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O Brasil possui diversidade bioldgica e cultural que colabora para que as plantas medicinais sejam utilizadas
como uma alternativa ao uso de medicamentos. Por serem naturais € menos onerosas, seu consumo tem
aumentado, porém a falta de fiscalizacdo na sua comercializagcdo pde em discussdo sua qualidade. Esse
trabalho visa analisar a qualidade microbioldgica de amostras de Achyrocline satureioides (LAM.) DC.,
popularmente conhecida por marcela, comercializadas por feirantes em cidades do Rio Grande do Sul (RS) -
Brasil. Foram analisadas bactérias meséfilas, fungos, coliformes totais e termotolerantes, Staphylococcus
coagulase negativa e positiva e Escherichia coli. Todas as analises seguiram a metodologia descrita no
Manual de Métodos de Analise Microbioldgica de Alimentos e Agua. Os resultados indicam que as amostras
estdo adequadas para consumo conforme preconiza a legislacdo brasileira. A contaminacdo por bactérias
mesofilas aerdbias apresentou variagdo de 2,6x10° a 1,2x108 UFC e por fungos foi de 1,8x10° a 4,2x10* UFC.
Quatro amostras apresentaram contagem para coliformes totais, duas para coliformes termotolerantes e
somente em uma amostra foi detectada E. coli. Staphylococcus coagulase positiva ndo foi detectado. Em vista
dos argumentos apresentados conclui-se que a marcela comercializada por feirantes e vendedores ambulantes
de cidades do RS ndo apresenta riscos microbioldgicos a populacao, pois atendem as especificagdes e critérios
compreendidos pela legislacdo brasileira para microrganismos indicadores de contaminag¢do ambiental e por
manipulag&o.

Palavras-chave: planta medicinal, contaminac&o microbiolégica, qualidade higiénico-sanitaria.

Brazil has a great biological and cultural diversity that collaborates so that medicinal plants are an alternative
to the use of medicines. Due to its lower cost and because it is natural, its consumption has increased, but the
lack of supervision in the commercialization puts in question its quality. This work aims to analyze the
microbiological quality of marcela, Achyrocline satureioides (LAM.) DC. commercialized by vendors in
towns of Rio Grande do Sul (RS). It was performed analyzes of mesophilic bacteria, fungi, total and
thermotolerant coliforms, positive and negative coagulase Staphylococcus and Escherichia coli. All analyzes
followed the methodology described in the Manual of Methods of Microbiological Analysis of Food and
Water. The results indicate that the samples are suitable for consumption as recommended by Brazilian
legislation. Contamination by aerobic mesophilic bacteria showed a variation of 2.6x10% and 1.2x106 CFU/g,
and fungi 1.8x10° to 4.2x10* CFU/g. Only four samples showed counts for total coliforms, two for
thermotolerant coliforms and only one sample detected E. coli. Staphylococcus coagulase positive was not
detected. Therefore, it is concluded that the marcela marketed by market stalls and street vendors of RS towns
does not present microbiological risks to the population, considering the specifications and criteria included
in the Brazilian legislation for microorganisms that are indicators of environmental contamination and

manipulation.
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1. INTRODUCAO

Apesar de todos os avancos biotecnolédgicos para producdo de medicamentos sintéticos, 0 uso
de fitoterapicos tem sido estimulado pelos 6rgdos publicos. Esse aumento se deve, principalmente,
ao alto custo dos medicamentos sintéticos, efeitos adversos, bem como, ao interesse na preservacao
da cultura brasileira. No Brasil, os produtos consumidos como plantas medicinais devem atender
ao disposto na RDC 10/2010 [1], que considera plantas medicinais como

plantas ou suas partes, que contenham as substéncias, ou
classes de substancias, responsaveis pela acdo terapéutica,
apos processos de coleta ou colheita, estabilizacdo e secagem,
integras, rasuradas, trituradas ou pulverizadas.

Segundo esse documento, plantas medicinais que passam por processo extrativo a quente
(preparados por infusdo e decocgao) necessitam atender a um rigoroso controle de qualidade para
ndo representarem risco a satde publica. Os parametros microbiol6gicos preconizados sdo bactérias
aerdbicas: maximo de 107 UFC/g (Unidades Formadoras de Col6nia por grama); fungos: maximo
de 10* UFC/g; Escherichia coli: maximo de 102 UFC/g; outras enterobactérias: maximo de 10*
UFC/g; auséncia de salmonela e de aflatoxinas [1].

Sabe-se que a eficécia e seguranca terapéutica de espécies vegetais dependem da sua qualidade,
exigindo obediéncia as condicOes ideais de cultura, colheita, secagem, estabilizagdo, manufatura,
conservacgédo e armazenamento [2]. Entretanto, o aumento da procura por plantas medicinais frente
a oferta insuficiente pode estar associado a uma queda de qualidade [3]. Em geral, 0 consumo de
plantas medicinais pela populagéo é abastecido pelas feiras populares, sob condi¢des higiénicas
indesejaveis do ponto de vista médico-sanitario [4].

Considerando 0 modo de comercializacdo citado acima, a possibilidade de contaminagfes
microbioldgicas em plantas medicinais deve ser atentamente observada [5]. Microrganismos
potencialmente patogénicos podem ser encontrados nos vegetais, como por exemplo a Escherichia
coli; esse compreende um dos mais prevalentes microrganismos de origem ambiental [6], cujo
habitat natural é o trato intestinal de animais de sangue quente [7]. Essa bactéria representa um dos
principais agentes de infecgdes intestinais [8]. Outro microrganismo € Staphylococcus aureus,
bactéria conhecida pelo envolvimento em casos ou surtos de intoxicagdo alimentar [9], apresenta
toxinas altamente resistentes, suportando tratamentos térmicos tdo severos como a esterilizagdo de
alimentos de baixa acidez [7]. Sendo as mdos e as fossa nasais 0s principais veiculos de
contaminagdo desse microrganismo [10].

Muitos fungos sdo encontrados em alimentos secos armazenados, como 0s chas. Esses
microrganismos atuam na degradagdo de substancias, alterando o teor de principio ativo, fazem
com que os produtos percam seu valor terapéutico. Também causam doencas alergénicas [11], cuja
contaminacdo representa um sério problema de saide para humanos e animais [12]. Além disso,
podem produzir micotoxinas termoestaveis, resistindo a tratamentos térmicos ou processos de
desidratagdo que sdo suficientes para destruir o micélio vegetativo dos fungos que as produziram
[13].

Dentre as plantas utilizadas como terapéuticas no sul do Brasil, destaca-se a Achyrocline
satureioides (LAM.) DC, pertencente a familia Asteraceae, conhecida como marcela ou macela
[14]. E uma planta nativa de campos de areas abertas do Sul e Sudeste do Brasil e cresce
espontaneamente em pastagens e beiras de estradas, sendo considerada pelos agricultores como
“planta daninha” [15]. No Rio Grande do Sul, a Lei n® 11.858, de dezembro de 2002 [16] instituiu
a marcela como Planta Medicinal Simbolo do Estado e consagrou seu uso popular.

Na medicina tradicional, suas inflorescéncias tém sido utilizadas para o tratamento de problemas
do trato digestivo, ma digestao e cdlicas intestinais, como sedativo leve e como anti-inflamatérios
[1, 17, 18]. O presente trabalho objetivou analisar a qualidade microbioldgica de Achyrocline
satureioides (LAM.) DC., comercializada em cidades do Rio Grande do Sul, para colaborar com o
entendimento sobre seu potencial risco microbioldgico.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Foram coletadas 12 amostras de marcela entre os meses de outubro de 2016 e junho de 2017, em
diferentes cidades do Rio Grande do Sul, Brasil (Figura 1): trés amostras em Palmeira das Missdes,
duas amostras em Santa Maria e uma amostra em cada uma das demais cidades. A escolha dos
locais deu-se de forma aleatdria, a fim de contemplar diferentes regides do estado. As amostras
foram coletadas diretamente em seus pontos de venda (feiras populares ou junto a vendedores
ambulantes), colocadas em sacos plasticos estéreis herméticos, identificadas e transportadas até o
laboratério de microbiologia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM)/Palmeira das
Missbes para serem processadas. Descartaram-se outras partes da planta que ndo fossem as
inflorescéncias.
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Figura 1: Locais de coleta das amostras de marcela avaliadas no Rio Grande do Sul. Fonte: adaptado de
Google 2018.

2.2 Anélises microbioldgicas

Realizaram-se analises para contagem de bactérias totais aerébias mesofilas, fungos, coliformes
totais e termotolerantes e Staphylococcus. Os procedimentos ocorreram de acordo com o Manual
de Métodos de Analise Microbioldgica de Alimentos e Agua [7], em triplicata. Foram pesadas 10
g de inflorescéncia de cada amostra para diluicdo em 90 ml de dgua peptonada tamponada €, em
sacos estéreis, as amostras foram homogeneizadas em stomacher a 370 GPM (golpes por minuto)
por 2 minutos. A partir dessa diluicdo (10t) foram preparadas as demais diluicdes, (102 e 10°3),
para proceder as analises descritas a seguir, todas em triplicata. Apds o tempo de incubacédo para
cada teste, escolheu-se a placa que continha entre 30 e 300 UFC, feita a contagem e calculada a
quantidade de aerdbios mesofilos por grama do vegetal.

2.3 Contagem total de aerébios mesofilos

Empregou-se Agar Padréo para Contagem (PCA) para proceder a inoculagéo por plaqueamento
em superficie, utilizando 0,1 ml de cada diluicdo. Ap6s 48h de incubacédo a 35°C + 1°C, foi feita a
contagem das UFC e calculada a quantidade de aerébios mesofilos por grama do vegetal.

2.4 Contagem de fungos

Utilizou-se Agar Batata Dextrose (BDA) com Acido Tartarico a 10%, a fim de realizar a
inoculacdo por plaqueamento em superficie, utilizando 0,1 ml de cada dilui¢do. Apos 5 dias de
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incubacédo a 22-25°C + 1°C, procedeu-se a contagem das UFC e, ao calculo da quantidade de fungos
por grama do vegetal.

2.5 Contagem de coliformes

Na contagem de coliformes aplicou-se a técnhica do Namero Mais Provavel (NMP). As diluicdes
foram inoculadas em uma série de trés tubos de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), adicionando
1 ml da diluigdo por tubo com 9 ml de LST. Apo6s incubagdo por 48h, a 35°C + 1°C, os tubos que
apresentaram producao de gas foram transferidos, com alca calibrada (10uL), para tubos com Caldo
Verde Brilhante Bile 2% (VB) e outra para tubos com Caldo E. coli (EC). Tubos VB foram
incubados a 35°C, por 24 a 48h, e tubos EC foram incubados por 24 a 48h, em banho-maria a
45,5°C. Anotou-se 0 nimero dos tubos de VB e EC com crescimento e producdo de gas para
determinar o NMP de coliformes totais e coliformes termotolerantes, respectivamente. De cada
tudo de EC positivo, transferiu-se uma algada da cultura em placas de Agar Levine Eosina Azul de
Metileno (EMB-L) através de estrias de esgotamento. Incubaram-se as placas a 35 + 1°C, por 24 +
2h. As colbnias tipicas de E. coli, quando existentes, foram transferidas para tubos de PCA
inclinados e incubadas a 35 * 1°C por 24 + 2h. A partir dessas col6nias, desenvolveu-se analise
bioquimica, mediante meios de cultura (Triplice Acucar Ferro — TSI, Motilidade Indol Ornitina —
MIO, CITRATO, INDOL, UREASE e LISINA) para confirmagdo da bactéria.

2.6 Contagem de Staphylococcus

A inoculacdo se deu por plagueamento em superficie, utilizando 0,1 ml de cada diluicdo em
placas com Agar Manitol. Apds incubacdo a 37°C + 1°C, por 45h, as colbnias tipicas foram
transferidas para os tubos com 3 ml de Caldo Infusdo Cérebro Coragdo (BHI). Nesses tubos de
BHI, apos 18h de incubagdo a 35-37°C, foi realizado o teste da coagulase, utilizando 0,2 ml do
Caldo BHI para 0,5 ml de Plasma de Coelho com EDTA.

2.7 Analise dos dados

Para a analise descritiva dos dados, empregou-se o software GraphPad Prism 5 com o objetivo
de calcular a média e o desvio padrdo das triplicatas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados indicam que das 12 amostras de marcela comercializadas em feiras livres de
diferentes cidades do Rio Grande do Sul, quatro apresentaram contagem de fungos no limite
maximo permitido pela RDC 10/2010 [1]. Embora a quantidade de fungos encontrada em todas as
amostras tenha sido menor do que a quantidade de bactérias, a tolerancia legal a presenca deles é
mais baixa: maximo de 10* UFC de fungos por grama de chéa [1]. A contagem de fungos nessa
pesquisa apresentou variacdo de 1,8 x 103 até 4,2 x 10* UFC/g (Figura 2.1).

Todas as amostras apresentaram altas contagens bacterianas, entretanto permaneceram dentro
dos limites preconizados pela legislagdo. A contagem de aerdbios mesofilos, apesar de ndo ser um
indicador higiénico-sanitario porque ndo esta diretamente relacionado a presencga de patdgenos e
toxinas, é util na avaliacdo da qualidade do armazenamento, da sanitizacdo [7] e de procedimentos
inadequados de colheita e pés-colheita [11]. Nas amostras avaliadas, a contagem apresentou
variacdo de 2,6x10%a 1,2x10° UFC/g da planta (Figura 2.2). A RDC 10/2010 [1] estabelece que,
para plantas medicinais que passardo por processo extrativo a quente, o limite maximo é de 10’
UFC/g de bactérias aerdbias.
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Figura 2. 2.1: Contagem de fungos presentes nas amostras de marcela avaliadas. 2.2: Contagem de
bactérias mesdfilas aerdbias presentes nas amostras de marcela avaliadas. Resultados expressos em média
e desvio padréo. Cada coluna representa um ponto de coleta, sendo: Caxias do Sul (A), Novo Hamburgo
(B), Palmeira das Missdes (C, D, E), Passo Fundo (F), Pelotas (G), Porto Alegre (H), Roséario do Sul (1),
Santa Maria (J, K), Vacaria (L). Fonte: Os autores.

Em um estudo com amostras de marcela avaliadas em duas cidades do Parand, encontraram-se
2,0x10? UFC/g de bactérias e 4,8 x 10* UFC/g de fungos em uma das amostras, e 1,0x10° UFC/g
de bactérias e 1,0x10° UFC/g de fungos em outra [3]. Ou seja, diferentemente desse estudo, a
guantidade de fungos foi maior do que a quantidade de bactérias.

A partir desses resultados, podemos inferir que o mecanismo de colheita e armazenamento,
aplicado as amostras, apresentou eficacia quanto a conservacdo ja que ocorreram baixas
quantidades de microrganismos vidveis no momento da comercializagdo. Entretanto, como ja esta
bem descrito pela literatura, dependendo das condic¢des de armazenamento, os fungos, mesmo que
em pequena quantidade, podem se reproduzir, produzir micotoxinas, ou mesmo enzimas que
aceleram a deterioragdo do produto [19]. A deteccdo de micotoxinas nos alimentos é o primeiro
passo para a implementacéo de programas para adogdo de medidas preventivas para a redugdo do
problema [12]. O melhor método para controlar a contaminacdo de alimentos por micotoxinas é
prevenir o crescimento de fungos através da ado¢do de boas praticas de producao de alimentos [13].

A presenca de coliformes é o melhor indicativo de deficiéncia na higiene durante o preparo dos
alimentos [20]. Das 12 amostras avaliadas, quatro tiveram resultados positivos para coliformes
totais e em duas foram detectadas coliformes termotolerantes. Em uma Unica amostra identificou-
se E. coli (Tabela 1). Embora ndo tenha sido quantificada presume-se que a quantidade dessa
bactéria ndo ultrapasse o numero de coliformes termotolerantes, j& que a identificacdo é feita a
partir desse teste. Assim infere-se que a quantidade de E. coli na amostra esteja abaixo do limite
permitido pela resolucdo, ja que a normativa estabelece um limite maximo de 102 UFC/g de E. coli,
10* UFC/g de outras enterobactérias e auséncia de Salmonella [1].

Tabela 1: Contagem de coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli em amostras de
Achyrocline satureioides (LAM.) DC.

Coliformes
. Termotolerantes .
Amostra Totais (NMP/g) (NMP/g) E. coli
A 75 460 Ausente
C 150 Ausente Ausente
G 28 Ausente Ausente
J 240 3 Presente

Trabalhos que abordam a presenga de coliformes totais apresentam valores muito diferentes.
Amostras de Pimpinella anisum L. comercializadas em lojas de produtos naturais, manifestaram
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variacdo de < 3,0 a 1100 NMP/g [21]. Na anélise de 16 amostras de cha de Cymbopogon citratus
(D.C.) Stapf, de quatro marcas comercializadas em supermercados, os pesquisadores verificaram a
presenca de coliformes totais em 50% das amostras, nas quais os valores variaram de 9 a >1100
NMP [11]. As diferencas apresentadas nos valores demonstraram que existem variag0es nas
condicdes higiénico-sanitarias de cada amostra.

Coliformes termotolerantes também foram encontrados em especiarias comercializadas em feira
livre, cuja contagem variou de 0,4 a 240 NMP/g [19]. A presenca desses microrganismos e de E.
coli indicam contaminagdo fecal e, portanto, condi¢des higiénico-sanitarias insatisfatorias [22],
revelando problemas no tratamento e/ou na manipulacdo [23]. A E. coli pode apresentar diversos
mecanismos de patogenicidade (toxinas, adesinas, invasibilidade), causando varias doencas no
homem [23], tais como diarreia aquosa, colite hemorragica, sindrome hemolitica-urémica e purpura
trombocitopénica trombotica [24].

No Sul do Brasil, tradicionalmente, a marcela deve ser colhida na Sexta-Feira Santa, antes do
sol nascer, pois acredita-se que assim traga mais eficiéncia ao ché, entretanto ela é comercializada
ao longo de todo 0 ano e para isso ela precisa ser desidratada [26]. O processo de desidratacao pode
ser o responsavel pela diminui¢éo na carga microbiana, visto que baixa atividade de agua impede
a proliferacdo de microrganismos, o que ja foi observado com o coentro que, in natura, apresentou
23 NMP/g de coliformes e, apés a desidratacdo, houve redugdo de contagem para < 3 NMP/g [25].

Com relacéo a Staphylococcus aureus, a Farmacopeia Brasileira [27] estabelece auséncia do
microrganismo em 1g em preparacdo para uso oral contendo matéria-prima de origem natural.
Nesse trabalho, a analise microbiol6gica foi realizada com o produto vegetal e ndo com o cha
preparado, mas ainda assim Staphylococcus coagulase positiva ndo foi encontrada em nenhuma
dessas amostras avaliadas. Zaroni et al. (2004) [3], avaliando amostras de marcela, também nao
detectaram presenca de Staphylococcus aureus. A intoxicacdo causada pelas toxinas produzidas
por Staphyococcus aureus € a causa mais frequente de surtos de doengas microbianas transmitidas
por alimentos em alguns paises [28]. Tal intoxicacdo é provocada pela ingestdo de toxinas
(resistentes a coccdo e as enzimas proteoliticas) pré-formadas no alimento, quando ocorre a
multiplicacéo das células [7].

No entanto, 11 das 12 amostras continham nimero consideravel de Staphylococcus coagulase-
negativa (Figura 3). A produgdo de enterotoxinas por Staphylococcus coagulase negativa foi
relatada por varios estudos realizados sob condicfes de laboratério [28]. Os Staphylococcus
coagulase-negativa representam o maior componente da microbiota cutdnea e recentemente
emergiram como capazes de causar varias infecgdes humanas, que frequentemente conduzem a
uma infeccéo persistente [29].
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Figura 3: Contagem de Staphylococcus coagulase-negativa presentes nas amostras de marcela avaliadas.
Resultados expressos em média e desvio padrdo. Cada coluna representa um ponto de coleta, sendo:
Caxias do Sul (A), Novo Hamburgo (B), Palmeira das Missdes (C, D, E), Passo Fundo (F), Pelotas (G),
Porto Alegre (H), Rosario do Sul (1), Santa Maria (J, K), Vacaria (L).
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Avaliando a qualidade microbiol6gica de especiarias desidratadas, Furlaneto e Mendes (2004)
[19] afirmam que a contaminagdo por microrganismos ou infestacdo de insetos podem reduzir a
qualidade do alimento devido & perda de 6leos essenciais volateis. O contetdo de principios ativos
de cada espécie vegetal varia com a estacdo de colheita, armazenamento e condi¢des de secagem
[30]. Em sua composicdo, a marcela apresenta compostos fenélicos (flavondis, flavononas e
derivados do &cido cafeico), aos quais se atribui atividade antioxidante [31] e de onde decorre o
interesse da avaliagdo de sua atividade farmacoldgica e de sua estabilidade quimica em produtos
destinados ao uso terapéutico [32]. Lépez et al. (1996) [30] encontraram diferencas no teor dos
derivados de acido cafeico de amostras comerciais de marcela, atribuindo o resultado ao fato do
material vegetal ter sido coletado em diferentes épocas do ano e / ou a ma conservacao do mesmo.

A baixa contaminacdo da marcela pode ser explicada pelo fato de algumas plantas conterem
barreiras naturais e substancias antimicrobianas, impedindo seu crescimento ou mesmo mantendo
a carga microbiana baixa, mesmo apds sua manipulacdo ou com armazenamento inadequado.
Avaliando a atividade antimicrobiana pela técnica da difusdo em disco dos extratos metandlicos
brutos da marcela, Golgalves (2010) [33] constatou agdo da inflorescéncia para Staphyloccocus
aureus e Bacillus cereus. Os resultados indicam certa especificidade de acdo destes extratos, o que
é interessante para uma droga antimicrobiana, pois confere certa seletividade [33].

Verter agua fervente sobre a planta medicinal, tapar o recipiente para que nao se percam as
esséncias volateis e aguardar alguns minutos, segundo Verdi et al. (2013) [34], pode reduzir ainda
mais a carga microbiana, visto que a agua fervente auxilia na eliminagdo dos microrganismos. No
entanto, os autores ainda mencionam que isto depende das condi¢fes empregadas no processo de
infusdo. Além disso, as toxinas, fingicas ou bacterianas, estveis nos processos que envolvem altas
temperaturas, podem permanecer ativas apds a infuséo.

Outro risco a ser considerado, diz respeito ao comércio informal dos chas. Esses produtos sao
utilizados em larga escala e sdo consumidos apds um prazo variavel de estocagem [19]. Para Souza
e Maciel (2010) [35], a estocagem, bem como condi¢des de coleta, manipulacdo e secagem, sdo
fatores importantes a serem considerados no controle de produtos naturais por possibilitarem altos
niveis de contaminagdo microbiana, por vezes patogénicas.

Assim sendo, a contaminagdo da marcela, bem como de outras espécies vegetais, pode ser
reduzida pelo desenvolvimento de boas praticas de colheita, de armazenamento e de manipulagéo.
Ressalta-se que, embora nas 12 amostras avaliadas, a qualidade microbiolégica se manteve dentro
dos padrdes preconizado pela RDC N° 10/2010, a presenca de coliformes indicou contaminagao
oriunda da manipulacdo e pode representar risco a satde.

4. CONCLUSAO

Em vista dos argumentos apresentados, conclui-se que as amostras de marcela analisadas e
comercializadas por feirantes e vendedores ambulantes de cidades do RS ndo apresentam riscos
microbioldgicos & populacdo, atendendo as especificacBes e critérios compreendidos pela
legislacdo brasileira para microrganismos indicadores de contaminacdo ambiental e por
manipulag&o.
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