperatura
corporal, ou seja, a 37°C (Chan et al., 1996).

Os elementos quimicos principais para o
desenvolvimento das células microbianas incluem
carbono, nitrogénio, hidrogénio, oxigénio, enxolre
@ fésforo (Chan et al., 1996).

Os meios de cultura sao escolhidos em
vitude dos possiveis microrganismos a serem
detectados nos ambientes das dreas de produgao
de fitoterapicos, levando-se em consideragao suas
exigéncias nutricionais, assim como suas
caracteristicas de cultivo.

O meio de cultura indicado com o inluito
de crescimento de bactérias aerdbias mesofilas
€ 0 PCA (Agar Padrao para Contagem), um meio
extremamente rico em nutrientes, o qual é
colocado em placas de Petri estéreis; apés
exposicao ao meio ambiente, as placas sao
encubadas em estufa a 35°C por 48 horas; a esse
tempo é feita a contagem de coldnias. Para o
cultivo de fungos, em geral, é usado o BDA (Agar
Batata Dextrosado), um meio com concentragao
maior de glicose, e apresenta um pH em torno de
5,6, mais baixo que o PCA, que tem pH em torno
de 7.0. A alta concentragdo do agucar € o pH
relativamente baixo favorecem o crescimento de
fungos, mas inibem o desenvolvimento da maioria
das bactérias (Chan el al, 1996). As placas de
Petri contendo BDA sao deixadas para incubagéao
a temperatura ambiente, ao redor de 25°C, por
72 horas, quando é feita a contagem de coldnias.

Nesses meios podem crescer tanto
microrganismos que levam a deterioragac das
planlas ou redugdo na vida-de-prateleira do
fitoterapico, quanto aqueles chamados
indicadores, cujas preseng¢as fornecerao
informagdoes sobre as condigdes higiénico-
sanitarias vigentes nas areas de produgao
(Azevedo et al,, 1088).

A visualizag¢ao do crescimento de bolores
é devida ao desenvolvimento do micélio fungico,
constituido de um aglomerado de hifas, com
aspecto variavel, seco a umido e gelatinoso,
compacio ou pouco denso, com aparéncia
colonosa; o micélio usualmente € incolor, embora
em algumas espécies haja produgdo de
pigmentos, conferindo-lhe uma tonalidade
vermelha, amarela, castanha, cinza ou prela. Em
muitos bolores, as diferentes coloragbes das
coldnias sao decorrentes da maciga produgao de
esporos assexuais (conidios e esporangiosporos),
resultando em coloragdes verde, verde-azulada,
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laranja, castanha, cinza ou preta, sendo
caracteristicas auxiliares na identificagao de
géneros e espécies (Azevedo et al, 1988). O
aspecto das colbnias de leveduras e baclérias e
bastante semelhante, sendo portanto, faciimente
confundidas, a nao ser pela coloragéo diferenciada
de algumas coldnias de leveduras.

1.1.2- PCA - Agar Padrao para Contagem

Componentes:

Extrato de levedura (2,5 g), triptona (5 g),

glicose (1 g), agar (15 g).

Preparagéo: Suspender os componentes
em 1L de agua destilada/ deionizada. Deixar em
repousc por 15 minutos. Ferver até dissolugao
completa. Distribuir em tubos ou frascos

apropriados, pH final: 7,0 £ 0,1.

1.1.3- BDA - Agar Batata Dextrosado
Componentes: Infuso de batata (4 g),
glicose (20 g), agar (15 g).
Preparacgao: Dissolver os componentes
em 1 L de agua destilada. Hidratar por 10-15
minutos. Aquecer agitando frequentemente e
ferver por 1 minuto, Esterilizar a 121° C por 15
minutos. Esfriar até 45-50° C. Distribuir por placa
15-20 mL (placa de Petri estéril). Se nao for usado
no mesmo dia, armazenar a 2-8° C em posigéo
invertida. O meio preparado é valido por 6-8
semanas. O procedimento de uniformizagdo pode
incluir ajustes para encontrar o desempenho
adequado, pH final: 5,6 £ 0,2 a 25°C.

2- Métodos

Utilizou-se a técnica de sedimentagao, a
qual consiste em expor a placa de Petri em
determinado ambiente, durante 15 minutos. O
crescimento de coldnias permite que seja feila a
quantificagdo das mesmas e poslerior
identificagdao dos microrganismos presentes
atraves de meétodos especificos. Os meios de
cultura utilizados, PCA e BDA, permitem o
crescimento de bactérias aerdbias mesdéfilas e de
fungos (bolores e leveduras) respectivamente.

RESULTADO E DISCUSSAO
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Sendo a placa contendo o PCA, apos a coleta por
sedimentagao, colocada em incubagéo em estufa
a 35° C por 48 horas, enquanto o BDA é deixado
em incubac&o a temperatura ambiente (25°C) por
72 horas. Ap6s o periodo de incubagao & feita a
contagem das coldnias formadas em cada placa
e 0 resultado é expresso em UFC/cm?/semana
(Favero et al., 1984; Giese, 1991; Andrade &
Macédo, 1996; Moreira da Silva, 1996).Para
expressar o resultado foram realizados alguns
cdlculos, segundo Moreira da Silva, 1996, em
fungdo do resultado ser expresso em UFC/cm?/
semana: Placa de petri oficial: 9,1 cm de didmetro
Area da placa: 65,038 cm?
Numero de minutos em uma semana; 10080

minutos
N® DE COLONIAS / 65 cm? = N* DE COLONIAS POR
PLACA.
N° DE COLONIAS / 65 cm>—— 15 minutos
X ————— 10080 minutos

X= (N*DE QQJ.QHMM -
15
N® DE COLONIAS , 155.07

15
X= N2 DE COLONIAS . 10

Esta técnica foi utilizada durante 3 fases
da produgdo de fitoterdpicos: na sala de selegao
(58), na estufa de estabilizagéo (ES) e na sala de
manipulagdo (MP). Para cada coleta de uma das
plantas foi feita a andlise nessas areas, colocando-
se uma placa de PCA e uma de BDA.

Neste trabalho foram respeitados
rigorosamente o periodo de plantio, a época e o
horério de coleta de cada planta, sendo que nao
houve nenhum processo de limpeza das plantas
apés a coleta.

Outro aspecto a ressaltar é que, as
condigbes nas quais foi executado o projeto se
aproximaram o maximo possivel da realidade do
laboratério de plantas medicinais, nao sendo
alterada nenhuma rotina do setor de produgao
durante o periodo de pesquisa.

QUADRO 1- Média dos resultados das contagens para aerébios/ mesdéfilos e fungos (bolores e leveduras)
nas diversas dreas de produgao (média de trés repeti¢des)

Local HORTELA GUACO POEJO CAPIM- CAMOMILA
LIMAD

§S PCA 0210 0127 0020 0023 0263
BDA 0117 0303 0067 0067 0257

ES PCA 0067 0023 0007 0060 0220
BDA 0197 0070 0080 0043 0283

MP PCA 1817 0157 2730 0147 0067
BDA 1083 3867 3217 0603 0200

Unidade: UFC/ cm#/semana:
SS - Sala de Selecdo
ES - Esluia de Eslabilizagéo

MP - Sala de Manipulagdo
PCA -Plate Count Agar(Agar Padrao para Contagem)
BDA - Batata Dextrose Agar (Agar Batata Dextrosado).
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QUADRO 2- Resumo da analise de variancia dos resultados oblidos nas contagens de micrarganismo
aerdbios mesdfilos (média de trés repeticdes)

Fonte sQ gl am F alfa F tab
Trat 2597804,13 2 1298902,1 2,45 0,05 4,459
Blocos 1794521,7 4 448630,4 0,84 0,05 3,838
Erro 4249547 .9 8 531193.5
Significativo a 5% de probabilidade (P<0,05) Blocos = plantas

Trat =885, ES, MP

Os resultados obtidos pela andlise estatistica, em nivel de 5% de probabilidade, mostram que, tanto
para os microrganismos aerdbios mesdfilos como para fungos, ndo existem diferengas significativas, quando
se comparam as contagens obtidas para as diversas plantas nas areas da linha de produgao de fitoterapicos,
ou seja, todas as plantas contribuem da mesma forrma para os niveis da contamina¢ao ambiental.

HORTELA

—fACT A
— U NGOS

AREA

MP - Sala da manipulagio

Unidade: UFC /em? / semana

S5 - Sala de selegao ES - Estufa de eslabilizagio

MP - Sala de manipulagéio

FIGURA 1- Numero de microrganismos nas diversas
areas de produgédo de fitolerapicos para
o hortela (media de trés repetigbes).
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RAC TlMing

B3 ES wmP
AREA

Unidade: UFC / cm? / semana

35 - Sala de selegao ES - Estula de establlizagio

MP - Sala de manipulagio

FIGURA 2- Numero de microrganismos nas diversas
dreas de produgdo de filolerdpicos para o
guaco (media de rés repetigdas).
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Unidade: UFC / em?® / semana
55 - Sala de selegdo ES - Estufa de estabilizacio
MP - Sala de manipulagdo

FIGURA 3- Numero de microrganismos nas diversas
dreas de producao de fitoterdpicos para o
poejo (média de trés repeticdes).
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s

-
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AREAS

Unidade: UFC /cm?/ samana

55 - Sala de salecéo ES - Estula de astabilizagio

MP - Sala de manipulagio

FIGURA 4- Nimero de microrganismos nas diversas
areas de produgdo de litoterapicos para
o capim-lim&o (média de trés repeligdes).

Unidada: UFC /cm? / samana
55 - Sala de selegéo ES - Esiula de estabilizagao
MP - Sala de manipulagéo

FIGURA 5- Numero de microrganismos nas diversas
areas de produgdio de fitoterapicos para o camomila
(média de trés repeticbes).
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Quando se compara 0s niveis de contaminagac ambiental entre as areas da linha de produgac
(SS, ES, MP), independente da planta manipulada, os valores obtidos para microrganismos aerobios
mesafilos nao apresentam diferenga significativa; para contagens de fungos, os valores oblidos apresentam
diferenga signficativa, em nivel de 5% de probabilidade. Ressalta-se ainda, que a ES, tem area muito menor

que SS e MP.
QUADRO 3- Resumo da andlise de variancia dos resultados obtidos nas contagens de fungos (media de
trés repeticoes)
Fonte SQ ol QM F alfa F tab
Trat 9017335,6 2 45086678 4,88 0,05 4,459 *
Blocos 3489998.3 4 §72499.6 0.94 0.05 3,838
Erro 7386527,7 8 923316,0 =

Significativo a 5% de probabilidade (P<0,05)
Tral =SS, ES, MP

Ja era esperado que as contagens de
microrganismos aerébios mesdfilos, nao
apresentassem diferenga significativa da SS para
a MP, pois existe uma redugao do “Aa" (atividade
de agua) na planta, ou seja, a disponibilidade de
agua na planta diminui da SS para a MP,

Outro resultado, que deve ser ressaltado,
se relaciona com a camomila, pois se obleve na
MP niveis menores de contaminagao ambiental
que na SS e ES, tanto para fungos como para
microrganismos aerobios mesdfilos. Estes
numeros sdo fungdo da multiplicidade de
principios ativos presentes na camomila dos quais
se destacam lactonas sesquiterpénicos e
constituintes flavénicos , que ainda estavam
sendo liberados para o meio ambiente(FIGURA
5).

Para complementar o presente trabalho
e tendo em vista a crescente preocupagdo com a
conservagao de fitoterapicos por parte dos
professores desta area na UFJF, ha necessidade
de se desenvolverem novos projetos visando a
identificagao dos microrganismos quantificados e
a criagao de métodos de higienizagao (retirada
de residuos e desinfecgac) com produtos
especificos para os ambientes de produgao de
fitoterapicos.

Oulro aspecto importante, se deve a
necessidade de realizar pesquisas envolvendo a
manipulagao concomitante de duas plantas dentro
da linha de produgac de filolerapicos, para se
avaliar a possibildade de redugao da microbiota
ambiental, pela presenga de principios ativos
diversos no ambiente.

Ressalta-se ainda a necessidade de
utilizagdo de EPI| (equipamento de protegéo
individual) como a mascara, gorro, jaleco e luva
em todas as etapas de manipulagao das plantas.

CONCLUSAO

Em virtude dos resultados obtidos conclui-
se que:

- O fluxc de pessoas no laboratério de
Farmacodinamica durante a presenga das plantas

Blocos = plantas

principalmente na SS e MP devem ser reduzidos,
ou seja, o acessc a linha de produgdo de
fitoterapico da UFJF deve ser restrito, com salas
de uso especifico.

- Previamente a manipulagao de cada
planta, as bancadas e ambiente devem sofrer um
processo de higienizagéo (retiradas de residuos e
desintecgao) com produtos especificos e de acordo
com a microbiota caracteristica da planta.

- Quanto & camomila se indica realizar
um novo trabalho com a mesma metodologia
utilizando-se a “mil folhas” (Achillea miflefoliumL. )
que possui constituicao quimica semelhante a da
camomila, para uma avaliacéo da sua contribuigao
para a redugao da microbiota ambiental.
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