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RESUMO

A avaliagdo da qualidade microbiolégica de produtos armazenados, utilizados como plantas medicinais, é
fundamental para garantir a seguranga alimentar, em fun¢io do potencial micotoxigénico apresentado por algumas
espécies de fungos. No presente trabalho foram realizados o isolamento, a quantificagao e a identificagao de fungos
potencialmente produtores de micotoxinas em amostras de chas de camomila (Chamomilla recutita L.), erva-doce
(Pimpinella anisum L.) e erva-mate (Ilex paraguariensis St.-Hil.), adquiridas em estabelecimentos comerciais da
cidade de Curitiba, PR, Brasil. As amostras foram analisadas nas formas de infusdo fria, de infusdo tradicional e de
cocgao. Nao houve diferencas significativas nos valores de UFC/g nas amostras de camomila, erva-mate e erva-doce
analisadas na forma de infusdo. Foram observadas diferengas significativas em amostras de camomila e erva-doce
em forma de infusdo fria em rela¢do as demais formas de processamento de amostras , contudo essas nao foram
evidentes nas amostras de erva-mate. Os principais géneros de fungos isolados das amostras analisadas foram
Aspergillus sp (35,9%); Penicillium sp (9,4%); Fusarium sp (0,21%); Rhizopus sp (11,5%), Ulocladium sp (18,4%) e
Mycelia sterilia (6,84%). Entre os fungos potencialmente toxigénicos, o Aspergillus sp foi o mais frequente nos trés
tipos de chas, seguido de Penicillium sp e Fusarium sp. Considerando que os fungos com potencial micotoxigénico
persistem mesmo apds a infusdo ou cocgdo, recomenda-se que estratégias sejam desenvolvidas para garantir a
qualidade e a seguranca alimentar dos produtos consumidos pela populacéo.

Palavras-chave. Chamomilla recutita, Pimpinella anisum, Ilex paraguariensis, fungos micotoxigénicos.

ABSTRACT

Microbiological evaluation on stored products such as medicinal plants has been a matter of great concern for Food
Safety due to the potentiality in producing mycotoxins by some fungal species. In the present paper, the isolation,
quantification and identification of potentially mycotoxigenic fungal genera in the chamomile (Chamomilla recutita),
anise (Pimpinella anisum) and mate tea (Ilex paraguariensis) tea-leaf samples are reported. The analyzed tea-leaf
samples were purchased from stores located in the city of Curitiba, Parand, Brazil, and they were evaluated in the
forms of cool infusion (pouring cool water on the leaves), regular infusion (pouring hot liquid on the leaves) and
leaves boiling process. In chamomile, mate tea and anis tea-leaf samples analyzed in infusion form, no significant
differences on CFU/g values were showed=The cool infusion forms of chamomile and anis teas presented some
significant differences, but not in mate tea cool infusion. The-fungal genera isolated from analyzed samples were
Aspergillus sp (35.9%); Penicillium sp (9.4%); Fusarium sp (0.21%); Rhizopus sp (11.5%), Ulocladium sp (18.4%)
and Mycelia sterilia (6.84%). The potentially mycotoxigenic fungus Aspergillus sp was the most frequent in all of
analyzed tea samples, followed by Penicillium sp e Fusarium sp. Considering that the potentially mycotoxigenic
fungi remain in tea samples even after being treated by infusion and boiling processes, some strategies should be
implemented to guarantee the food quality and safety.
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INTRODUCAO

Plantas com propriedades medicinais vém sendo usadas
desde a antiguidade no tratamento de diversas doencas no
homem e, ainda hoje, uma grande parcela da populagao
de paises em desenvolvimento depende unicamente desta
forma de tratamento'. Com a recente busca por novos
compostos com propriedades terapéuticas e a pressao
social para consumo de produtos de origem natural,
o consumo de plantas medicinais vem aumentando
consideravelmente. As ervas, em geral, ao serem colhidas,
passam por processos de secagem, normalmente em
estufas a céu aberto, onde recebem toda a influéncia de
fungos filamentosos?.

A resolug¢ao RDC 12/01 da Anvisa, que
regulamenta os padrdes microbioldgicos para alimentos,
nao contempla a pesquisa de fungos filamentosos em
chds ou em alimentos consumidos apds adi¢ao de
liquido com emprego de calor’. Embora todas as plantas
apresentem micro-organismos endofiticos, muitas
vezes produzindo compostos com ag¢do terapéutica, a
contaminagao superficial por algumas espécies de fungos
¢ um fator preocupante®.

Fungos filamentosos como Aspergillus e Penicillium,
encontrados em praticamente todos os nichos ambientais,
apresentam vdrias espécies produtoras de metabdlitos
toxicos durante seu crescimento e desenvolvimento®. A
ingestdo destas micotoxinas pode causar efeitos agudos
ou cronicos no homem e outros animais’, especialmente
no figado, rins e cérebro, além do alojamento destas nos
musculos esqueléticos®. Problemas imunoldgicos e a¢ao
carcinogénica também sao descritos’. As micotoxinas
mais importantes sao as aflatoxinas (Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus), fusariotoxinas (Fusarium spp) e
ocratoxinas (Aspergillus alutaceus, e algumas espécies de
Penicillium)®.

Acredita-se que quase todos os fungos sao poten-
cialmente produtores de metabdlitos téxicos e que todos
os alimentos sao suscetiveis a contamina¢ao’.

O presente trabalho teve por objetivo o isola-
mento, identificacdo e avaliagdo do numero de fungos
potencialmente produtores de micotoxinas em chds de
camomila (Chamomilla recutita L. (Compositae)) erva-
doce (Pimpinella anisum L. (Umbelliferae) e erva-mate
(Ilex paraguariensis St. Hil (Aquifoliaceae)), avaliados
em diferentes modos de preparo (infusao fria, infusio,
€0C6a0).
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MATERIAL E METODOS

= Obtengao de amostras

As plantas medicinais: camomila (C. recutita L.), erva-
doce (P. anisum L.) e erva-mate (I. paraguariensis
St.-Hill.) foram obtidas de sacarias pldsticas de
volume varidvel, expostas (setembro de 2005) em
trés diferentes estabelecimentos dentro do Mercado
Municipal de Curitiba, onde tradicionalmente ocorre
a venda de produtos a granel. O critério de escolha
dos estabelecimentos levou em consideragao a melhor
estrutura e as condi¢des higiénico-sanitarias dos
locais. Em cada estabelecimento, foram coletadas
aleatoriamente trés amostras de 500 g de cada espécie
vegetal, sendo estas acondicionadas em sacos de
polietileno. Em laboratério, as amostras de cada vegetal
foram misturadas para obtencdo de uma amostra
composta, da qual se retirou o equivalente a 1 kg para
a realizacao das andlises.

= Preparo das amostras

A avaliagao foi realizada no Laboratério de Microbiologia
e Biologia Molecular (LabMicro), do Departamento de
Patologia Bésica, da Universidade Federal do Parand,
Curitiba, PR. As amostras de cha foram preparadas pelos
métodos: infusdo fria, infusao e coc¢io, de acordo com
a metodologia de Furlaneto, Marins e Endo'’. Amostras
de 25 g de cada chéd foram homogeneizadas em 225 mL
de dgua destilada esterilizada, com auxilio de bastao
de vidro, por 3 minutos, constituindo o método de
infusio fria. Para o método de infusdo foi adicionada
agua destilada em ebulicdo. No método de cocgao, os
chés permaneceram em ebuli¢do por 1 minuto. Foram
realizadas dilui¢des decimais seriadas (1/10, 1/100 e
1/1000).

= Contagem e identificacao de fungos filamentosos
Aliquotas de 0,1 mL de cada amostra de chd e seus respec-
tivos métodos de preparo foram semeadas em 30 placas
de Petri (9 cm @) de meio Agar-Dextrose-Batata (BDA -
Difco) acrescido de tetraciclina (100pg.mL™*), pelo método
de plaqueamento em superficie. As placas foram incubadas
a25=*1°Cpor 7 dias e foi estimado o nimero de UFC/g".
Os isolados fingicos que apresentaram diferentes morfo-
logias coloniais foram isolados em BDA, incubados a 25 +
1 oC por 10 dias. Para a identificacdo dos isolados foram
utilizados critérios macro e micromorfoldgicos'> !>,
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= Analise estatistica

Os valores de UFC/g foram transformados em log (x+2),
submetidos a anilise de varidncia seguindo um modelo
fatorial (3x3) e as médias comparadas por meio de teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o
software ASSISTAT 7.5 2008".

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando o nimero de UFC/g nos diferentes chas,
observou-se que em camomila (2,63x10* UFC/g) os valo-
res nao diferem dos observados em erva-mate (1,73x10*
UFC/g) e em erva-doce (1,03x10* UFC/g), no método
de infusdo. Erva-mate e erva-doce sdo estatisticamen-
te diferentes, sendo os valores de erva-doce menores
(p<0,01). No método de infusdo os trés tipos de chds
apresentaram valores com diferencas ndo significativas,
sendo encontrado em camomila 1,5x10* UFC/g, em erva-
mate 1,73x10* UFC/g e em erva-doce 0,63x10* UFC/g.
No método infusao fria, camomila e erva doce nao
diferiram significativamente (5,6x10* UFC/g e 2,7x10*
UFC/g respectivamente), entretanto, ambos apresen-
taram diferengas em rela¢ao a erva-mate (10* UFC/g).
Todos os valores observados foram superiores ao limite
maximo sugerido pela Organizagao Mundial da Saude
para fitoterdpicos', que é de 10* UFC/g(Tabela 1).

Em relagao aos métodos de preparo, o método de
infusdo é estatisticamente comparével a cocgdo, diferindo

do método infusao fria, em camomila, o qual apresenta
maior nimero de UFC/g. em camomila, o método
infuso apresentou diferenca significativa em relagao ao
método infusdo fria. Em erva-mate, os trés métodos de
preparo sao similares e em erva-doce, os métodos infusao
e cocgdo nao apresentaram diferenca significativa no
numero de UFC/g, sendo ambos diferentes do método
de cocgdo (Tabela 1).

Observou-se uma tendéncia de diminui¢do no
numero de UFC/g quando os chds foram submetidos
ao aquecimento para camomila e erva-doce, sendo este
tratamento recomendado como uma das formas de
controle de fungos nestas ervas. Entretanto, apesar da
redu¢do no numero de isolados, os fungos filamentosos,
por apresentarem estruturas de resisténcia, podem
permanecer no produto até que existam condi¢des
ambientais para o seu desenvolvimento's.

Entretanto, em erva-mate os valores observados
nos trés métodos nao foram estatisticamente significativos.
Seria desejavel uma redug¢do nos niveis de contaminagao
nos infusos, ja que em virtude das tradi¢des regionais, a
erva-mate é preparada com agua fria e em infusdao com
dgua quente, constituindo bebidas tipicas popularmente
conhecidas como tereré e chimarrao'’.

As condigoes de armazenamento e o tempo,
bem como os tipos de embalagens podem propiciar o
desenvolvimento de micro-organismos nos chas. Os

Tabela 1. Média das contagens formadoras de colénia (UFC/g) de fungos isolados de chas de camomila, erva-mate e
erva-doce, nos métodos de preparo infusao fria, infusdo e coccao

Contagem

Espécies vegetais Método de preparo (UFCx10%/g*) Médias**
Camomila Infusao fria 5,6000 0.61224
(Chamomilla recutita L. Infusao 2,6300 0.4535%¢
(Compositae)) Coccao 1,5000 0.4207%
Erva-mate Infusao fria 1,0000 0.4771°A
(llex paraguariensis St. Hil Infusdo 1,7300 0.4855
(Aqufoliaceae)) Coccao 1,7300 0.5166%
Erva-doce Infuséo fria 2,7000 0.6239
(Pimpinella anisum L. Infusdo 1,0300 0.3839%®
(Umbelliferae)) Coccao 0,6300 0.45977

*Médias de 30 repeticdes. **Médias transformadas para log(x+2). DMS = 0.1016 CV=33,92%.
As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel de 5% de probabilidade).
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chds de camomila e erva-doce analisados sdo produtos
importados, ficando armazenados durante a entressafra
e comercializa¢do, propiciando condi¢des favoraveis ao
crescimento de fungos. A erva-mate, por sua vez, fica
armazenada por periodos de tempo menores, pois apds
a colheita é processada, comercializada e consumida
em curto espago de tempo, o que possivelmente leva a
diminui¢dao no nimero de fungos contaminantes.

Osvalores encontrados no presente trabalho foram
superiores aos obtidos por ROCHA et al."’. Estes autores
analisaram folhas inteiras de sene (Cassia acutifolia) e
boldo-do-chile (Peumus boldus) vendidas em farmdcias
de manipula¢ao em Campinas, Sdo Paulo e concluiram
que apresentavam um nivel de contaminagao por fungos
de até 7,37x10° UFC/g e 1,9x10° UFC/g, respectivamente.
Entretanto, os valores obtidos foram inferiores aos obtidos
por Aradjo e Ohara'®, que analisaram 45 amostras de
drogas vegetais vendidas em feira livre, no Estado de Sao
Paulo e que revelaram niveis de contaminagao por bolores
e leveduras de até 10° UFC/g. Também foram inferiores
aos resultados encontrados por Martins et al. %, que
encontraram fungos em 93,5% das amostras de plantas
medicinais comercializadas em mercados publicos em
Lisboa, Portugal, com niveis médios de 10° UFC/g.

Os principais géneros fungicos isolados no
presente trabalho, das amostras de camomila, erva-mate
e erva-doce foram Aspergillus sp (35,9%); Penicillium
sp (9,4%); Fusarium sp (0,21%); Rhizopus sp (11,5%),
Ulocladium sp (18,4%) e Mpycelia sterilia (6,84%).
Dentre estes, Aspergillus sp, Penicillium sp e Fusarium
sp sao descritos como potencialmente micotoxigénicos.
Segundo Furlaneto et al'’, estes fungos sao produtores
de metabdlicos secundarios, podendo causar diversas
patologias prejudiciais ao homem. Resultados semelhantes

aos obtidos no presente trabalho, com relacdo aos
géneros fungicos, foram encontrados em erva-mate (L.
paraguariensis), espinheira-santa (Maytenus ilicifolia),
sene (Cassia acutifolia) e boldo-do-chile (Peumus boldus)
(Bernardi'®; Aquino? Rocha'”), com grande concentragao
de Aspergillus sp e Penicillium sp, entre outros. Bugno
et al.%, compararam 64 diferentes espécies de plantas
medicinais comercializadas em Sao Paulo e avaliaram o
numero de isolados fungicos, destes, 9% correspondiam
a Aspergillus e Penicillium.

Em relagao a avaliagao qualitativa, ndo foi obser-
vada diferenca estatisticamente significativa quanto ao
numero de Aspergillus sp nas ervas analisadas, 0 mesmo
sendo observado para Fusarium sp. Em relagao ao género
Penicillium sp, em camomila, a sua frequéncia foi estatis-
ticamente diferente dos demais (p<0,01) (Tabela 2).

Emrelagao afrequéncia dos géneros potencialmente
micotoxigénicos Aspergillus sp, Penicillium sp e Fusarium
sp, em camomila, foi observada diferenca estatisticamente
significativa (p<0,01). Ja em erva-mate e em erva-doce,
o género Aspergillus sp diferiu significativamente de
Fusarium sp e Penicillium sp, os quais ndo diferiram entre
si (p<0,01) (Tabela 2).

Os géneros Ulocladium sp, Rhizopus sp e Mycelia
sterilia também foram observados no presente trabalho.
Segundo Borges®, embora ndo se conhecam evidéncias
de toxicidade para estes géneros, ndo se descarta a
possibilidade de que seus metabdlitos apresentem algum
tipo de reagao toxigénica no organismo humano ou
animal.

Os dados obtidos sugerem que condi¢oes inade-
quadas de qualidade da matéria prima, processamento,
distribui¢ao, armazenamento e comercializagao dos
chas avaliados contribuiram para a contamina¢ao dos

Tabela 2. Média de géneros de fungos potencialmente toxigénicos isolados de chas de camomila, erva-mate e

erva-doce
FUNGOS
Chas , . s :
Aspergillus Penicillium Fusarium
Camomila 0.5103 0.5137 0.5059*
Erva-mate 0.4341b4 0.3304¢® 0.3128%
Erva doce 0.30694 0.3010% 0.3010%

Médias de 30 repeticdes. Dados transformados para log (x+2). DMS=0.0525. CV=22,12%.
Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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produtos por fungos. Estudos mais aprofundados devem
ser conduzidos, envolvendo o levantamento quantitativo e
qualitativo dos isolados fingicos. A identificagao de fungos
contaminantes de chds ¢ uma importante ferramenta para
aseguranca alimentar dos consumidores destes produtos,
uma vez que a presenca de micro-organismos produtores
de micotoxinas pode acarretar efeitos prejudiciais a satide
do consumidor, dependendo da forma de preparagdo
ao qual sao submetidos. Tendo em vista que, mesmo
com a infusao ou coc¢dao do produto, os fungos com
potencial micotoxigénico ainda persistem, estratégias
para garantir a qualidade e a segurancga alimentar devem
ser desenvolvidas.
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