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RESUMO

O aumento do consumo de produtos de origem natural tem ocasionado problemas de salde publica devido ao risco da
contaminagdo fungica e apossivel presenga de micotoxinas. Objetivou-se, neste estudo, identificar as espécies flingicas com potencial
micotoxigénico e avaliar o efeito dairradiagio gama (*°Co) na destruicéo da microbiota fangica natural de cinco plantas medicinais:
Alcachofra (Cynara scolymus L), Boldo (Peumusboldus Molina), Camomila (Matricaria recutita L.), Chapéu de couro (Echinodorus
grandiflorusMicheli) e Sene (Cassia acutifolia Delile). A quantificag8o de fungos filamentosos e leveduras foi efetuada pela Técnica
de Diluic8o Seriada em meio DRBC. Em Camomila foram identificados 8 isolados de Aspergillus flavus, sendo 2 (25%) produtores
de aflatoxina B, e B, e 5 isolados de Aspergillus ochraceus, sendo 2 (40%) produtores de ocratoxina A. Em Alcachofra foi identificado
1 isolado de Aspergillus ostianus produtor de ocratoxina A. Observou-se reducdo total da contagem de fungos em Boldo a partir de 3 kGy
e em Chapéu de couro e Sene a partir de 5 kGy. Em Alcachofra, a contagem inicial de 5,0 x 105 UFC/g foi reduzida para 3,5 x 10?UFC
com dose de 10 kGy. Nessa mesma dose a contagem fungica em Camomilafoi reduzidade 3,0 x 10° UFC/g para 2,2 x 10° UFC/g.

Termos par a indexacdo: Cobalto 60, fungos toxigénicos, contaminagdo, plantas medicinais.

ABSTRACT

The increasing consumption of natural products has brought about problems related to public health due to the risk of fungi
contamination and the considerable possibility of mycotoxin presence. The aim of this work wasto identify the fungi species with
mycotoxigenic potential and to evaluate the effect of gammairradiation (*Co) on killing the natural fungi microbiota of five medicinal
plants: artichoke (Cynara scolymus L.), boldo (Peumus boldus Molina), chamomile (Matricaria recutita L.), burhead (Echinodorus
grandiflorusMicheli), and senna (Cassia acutifolia Delile). The qualification of filamentous fungi and yeast was carried out utilizing
the Technique of Serial Dilutions on DRBC medium. Eight isolates of Aspergillus flavus were identified on chamomile, two (25%)
being producers of aflatoxins B, and B, as well asfive isolates of Aspergillus ochraceus, two (40%) being producers of ocratoxin. On
artichoke, one isolate of Aspergillus ostianus was identified as ocratoxin A producer. A reduction on the total counting of fungi was
observed in boldo with irradiation higher than 3 kGy, and in both burhead and senna with irradiation higher than 5 kGy. Theinitial
counting on artichoke of 5.0 x 10° CFU/g experienced areduction to 3.5 x 10?with doses of 10 kGy. With this same dose the fungi
counting on chamomile was reduced from 3.0 x 10°CFU/g to 2.2 x 103CFU/g.

Index terms: Cobalt 60, toxigenic fungi, contamination, medicina plants.
(Recebido em 8 dejunho de 2007 e aprovado em 13 de junho de 2008)

INTRODUCAO dia. Atualmente, grande parte da comercializacéo de plantas

medicinais é feitaem farmécias e lojas de produtos naturais,

Nos paises em desenvolvimento, bem como nos  onde preparagfes vegetais sdo comercializadas com

mais desenvolvidos, os apelos da midia para o consumo  rotulagdo industrializada. Em geral, essas preparagdes ndo
de alimentos a base de fontes naturais aumentam acada  possuem certificado de qualidade e sdo produzidas a partir
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de plantas cultivadas, 0 que descaracteriza a medicina
tradicional, que utiliza, quase sempre, plantas da flora
nativa. Essas preparagdes sdo usualmente chamadas de
chés medicinais e sdo preparadas utilizando plantas
naturais coletadas, secas e embaladas sem um efetivo
controle higiénico e sanitario (MACIEL et al., 2002;
MARTINSet a., 2001; VEIGA JUNIOR et a., 2005).

No inicio da década de 1990, a Organizacéo Mundial
de Saide (OMS) divulgou que 65-80% da populacéo dos
paises em desenvolvimento dependiam das plantas
medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados
essenciais para cuidados da salide primaria (CALIXTO,
2000).

O aumento do consumo de produtos naturais tem
se tornado problema de salide publica. O interesse com a
seguranca desses produtos é devido, em parte, a possivel
presenca de bactérias patogénicas e fungos toxigénicos
produtores de micotoxinas (ABOU-ARAB et al., 1999;
ARAUJO & OHARA, 2000; ROCHA et &., 2004). Fungos
dos géneros Aspergillus e Penicillium, largamente
distribuidos no ecossistema brasileiro apresentam espécies
produtoras de micotoxinas (BUGNO et al., 2006).

Em 1981, a preservacdo de alimentos pelo tratamento
com airradiacdo gamafoi aprovada pelo Comité Misto da
Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacéo e
Agricultura (FAO/WHO) e pela Agéncia Internacional de
Energia Atdmica (IAEA). No Brasil esta em vigor a
Resolucdo RDC N’ 21, de 26 de janeiro de 2001, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria do Ministério da Salde
(ANVISA, 2001). Segundo a Resolugéo, qualquer alimento
pode ser tratado por irradiacdo gama desde que néo
comprometa suas qualidades funcionais e sensoriais.

Em 2004, aANVISA por meio da Resoluggio RDC N°
48, de 16 de marco de 2004, dispds sobre o registro de
medicamentos fitoterdpicos no Brasil, estabelecendo que
as industrias que comercializam esses produtos devem
informar a parte da planta utilizada, os testes de pureza e
integridade, analise qualitativa e quantitativa dos principios
ativos e/ou marcadores e a descricdo detalhada de todas
as metodologias utilizadas no controle de quaidade. E
exigido ainda da empresa o Certificado de Boas Préticas de
Fabricacdo e Controle (BPFC), emitido pela ANVISA
(ANVISA, 2004).

Considerando que a contaminagdo de produtos de
origem vegetal torna-os inadequados para aplicagdo em
industrias de alimentos e farmacéuticas, objetivou-se, neste
trabalho, avaliar os niveis de contaminagéo fungica, a
presenca de fungos toxigénicos produtores de aflatoxinas
eocratoxina A e aeficiénciadairradiagdo gamaem destruir
amicrobiotafingicainicial de algumas plantas medicinais.

MATERIAL E METODOS
Amostras

As plantas medicinais utilizadas, Alcachofra
(Cynara scolymus), Boldo (Peumus boldus), Camomila
(Matricaria recutita), Chapéu de couro (Echinodorus
grandiflorus) e Sene (Cassia acutifolia), foram coletadas
no Mercado Central de Belo Horizonte pela Vigilancia
Municipa de Salide, em setembro de 2006. Cada material
foi coletado em sacos de polietileno contendo cerca de
1,2 kg.

Irradiaco

A irradiacdo gamafoi conduzida no Laboratério de
Irradiagéo Gama do Centro de Desenvolvimento da
Tecnologia Nuclear — CDTN/MG. A taxa de dose foi ao
redor de 6,0 kGy h'. As doses de irradiagdo aplicadas foram
0,1,3,5 7el0kGy.

Avaliagdo da contaminacdo flingica

Vinte e cinco gramas de cada amostra foram
homogeneizados com 225 mL de &gua peptonada a 0,1%,
durante 2 minutos, utilizando-se um “Stomacher” 400

foram preparadas dilui¢es seriadas até 10°. De cada
diluic8o foram retiradas aliquotas de 0,1 mL e transferidas
para placas de Petri (9 cm &), em triplicata, em meio de
cultura DRBC/DIFCO (Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol). As placas foram incubadas por um periodo
de5 a7 diasa25 °C. Foram considerados os resultados
gue apresentaram contagem entre 15 e 150 UFC (Unidades
Formadoras de Coldnias). Os resultados foram expressos
em UFC por grama de planta medicinal. Foram selecionados
fungos paraidentificacdo até espécie, utilizando-se meio
de Agar Malte 2% e identificados conforme Klich (2002),
Pitt (2000) e Samson et a. (2000). Os fungos que ndo
apresentaram morfologia semelhante aos fungos
produtores de aflatoxinas e ocratoxina ndo foram isolados
nem identificados.

Potencial Toxigénico

Os isolados identificados foram inoculados em meio
de YES (Extrato de Levedura Sacarose) e incubados durante
7 dias a 25-26°C, conforme descrito por Filtenborg & Frisvad
(1980). Para deteccdo qualitativa de micotoxinas foram
utilizadas placas de cromatografia em camada delgada
(MERCK - SilicaGel 60, 20 x 20 cm, 0,25 mm de espessura).
A cromatografiafoi desenvolvida em tolueno, acetato de
etlila e &cido formico (50:40:10). Apds eluicdo as placas
foram secas em capela e visuaizadas em luz ultravioletaa

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 33, n. 5, p. 1372-1378, set./out., 2009



1374

PRADO, G. et d.

366 nm. Foram utilizados para comparagéo padrdes de
aflatoxinaB1, B2, G1, G2 e ocratoxina A (Sigma).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Embora fosse esperado encontrar alto grau de
contaminacdo fungica em funcdo da origem natural das
plantas medicinais (Tabela 1), os valores iniciais da
Contagem de fungos filamentosos e leveduras das
amostras ndo irradiadas (0 kGy), com excecéo do Boldo do
Chile, foram superiores ao limite maximo sugerido pela

Organizacdo Mundial da Saude para plantas pré-
tratadas com &gua quente (1 x 10*UFC/g) (WHO, 1998).
A capacidade de produc&o de micotoxinas pelas
espécies fungicas isoladas das plantas medicinais
estéo na Tabela 2.

As amostras de Alcachofra, Sene e Camomila
apresentaram os hiveis mais elevados de contaminago
com fungos filamentos e leveduras (Tabela 1), sendo que a
Camomila e aAlcachofra, foram as Unicas amostras que
apresentaram contaminagdo com fungos produtores de

Tabela 1 - Efeito dairradiagdo gama (%°Co) na Contagem Total de fungos em plantas medicinais.

Contagem de Total de fungos (UFC/g*)

Dose de

Irragiacéo (kGy) Alcachofra Boldo do Chile Camomila Chapéu de Couro Sene
0 5,0 x 10° 2,0x10° 3,0x10° 2,0x10* 45x 10°
1 1,2 x 10° 2,0x 10° 6,1x 10° 39x 10 7,0x 10°
3 29x10° <10 42x10° 1,0x 10° 2,0x 10°
5 2,8x 10 <10 2,4x10° <10 <10
7 4.4x10° <10 2,8x10° <10 <10
10 35x 10° <10 22x10° <10 <10

"Média de triplicata

Tabela 2 — Espécies fungicas isoladas de plantas medicinais e potencial de produgdo de micotoxinas: Ocratoxina A

(OTA) e Aflatoxinas (AFLA)

Amostra/espécie Potencial toxigénico (OTA) Potencial toxigénico (AFLA)
Camomila
Aspergillus ochraceus 5/2 (40%) --
Aspergillus sclerotiorum 1/0 --
Aspergillus flavus -- 8/2(25%)
Emericella nidulans -- --
Alcachofra ND
Aspergillus ostianus 1/1 (100%) --
Aspergillus ochraceus 1/0 --
Boldo ND ND
Sene ND ND
Chapéu de Couro ND ND

ND — N&o foi detectada na amostra a presenca de fungos toxigénicos
5/2 (40%) — Dos cinco isolados testados, 2(40%) foram produtores de ocratoxina A
—N&o foram testados a producdo de AFLA e OTA pois espécies ndo sao consideradas como produtoras.
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micotoxinas (Tabela2). A partir de 10 kGy todas as amostras
apresentaram niveis de contaminag@o abaixo do limite
sugerido pela OMS. As espécies toxigénicas foram
identificadas somente quando as amostras ndo foram
irradiadas, demonstrando que airradiacdo foi eficiente no
controle das espécies de Aspergillus identificadas neste
estudo.

Mesmo apds airradiacdo de 10 kGy permaneceu a
contaminacdo com fungos filamentosos e leveduras nas
amostras de Camomila e Alcachofra, indicando resisténcia
desses micro-organismos a radiacdo ionizante.

Comparando-se os dados deste trabalho com
levantamentos feitos por diferentes autores, observa-se
uma concordancia de resultados. Avaliacdo de 91 amostras
de plantas medicinais, compostas por 65 diferentes espécies
de plantas, comercializadas em 4 lojas de Sdo Paulo, revelou
que 54,9% excediam o limite de 2 x 10?UFC/g determinado
pela Farmacopéia Americana (United..., 2005). Os géneros
Aspergillus and Penicillium correspondiam a 89,9% dos
isolados. Verificou-se que 21,79% dos isolados
demonstraram capacidade para produzir aflatoxinas
(42,9%), ocratoxina A (22,4%) e citrinina (34,7%). Espécies
de Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Penicillium
citrinumforam osisolados mais frequentes, com 23,39%,
20,97% e 12,50%, respectivamente (BUGNO et dl., 2006).

Rochaet a. (2004) avaliaram a presenca de fungos
filamentosos em folhas inteiras de Cassia acutifolia (sene)
e Peumus boldus (boldo-do-Chile), comerciaizadas em
farmécias de manipulacdo da cidade de Campinas, Séo
Paulo. Oito das vinte amostras de Sene e dez das vinte de
Boldo apresentaram niveis acima dos limites preconizados.
Os niveis de contaminagéo variaram de 1,0 x 10* UFC/ga 7,37
x 10°UFC/g e de 5,0 x 10tUFC/g a 1,9 x 10°UFC/g, para Sene
e Boldo-do-Chile, respectivamente. Os resultados encontrados
nesse trabalho para Boldo-do-Chile foram 2,0 x 10°UFC/g e
para Senede 4,5 x 10° UFC/g (Tabela 1).

Resultados semelhantes foram encontrados por
Araljjo & Ohara (2000). Em 45 amostras de drogas vegetais,
adquiridas nafeira da Praca da S&, em S&o Paulo e utilizadas
para preparacdo de infusos e decotos destinados ao uso
por viaora, acontaminacdo por bolores e leveduras variou
de 1,6 x 10° UFC/g a 1,0 x 10" UFC/g, com maior fregliéncia
de amostras nos niveis entre 10*a 10°e 10°a 10° UFC/g.

Em mercados publicos da cidade de Lisboa,
Portugal, Martins et a. (2001) avaliaram 62 amostras de
plantas medicinais. Fungos foram encontrados em 93,5%
das amostras. O nivel médio da populacdo flngicafoi de
10°UFC/g e em todas as 13 amostras de Camomilaforam
detectados fungos na faixa de 2,3 a 3,8 log,, UFC/g,
correspondendo a 1,99 x 10?a 6,31 x 10°UFC/g. A contagem

de fungos para Camomila nesse trabalho atingiu 3,0 x 10°
UFC/g.

Na Nigéria, a contagem de fungos em amostras de
plantas, antes da secagem e apds armazenamento, variou
de 0,60 x 10?a 3,5 x 102 UFC/g, dentro dos padrdes
internacionais exigidos (EFUNTOYE, 1996).

Rizzo et d. (2004) avaliaram, na Argentina, 152
plantas medicinais secas e também detectaram elevados
niveis de contaminagdo fungica. Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus foram as espécies predominantes
e cerca de 50% dos 40 isolados foram caracterizados como
toxigénicos.

Em relacdo a aplicacdo dairradiacdo gama (%°Co)
em alimentos observa-se um grande namero de
publicacdes (AHMAD et al., 2002; AQUINO, 2003; AZIZ
& MOUSSA, 2002; AZIZ & Y OUSSEF, 2002; FARKAS,
2006; FOONG et al., 2004; PRADO et a., 2005a,b, 2003,
2006; REFAI et a., 2003). Entretanto, poucos sdo 0s
trabalhos que descrevem a utilizacdo de %°Co em plantas
medicinais e produtos fitotergpicos.

Neste trabalho (Tabela 1) foi observado que o efeito
da irradiac8o gama variou em funcdo do tipo de planta
medicinal. Doses baixas, 3 e 5k Gy, foram capazes de reduzir
totalmente a contaminacdo fungica em Boldo-do-Chile,
Chapéu de couro e Sene. Dose de 10 kGy reduziu a Contagem
Total de Fungos (UFC/g) em Alcachofrae Camomila, para
niveis aceitaveis de 1 x 10*UFC/g (WHO, 1998).

Os poucos trabalhos de pesquisa que relacionam
irradiagdo gama e plantas medicinais aborda aspectos
relacionados aos efeitos do %°Co nos constituintes
quimicos.

Koseki et al. (2002) investigaram o efeito da
irradiagdo gama em alguns constituintes quimicos em
espécies botanicas cultivadas no Brasil: Rosmarinus
officinalisL., Nasturtium officinale R. Br., Cynara scolymus
L. eOcimum basilicumL., nas doses de 0, 10, 20 e 30 kGy.
Foi observado que os niveis de R -caroteno e taninos em
amostras ndo irradiadas foram ligeiramente superiores
quando comparados aos das amostras irradiadas.
Entretanto, o contetido fendlico apresentou um decréscimo
acentuado em Alecrim, a partir de 10 kGy.

Raizes de Paeonia radix Hong utilizados na Coréia
como agente hipotensivo, vasodilatador e acéo
antioxitoxica foram tratadas com uma dose de 10 kGy. A
concentracéo de paeoniflorina, principa glucosidio
monoterpeno desta planta, ndo apresentou diferenca
significativa em amostras ndo irradiadas e irradiadas. O
teste de mutagenicidade em Salmonella typhimurium
revelou auséncia de toxicidade em amostras irradiadas (YU
eta., 2004).
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Soriani et a. (2005) verificaram o efeito dairradiacdo
gama (0, 5,5, 11,4 e 17,8 kGy) na carga microbiana e
congtituintes quimicos de Ginkgo (Ginkgo hiloba L.) e
Guarana (Paullinia cupana H. B. K.). Nadoses de 5,5 kGy,
a contaminacdo fungicafoi reduzida para niveis aceitaveis
e com 17,4 kGy as concentracdes dos glicosideos
flavondides em ginkgo e de cafeina no guarana néo
apresentaram variagdes significativas, quando comparadas
aos val ores determinados nas amostras ndo irradiadas.

Recentemente, Aquino et a. (2007) avaliaram o
efeito dairradiacdo gama em 20 amostras de guaranaem
po, comercializadas em 5 cidades do estado de S&o Paulo.
Foi observado que 80% apresentaram contagem de fungos
acimado limite estabelecido pela WHO (1998) de 1 x 10°
UFCI/g. Apdsirradiacdo, a contaminagdo foi reduzida para
niveis aceitaveis utilizando-se adose de 5 kGy e com 10
kGy foi eliminada a presenca de fungos. Neste trabalho
resultados semel hantes foram encontrados para Boldo do
Chile, Chapéu de Couro e Sene.

Em nosso estudo, na Camomila foram identificados
8 isolados de Aspergillus flavus, sendo que 2 (25%) foram
produtores de aflatoxinas B, e B, e 5 isolados de Aspergillus
ochraceus, sendo 2 (40%) produtores de ocratoxinaA. Em
Alcachofrafoi isolado (1) Aspergillus ostianus produtor
de ocratoxina A. A producdo de ocratoxina A por A.
ochraceus e A. ostianus e a existéncia de isolados de A.
sclerotiorum ndo produtores de ocratoxina A, tem sido
relatado por Batista et al. (2003). Nas amostras de Boldo,
Sene e Chapéu de couro néo foram identificados fungos
toxigénicos. Além das espécies toxigénicas ja citadas foram
identificados nas amostras analisadas, Cladosporium
cladosporioides, Rhizopus stolonifer, Mucor sp.,
Eurotium chevalieri, Penicillium citrinum e Penicillium
brevicompactum.

CONCLUSAO

A qualidade sanitaria das plantas medicinais
estudada foi baixa e 0 emprego dairradiacéo gama (%°Co)
mostrou ser uma técnica completamente efetiva para Boldo-
do-Chile, Chapéu de Couro e Sene. Para Alcachofra e
Camomila a irradiagdo apenas reduziu o grau de
contaminacdo com fungos.
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