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RESUMO

As plantas medicinais sdo consumidas mundialmente como remédio caseiro e matéria prima
na industria farmacéutica. Nas Ultimas décadas, o uso de ervas medicinais, o valor econdmico
e social tem aumentado significativamente. A auséncia de estudos para verificar a presenca de
fungos em plantas medicinais na Amazonia contribuiu para realizagdo deste estudo que tem
como objetivo verificar a ocorréncia de fungos, detectar e analisar a presenca de
biocompostos extracelulares com caracteristicas de micotoxinas de espécies de
Aspergillussspp, Penicillium spp e Fusarium spp. Nas feiras e mercados de grande porte
comercial das zonas Norte, Sul, Leste, Oeste, Centro-Oeste e Centro-Sul da cidade de
Manaus, Amazonas-Brasil foi adquirida, aleatoriamente, uma amostra composta de cada
planta medicinal [cidreira (Melissa officinalis L.), crajird (Arrabidaea chica Verl), mirantd
(Pthychipetalum olacoides Benth) e sacaca (Croton cajucara Benth)]. De cada amostra
triturada, retirou-se um grama para ser misturado com 49 mL de agua destilada esterilizada
adicionada de polissorbato 80 0,5% (p/v). Da diluicdo 107 foi retirado 1mL para ser semeado
na superficie de agar Sabouraud com cloranfenicol (0,05g) e Rosa Bengala 0,025% (p/v), em
triplicata. O crescimento dos fungos a 25 °C foi acompanhado, a cada 24 horas, por cinco
dias. Ocorrido crescimento dos fungos, realizou-se a técnica de microcultivo em lamina. E a
identificacdo das espécies foi fundamentada na morfologia macroscdpica das coldnias e no
estudo dos 6rgdos vegetativos e de frutificacdo, utilizando lactofenol azul de algoddo como
corante. O quantitativo de unidades formadoras de colonia (UFC) foi determinado por grama
de produto. Das 24 amostras comerciais de sacaca, cidreira, crajird e mirantd resultaram no
isolamento de 758x10% UFC/g de produto. Em média, o quantitativo de UFC/g de produto
variou entre 1 a 346 x 103. Crajird (45, 65%) e sacaca (13,2%), da Zona Leste e Oeste
apresentaram maior porcentagem de contaminacdo. Das plantas medicinais foram isolados,
Aspergillus sp. (41,6%), Penicillium sp. (41,6%), Paecilomyces sp. (5,90%), Cladosporium
sp. (4,8%), Trichoderma sp. (1,2%), ndo ocorrendo Fusarium sp. Eupenicillium sp. (1,2%) foi
0 Unico representante dos Filo Ascomycota. Penicillium janthinellum (14,3%) e Aspergillus
flavus (10,7%) foram os contaminantes de maior frequéncia. Aspergillus flavus e A.
parasiticus sdo aflatoxigénicas, em condigdes in vitro. Outros micotoxigénicos e respectivas
micotoxinas foram A. niger var. niger (ocratoxina A), A. niger (ocratoxina A e citrinina), A.
versicolor (citrina e zearalenona), P. canescens (ocratoxina A), P. janthinellum (citrinina), P.
melinii  (ocratoxina A), P. miczynskii (ocratoxina A), P. simplicissimum (&cido penicilico).
As plantas medicinais analisadas apresentaram qualidade higiénica inadequada para consumo
humano devido a presenca do quantitativo de esporos de fungos, a presenca de Aspergillus
flavus e A. parasiticus produtores de aflatoxinas.
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ABSTRACT

The medicinal plants are consumed world-widely as house-hold medicine and raw material in
the pharmaceutical industry. In the last decades the use of medicinal plants the economic and
social value has increased significantly. The absence of studies to verify the presence of
moulds in this product in the Amazonian contributed for accomplishment of this study whose
objective to verify was to verify the occurrence of moulds to detect and to analyze the
presence of extracellular extrolites with characteristics of mycotoxins of species of
Aspergillus, Penicillium and Fusarium. In the fairs and markets of great commercial capacity
of the zones North, South, East, West, Center-West and Center-South of the city of Manaus,
Amazon-Brazil were acquired, ramdom, a composed sample of each medicinal plant [cidreira
(Melissa officinalis L.), crajird (Chica arrabidaea Verl), mirantd (Pthychipetalum olacoides
Benth) and sacaca (Croton cajucara Benth)]. Of each triturated sample, one gram left to be
mixed 49 mL of added distilled water sterilized of Tween 80 0.5% (w/v). Of dilution 107 1
mL was inoculated in dishes with Sabouraud dextrose agar with Chloramphenicol (0.05g) and
Dichloran Rose Bengal 0.025% (w/v). The growth of the moulds was observed to each 24
hours per five days. After the growth in colonies of fungus, microcultive in lamina was made
having blue lactophenol of cotton as ink. Identification of species of fungus was based on
macroscopic morphology of colonies in the study of vegetative organs and of fructification of
microcultive cultivated fungus. The quantitative of UFC was determined by gram sample. Of
the 24 samples of sacaca, cidreira, crajird and mirantd resulted in the isolation of 758x103
UFC/g sample. In average, the quantitative of UFC/g sample was between 1 to 346 x 103.
Crajird (45. 65%) and sacaca (13.2%), of the Zone East and West had presented greater
contamination percentage. Of the medicinal plants they had been isolated Aspergillus sp.
(41.6%), Penicillium sp. (416%), Paecilomyces sp. (5.90%), Cladosporium sp. (4.8%),
Trichoderma sp. (1.2%), not occurring Fusarium sp. Eupenicillium sp. (1.2%) was the only
representative of the Filo Ascomycota. Penicillium janthinellum (14.3%) and Aspergillus
flavus (10,7%) had been the contaminate of greater frequency. Other mycotoxigenics and
respective micotoxinas had been to A. niger var. niger (ocratoxina), A. niger (ocratoxina and
the citrinina), P. versicolor (citrinina and zearalenona), P. canescens (ocratoxina), P.
janthinellum (citrinina), P. melinii (ocratoxina), P. miczynskii (ocratoxina), P. simplicissimum
(penicilico acid). The analyzed medicinal plants had presented inadequate hygienical quality
for human consumption which had the presence of the quantitative of spores of moulds, the
Aspergillus flavus presence and the A. parasiticus aflatoxin producers.
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1 INTRODUCAO

Pessoas no mundo inteiro consomem plantas medicinais praticamente todo o dia,
para a prevencédo, cura de doencas e desconfortos de modo geral. Essas plantas contém um
determinado nimero de microrganismos como bactérias e fungos que constituem a micobiota
do proprio vegetal (Bastos et al., 2000).

Na Amazonia sdo inimeras as plantas medicinais usadas na medicina popular. Entre
as quais, cidreira (Lippia Alba (Mill.) N. E. Brown), crajirG (Arrabidaea chica Verl), mirantd
(Pthychipetalum olacoides Benth) e sacaca (Croton cajucara Benth) s@o comumente
consumidas como calmante, antiinflamatorio, afrodisiaco e emagrecimento, respectivamente
(COSTA et al., 1990; MARTINS; MARTINS, 1993; BORRAS, 2003).

Embora as plantas medicinais sejam utilizadas como drogas vegetais sdao também
susceptiveis a patologias microbianas no campo, pos colheita e no armazenamento. Dentre 0s
fungos contaminantes de maior frequéncia nos vegetais, tém destaque Aspergillus,
Penicillium e Fusarium que também sdo comumente encontrados em alimentos e produtos de
origem vegetal (PITT; BASILICO, 2000).

A microbiota sobre e dentro dos vegetais, predominantemente, afeta a qualidade do
produto devido a formacao de compostos tdxicos, denominados de micotoxinas. A formacao
de micotoxinas reflete o grau de diferenciacdo bioquimica, fisiologica e as vezes morfolégica
do fungo no habitat natural (CARRILLO, 2003).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios sintetizados por certos fungos capazes de
produzir efeitos toxicos em animais € no homem dependendo dos niveis de consumo
(GONCALEZ; PINTO; FELICIO, 2001). Tais biocompostos podem ser detectados em varios
tipos de produtos, semente oleaginosa, plantas medicinais e cha de ervas (PITT, 2000;

BRAGA; CARDOSO; MACEDO, 2002).
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As micotoxinas de importancia médica sdo aflatoxinas, ocratoxinas A, fumonisinas,
certos tricotecenos e zearalenona. Dentre estas, as aflatoxinas sdo relevantes para a saude
publica devido as propriedades carcinogénicas, mutagénicas e teratogénicas. Ocratoxinas A,
as produzidas por Penicillium verrucosum, Aspergillus ochraceus e A. carbonarius, tém
atividade nefrdtica; os tricotecenos e a zearalenone produzidas por Fusarium graminearum
s&o imunossupressoras (PITT, 2000; BRAGA; CARDOSO; MACEDO, 2002).

A auséncia de estudos relacionados com ocorréncia de fungos em plantas medicinais,
associada a importancia social e econdmica contribuiu para realizacdo deste estudo que tem
como objetivo verificar a ocorréncia desses microrganismos em plantas medicinais adquiridas
em feiras e mercados de grande porte na cidade de Manaus-AM, assim como, detectar e
analisar a produgdo in vitro de biocompostos com caracteristicas de micotoxinas por

Aspergillus spp., Penicillium spp. e Fusarium spp.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Considerac0es sobre plantas medicinais

Uso de plantas medicinais esta cada vez mais difundido, ndo sé no Brasil, como
também em outros paises, especialmente da Europa (COSTA et al., 1992). O interesse pelas
plantas medicinais € muito antigo na Amazdnia, e sempre veio disfarcado de “Viagens
Filosoficas” ou “Expedicdo Naturalista”, onde cientistas europeus buscavam novos
medicamentos entre 0s nativos. As primeiras substancias a serem encontradas e
contrabandeadas para a Europa foram os “Curares”, cuja agdo bloqueadora neuromuscular ou
“paralisante” serviu de base para os famosos experimentos de Claude Bernard, fisiologista e
farmacologista francés, em 1865 (BORRAS, 2003).

Tornou-se um costume bastante arraigado em varias camadas da populacéo
brasileira 0 uso de plantas sob vérias formas de preparacdes populares (chd, abafado,
garrafada etc.) Tal hébito esta relacionado a percepcdo de que as plantas utilizadas, além de
possuirem atividade terapéutica, sdo desprovidas de efeitos toéxicos (BRAGA; CARDOSO;
MACEDO, 2002).

As plantas medicinais podem conter microrganismos que constituem a microbiota
vegetal ou estes podem ser incorporados durante a colheita, o transporte e 0 armazenamento.
Durante o processo de fabricagdo, alguns microrganismos sdo removidos e destruidos,
entretanto, dependendo do tratamento outra parte da micobiota pode permanecer, inclusive os
metabolitos como as micotoxinas (BRAGA, CARDOSO; MACEDO, 2002).

A colheita, o transporte e a transformagdo sdo fatores que limitam bastante a
sobrevivéncia de microrganismo, principalmente daqueles originarios dos vegetais, a exemplo
de Penicillium, Aspergillus e Fusarium. O armazenamento também propicia, através da

formacdo do vapor atmosférico nos ambientes, a multiplicacdo de outros fungos aneméfilos
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adaptados a condigdes ambientais adversas (Rhizopus, Mucor, Absidia, Trichoderma e
Rhodotorula) (MARTINS, 2001; FRANCO, 1996; OGA, 1996; ARAUJO, 1995).

A atividade de dgua também interfere na multiplicacdo dos fungos nos produtos, este
fator favorece o crescimento de diversos géneros, entre os quais Trichoderma, Trichotecium,
Cephalosporium, Monascus, Basipetospora, Chrysosporium, Eremascus, Wallemia e
Seromyces, sdo citados por Franco; Landgraf (1996). Esses fungos, em fungdo dessa
caracteristica fisioldgica, possuem adaptacdo para crescer em produtos com atividade de agua

inferior a 0,85, sdo os denominados xerofilicos.

Bastos; Rodrigues (2000) descreve que o0s produtos de origem vegetal utilizados
popularmente como medicamentos devem ser submetidos ao controle da qualidade tanto a
matéria-prima, quanto o produto tecnologicamente acabado. Esse controle contribui, sem
davida, para o tripé eficécia, seguranca e qualidade, refletindo por conseqiiéncia no bindmio
custo-beneficio. Esses principios sdo necessarios ao desenvolvimento cientifico e tecnoldgico
dos fitoterapicos e asseguram a melhor aceitacdo pela classe médica que os prescreve e

propiciam confiabilidade ao consumidor.

Considerando que o consumo de plantas medicinais tem se expandido,
provavelmente estimulado pela procura de produtos que conforme se supde ndo possuem
efeitos indesejaveis a salde, como aqueles usados na medicina tradicional. Em relacdo a
fitoterapicos tradicionais, dentre outras exigéncias no Brasil, a AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA, solicita a apresentacdo de levantamento
etnofarmacolégico e de utilizacdo em documentacdes técnicas cientificas ou publicacGes
indexadas que serdo avaliados em alguns critérios, dentre eles a auséncia de substancias

toxicas (BRAGA; CARDOSO; MACEDO, 2002; ANVISA, 2000).
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A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) apontou um roteiro basico para analisar a
qualidade de plantas medicinais abrangendo topicos que vao desde a classificacdo e
identificacdo da espécie botanica, doseamento de principios ativos até as possiveis e provaveis
contaminagdes radioativas provenientes dos processos de esterilizagdo do produto ou de suas
contaminacGes ambientais. Os controles fisico-quimico, quimico e microbioldgico séo
apontados no documento da WORLD HEALTH ORGANIZACION-WHO Pharm
92.559/1992 como relevantes e imprescindiveis. Assim, 0s seguintes procedimentos bésicos

devem ser considerados:

Devido as caracteristicas peculiares e especificas dos materiais de plantas, como por
exemplo, a baixa homogeneidade do contelido, os processos de manuseio durante a
colheita requerem cuidados especiais para 0 preparo da amostragem a ser ensaiada.

Assim, os seguintes procedimentos basicos devem ser considerados:

1. Exame macroscOpico: inspecdo cuidadosa do “container" e embalagem,
caracteristicas organolépticas (cor, textura, odor), apresentacdo (em estado bruto, "in
natura”, cortado, prensado, rasurado, moido), presenca de corpos ou materiais
estranhos (areia, terra, particulas ou pedacos de vidros, poeira) e presenca de insetos

Ou suas partes.

2.Exame microscépico: as plantas medicinais a serem submetidas a este exame
podem ou ndo serem preparadas, de acordo com a finalidade a atingir. O preparo
implicita, em alguns casos, clarificar o material com solugdo com cloral hidratado
ou hipoclorito de sédio. A desintegragdo dos tecidos permitira obter dados, por

exemplo, sobre o conteido das paredes do vegetal, importante na sua classificagéo.

3. Colheita da amostra: para realizagdo correta dos testes acima as amostras devem
ser observadas levando-se em consideracdo o grau da fragmentacdo, identidade e
nivel de impurezas (as Farmacopéias Brasileira e Internacional permitem 2% de

impurezas), grau de umidade, conteddo em cinzas. No procedimento experimental
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devem ser consideradas as partes do vegetal a ser trabalhada bem como a
quantidade, em gramas, a ser ensaiada. O documento da OMS indica para raizes,
rizomas e cascas - 50 g, folhas, flores, frutos e sementes - 250 g, e a planta toda (de

cada parte 0,59) -50 g.

4. Ensaios quimico e fisico-quimico: a cromatografia, em seus diversificados tipos:
coluna, camada fina, papel, gasosa, liquida de alta eficiéncia sdo as técnicas
laboratoriais mais versateis e mais utilizadas nas determinages. Os fendmenos
fisico-quimicos norteadores sdo adsorcdo, particdo, troca ibnica envolvendo
parametros como a constante dielétrica, polaridade, solubilidade, volatilidade e pH.
Dependendo da natureza e da complexidade das misturas a serem separadas
diferentes adsorventes (silica, alumina, biogel e sephadex), tipos de fases (normal,
lobar, reversa, spinflash, distribuicdo por corrente, etc podem ser utilizados. A
escolha do eluente (solvente de desenvolvimento) para o cromatégrafo liquido ou
gasoso deve se basear na escala eluotrdpica e gases inertes, elementos
interdependentes das constantes fisico-quimicas que orientam o fenémeno e técnicas
utilizadas. Apds a separacdo da substancia segue-se sua detec¢do ou revelagdo. Os
reveladores classicamente usados - gerais ou especificos - incluem lampadas de
curto e longo comprimento de ondas, iodo, solugdo de acido sulfdrico, sulfato
cérico, ninhidrida (aminoacidos) Draggendorf (alcal6ides), Liebermann (esterdides),
etc. Esta deteccdo muitas vezes é facilitada pela presenca de indicadores
fluorescentes. A técnica de cromatografia fornece dados qualitativos e quantitativos

quando se dispuser de padrdes de referéncia para os principios ativos.

5. Testes para avaliacdo de contaminagOes radioativas: as irradiacdes podem ser
usadas para descontaminacdo microbiana, esterilizacdo de plantas, embalagens e
produtos intermedidrios. Incluem-se também as ocorréncias naturais de
contaminacgdes do solo e da atmosfera. AtengOes especiais devem ser dirigidas para

a presenca de estréncio 90, iodo 130, césio 137 e plutdnio 239.

6.Determinacédo de residuos de pesticidas: esta avaliagcdo deve ser efetuada em face

as praticas agricolas realizadas para controle de pragas e insetos nas lavouras. Os
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pesticidas de utilizacdo mais frequentes sdo: rodenticidas, inseticidas, herbicidas e
fungicidas. Normalmente utilizam-se técnicas cromatogréaficas (gasosa e liquida de

alta eficiéncia) para detecgdo dessas substancias.

7. Determinacdo de arsénico e metais pesados: a poluicdo ambiental é a maior
responsavel pela contaminagdo com esses elementos as plantas medicinais. Os
limites estipulados pela OMS e FAO para cada grama de planta sdo de 1 ug de

arsénio, 10 ppm de chumbo e 0,3 ppm de cadmio.

8. Determinacdes da atividade hemolitica: as plantas das familias Caryophyllaceae,
Avraliaceae, Sapindaceae, Primulaceae e Dioscoreaceae contem saponinas, que Sao
substancias capazes de lisar os eritrocitos. Assim, devem-se utilizar métodos
classicos de hemdlise (% de eritrocidos lisados/g da planta) para deteccdo destes

tipos de substancias.

9. Controle microbioldgico:

9.1.Principais agentes de descontaminacdo e/ou esterilizagdo: 0s processos de
descontaminacdo e/ou esterilizagdo de plantas medicinais podem ser efetuado por
radiacdo, calor, microondas e fumigacéo (gas de 6xido de etileno). Faz-se necessario
informar que o calor, aquecimento em estufas, pode ser aplicado em casos de
espécies vegetais que ndo contenham compostos volateis ou termo-labeis devido a
temperatura elevada ocasionar a decomposi¢do e degradacdo dos constituintes
guimicos. A aplicacdo de microondas deve ser acompanhada de testes com
cromatografia em camada fina para observar se ha decomposicdo ou degradacdo. A
exposicdo as microondas deve ser intercalada e cuidadosa. A fumigacdo com 6xido
de etileno deve ser realizada com a planta seca devido a umidade propiciar a
formacdo de etileno glicol que é téxico. Esse método deve ser acompanhado de
rigorosa aeracgdo. A legislacdo brasileira permite até 1 ppm de etileno glicol em 100

g de material da planta esterilizada.
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9.2. Ensaios para deteccdo de microorganismos: as plantas medicinais podem ter
consideravel nimero de bactérias, fungos e aflatoxinas, geralmente provenientes do
solo ou de contaminagBes por manuseio e ambiental. Os procedimentos adotados
pela OMS para os ensaios envolvem pré-tratamento do material, ensaios para estudo
de bactérias Gram negativas e Enterobacteriaceae (deteccdo, identificacdo e
avaliacdo quantitativa). Deve se preocupar principalmente com microorganismos
potencialmente patogénicos e patogénicos, a exemplo de Escherichia coli,

Salmonella sp, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

10. Testes para detec¢do e determinagdo de aflotoxinas: devem ser investigadas as
aflotoxinas B1, B2, G1 e G2. Devem ser atentados cuidados especiais na preparagéo

da amostra, metodologia e interpretacdo dos resultados.

11. Avalia¢Bes quantitativas da presenca de principios ativos: Estas avaliacdes
podem ser realizadas na matéria-prima vegetal quando a quantidade for estabelecida
diretamente ou quando fornecida dentro de uma faixa que corresponda a um valor
definido de principios ativos terapéuticos conhecidos. Como exemplo pode-se citar
a matéria-prima Sennae folium (folhas) 900 mg ou a S. folium 830 - 1000 mg,
correspondendo a 25 mg de glicosideos hidroxiantracénicos calculados como
senosideo B, e outros constituintes de S. folium correspondendo a faixa de 0 - 170
mg. No caso de preparacdo fitoterapica deve ser estabelecido tanto pela quantidade
equivalente ou a relacdo de matéria prima medicinal vegetal para o produto (por
exemplo, 8:1) - ndo deve ser utilizado para 6leos graxos ou essenciais, e pela
guantidade de preparagdes de planta expressa dentro de uma quantidade definida dos

principios ativos com atividades terapéuticas conhecidas (WHO, 1992).

2.2 Ocorreéncia de fungos e micotoxinas em plantas medicinais

Enquanto pesquisas séo realizadas visando identificar e sanar o grave problema da

contaminacdo de alimentos e ragdo animal com fungos e os respectivos metabdlitos tdxicos,
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pouca atencdo tem sido voltada a outro tipo de produto agricola igualmente susceptivel a esse
tipo de contaminacdo: os fitoterapicos (BRAGA; CARDOSO; MACEDO, 2002).

Os fungos sdo organismos que revelam notavel capacidade de adaptacdo e
crescimento sob condigdes de umidade e temperatura extremamente variaveis. Sao poucos
exigentes quanto aos nutrientes disponiveis, razdes pela qual o crescimento pode ocorrer
praticamente em qualquer tipo de produto (PITT, 2005).

Estudos sobre contaminagdo de fungos em amostras de plantas medicinais in natura
que foram submetidas a secagem ao sol, na Nigéria, constataram a presenca de 28 espécies de
fungos. Nessa pesquisa, as plantas in natura, dentre as espécies identificadas foi constatada a
maior ocorréncia tendo a maior ocorréncia de Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium
moniliforme, Trichoderma viride, Penicillium expansum e Mucor fragilis. Apds a secagem
das plantas a micobiota predominante estava constituida por Rhizopus stolonifer e Absidia
corymbira. Com o referido resultado, o autor concluiu que as plantas medicinais a venda para
a populacdo na Nigéria sdo potencialmente nocivas a salde humana e preconiza um rigido
controle de qualidade (EFUNTOYE, 1996)

Borges; Pimentel (2002), em outros estudos realizados com objetivo de analisar as
marcas de erva-mate comercializadas da cidade de Curitiba-PR, Brasil, comprovou a presenga
de Rhizopus spp. (5,52%) e de outros fungos micotoxigénicos, como Aspergillus spp.
(62,13%) e Penicillium spp. (32,35%).

Os fungos sdo amplamente utilizados na producdo de antibidticos, vitaminas e
alimentos. Contudo, certas espécies podem causar transformacdes produzindo sabores e
odores indesejaveis no produto colonizado. Também podem ocasionar manifestacdes clinicas
no homem e nos animais como infecgdes ou doencas decorrentes da invasdo de tecidos,

alergias ou reagBes de hipersensibilidade, além de micotoxicoses, intoxicagdes resultantes da
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ingestdo de alimentos, fitoterapicos ou ragdes contendo micotoxinas (BORGES; PIMENTEL,
2002).

Os fungos micotoxigénicos sdo importantes nao sé pelo impacto negativo resultante da
deterioracdo do produto, como também pelos problemas que podem causar do agricultor ao
consumidor. Conseqlientemente estdo associados tanto a pesquisa cientifica quanto as
perspectivas econémicas (GONZALEZ, 2001; SANTOS, 1998; ARAUJO, 1995).

Os diferentes fungos produtores de micotoxinas tém distribuicdo mundial e crescem
em diversos substratos (Quadrol). Esses microrganismos conseguem crescer em diferentes
substratos e em condic¢des adequadas de umidade, pH e temperatura. Por tanto, produtos como
plantas medicinais e alimenticios sdo propensos a invasdo por fungos e contaminagdo por
micotoxinas no campo, durante e apdés a colheita, no processamento, no transporte, na
estocagem e em condicdes deficientes de manuseio (OGA, 1996).

Entre os compostos tdxicos associados em produtos vegetais se encontram
principalmente as micotoxinas sintetizadas por Claviceps, Penicillium, Aspergillus, Fusarium,
Pithomyces, Myrothecium, Stachybotrys, Phoma e Alternaria (GOMPERTZ, 2001; BORGES;
PIMENTEL, 2002).

No campo, as espécies que invadem os grdos antes e ap0s a colheita, como 0s
géneros Alternaria e Fusarium, precisam de altos niveis de umidade (20-22%) a diferenca de
Aspergillus e Penicillium, espécies de armazenagem que precisam de niveis inferiores de
umidade.

Varios fungos filamentosos e leveduras contaminantes de plantas medicinais podem
também ser nocivos para 0 homem ou demais animais devido & habilidade deles em produzir
metabdlitos toxicos conhecidos como micotoxinas, quando existem fatores biol6gicos e

ambientais favoraveis. A maioria dos fungos ndo sobrevive ao processamento dos alimentos
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enquanto que as micotoxinas ndo sao destruidas (SABINO, 1996; BORGES; PIMENTEL,
2002).

As micotoxinas [(grego mykos = fungo); toxina = latim toxicum (veneno)] sdo,
substancias com estruturas quimicas com atividades bioldgicas diferentes, metabdlitos
secundarios (extrolitos) produzidas por fungos durante o crescimento. Em contraste com as
toxinas bacterianas, as quais sdo principalmente proteinas com propriedades antigénicas
(BASTOS, 1987). As micotoxinas possuem efeitos tdxicos proporcionais aos niveis
consumidos pelos animais e pelo homem. Simultaneamente, uma espécie de fungo pode
sintetizar diferentes tipos de micotoxinas, dessa forma a dieta diria pode ser contaminada
com varios tipos de micotoxinas (GONCALEZ, et al, 2001; PITT, 2000; BRAGA,

CARDOSO; MACEDO, 2002; SABINO, 1996).

Fungo micotoxigénico Alimentos Micotoxinas
(substrato)
Aspergillus flavus Amendoim, nozes, cereais, améndoas,
Aspergillus parasiticus castanha do Para, coco, sementes de | B, B, Gi, Gs
algoddo e plantas medicinais
Fusarium oxysporum,
Fusarium roseum,, Milho, trigo Zearalenona
Fusarium lacteritium, Fusarium tricinctum,
Fusarium moniliforme.
Aspergillus e Frutas em geral, macd, trigo, cevada | Patulina
Penicillium expansum germinada.
Fusarium tricinctum, Fusarium roseum,
Fusarium poae, Stachybotrys Cereais, amendoim, feno, racdes, corn | Tricotecenos
flakes
Fusarium graminearum, Trichotecium, | Cereais Desoxynivalenol,
Trichoderma Nivalenol,
Zearalenona
Myrothecium, Trichotecium Cereais Nivalenol
Cephastoporium Cereais Toxina T,
Aspergillus  alutaceus e  Penicillium | Cereais, café, milho, centeio, aveia,
viridicatum cevada, farinha de mandioca, ragdo | Ocratoxina
animal.
Penicillium Cereais Acido penicilico
Aspergillus nidulans, Aspergillus versicolor | Cereais, frutas, sucos e queijos. Esterigmatocistina
Penicillium Cereais Rubratoxina A e B
Penicillium Arroz Citroveridina
Fusarium moniliforme,
Fusarium proliferatum, Milho e arroz Fumonisinas
Fusarium nygamai.
Aspergillus e Penicillium Amendoim, milho, farinha de milho. Citrinina

Quadro 1 Fungos micotoxigénicos contaminantes de alimentos e respectivas micotoxinas.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

23

Fonte: Pitt et al (2000); Carrillo (2003).

Aspergillus sp. e Penicillium sp. sdo os deuteromycetes mais frequentes nas plantas
medicinais e sdo reconhecidos na literatura especializada pelas caracteristicas descritas a
sequir: (RAPPERT; THOM, 1968; RAPPER ; FENNELL, 1977; DOMSCH; GAMS;
ANDERSON, 1980; PITT, 1985; SAMSON et al 1995; SAMSON; FRISVAD, 2004).

- Aspergillus spp.

Aspecto da Col6nia: Formadas por denso micélio de cor branca, amarela, amarelo-marrom,
marrom a negro ou verde (Figura 1).

Aspecto Microscopico: Micélio septado, hialino. As estruturas caracteristicas sdo: a)
conidi6foros com ou sem septos e com apice dilatado (vesicula); b) as fialides nascem
diretamente da vesicula (unisseriada) ou em metula (bisseriada), nas quais sdo produzidos 0s
conidios. Vesicula, fialides, metula (se presente) e conidio em cadeia formam a cabega

conidial (caracteristica prépria do género) (Figura 1).

~

Figura 1. Caracteristicas morfolGgicas do género Aspergillus spp.

- Penicillium spp.
Aspecto da Colbnia: O micélio se apresenta com aspecto aveludado, flocoso, fasciculado,

sinematoso e crustoso (Figura 2).
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Aspecto Microscopico: no micélio septado, hialino forma-se conidi6foro simples e/ou
ramificados, dessa estrutura tem origem as fialides, que sdo dispostas na forma de pincel onde
sdo formados os conidios em cadeia. A morfologia do conidiéforo determina a classificacdo

do género (Figura 2).



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

25

Figura 2 Caracteristicas morfoldgicas do género Penicillium spp.

As micotoxicoses sdo doencas causadas pelas micotoxinas que se manifestam em
animais quando ocorre ingestdo de alimentos contaminados com essas toxinas. No homem,
retardam o crescimento, afetando as fun¢Bes do organismo e desenvolvendo tumores,
podendo inclusive ser letal. Os érgdos mais frequentemente afetados sdo: figado, rins,
cérebro, masculos e sistema nervoso. Os sintomas vdo desde nduseas e vomitos até a falta de
coordenacdo dos movimentos (ataxia) e morte (BORGES; PIMENTEL, 2002).

As micotoxicoses sdo classificadas em primarias ao consumir vegetal contaminado e
secundario ao ingerir carne ou leite de animais que ingeriram racdo contaminadas por
micotoxinas (CARRILLO, 2003).

Outra doenca, o micetismo é uma intoxicacdo devido a ingestdo de fungos
micotoxigénicos macroscopicos (Basidiomycetos toxigenos), como Amanita muscaria e A.
verna. Os Basidiomycetos alucinégenos (Ex.: Lycoperdon, Psilocybe e Paneolus) sdo capazes
de determinar “micetismo cerebral” devido sintetizarem substancias psicotropicas
(bufotenina, &cido lisérgico e outras), que causam sintoma comparavel a manifestaces
encontradas, por exemplo, em pacientes portadores de esquizofrenia. (LACAZ et al., 2001;
TEIXEIRA; MATSSURA,; SOARES, 1999).

No quadro 2 e figura 3, estdo relacionadas as micotoxinas mundialmente importantes

para a saude do homem, aflatoxinas, ocratoxinas A, fumonisinas, certos tricotecenos |,
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zearalenona e &cido penicilico que causam diferentes efeitos (BASTOS; RODRIGUES,
2002).

A presenca dos fungos micotoxigénicos em plantas medicinais nédo significa
automaticamente a presenca de micotoxinas, contudo ha um potencial para producdo desses
metabdlitos secundarios. Por outro lado, a auséncia de fungos toxigénicos, em qualquer
substrato, ndo assegura a auséncia de micotoxinas considerando-se que as toxinas
permanecem no substrato apos a inviabilizacdo do microrganismo e existem cepas dentro de
uma mesma espécie que nao possuem a capacidade para a sintese de micotoxinas, e sugerem a
avaliacdo do potencial de sintese de metabolitos toxicos por esses fungos (PITT, 2000;

FARIAS, 2000).

Micotoxinas Efeitos biol6gicos em animais Efeitos biologicos no homem
Hepatocarcinogénese, cirrose em
Aflatoxinas Hepatotoxicidade, epatocarcinoma criangas, sindrome de Reye,

(B1, B2, G1, Goe My)

e hemorragia.

degeneragao da gordura de visceras

Ochratoxina A

Nefrotoxico e hepatdxico.

Nefropatia de Balkan, tumor renal

Hepatotéxico, afeta rins, bagco e|Provavel acdo  carcinogénica,
Patulina cérebro mutagénica, teratogénica e
fetotoxica
Tricotecenos (deoxinivalenol, | Vomito, diarréia, perda de peso, ATA

nivalenol, toxina T,)

descamacdo da pele e hemorragia

(aleucia toéxica alimentar)

Zearalenona

Efeitos estrogénicos, infertilidade.

Cancer cervical

Fumonisinas

Leucoencefalomalacia equina (LEME),
edema pulmonar em suinos

Cancer de esdfago

Alcaloides do Ergot

Gangrena nas extremidades,
convulsdes

Ergotismo (gangrenanos membros)

Acido Penicilico

Tremores e convulsdes

Nao identificado

Quadro 2 - Micotoxinas e os efeitos bioldgicos no homem e demais animais.
Fonte: Gonzalez; Pinto; Felicio (2001).
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Aflatoxina G2

Aflatoxina B2 Aflotoxina B1
@ CHz —CH—NH—CO, T i
— | (o]
COOH H
. " CH3
Ocratoxina A c

Figura 3 Estrutura molecular da Ocratoxina A e das Aflatoxinas produzidas por
Aspergillus flavus

Entre os fatores ambientais que favorecem o crescimento dos fungos, a producdo de
toxina e em consequéncia, a contaminagdo do produto por micotoxina tém destaque a
temperatura. De acordo com Sabino (1996), as temperaturas Otimas para producdo das

principais micotoxinas estéo citadas no quadro 3.

Micotoxinas Temperatura
Aflatoxinas 27°C
Ocratoxina 28 °C
Zearalenona 12°C-14°C
Patulina 20°C-25°C

Quadro 3 Temperaturas 6timas para producédo das principais micotoxinas por fungos
filamentosos.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

28

Desde a descoberta das micotoxinas diversas metodologias tém sido desenvolvidas
que permitem a detec¢do em produtos alimentares (Quadro 4). Apesar dos procedimentos de
purificacdo e limpeza, os processos de separacdo e deteccdo sdo apenas presuntivos, pois
outros metabolitos ndo tdxicos podem apresentar comportamentos semelhantes a micotoxinas.
Para confirmagdo de micotoxinas em alimentos torna-se necessario a realizacdo de testes
precisos, do tipo espectrofotometria (SANTOS; VENANCIO; LIMA, 1998).

Comumente, entre as técnicas usuais para analise de micotoxinas, como
alternativa utilizam-se técnicas quimicas simples que se fundamentam em reacgdes especificas
de identificacdo. Através desse método, o produto e o padrdo da micotoxina suspeita sao
expostos a0 mesmo tratamento quimico e os respectivos produtos de reacdo sdo comparados
por cromatografia. A presenca da micotoxina se confirma sempre que os perfis
cromatogréficos coincidirem (SANTOS; VENANCIO; LIMA, 1998).

As micotoxinas adsorvem luz UV e emite essa energia sob a forma de luz fluorescente,
caracteristica comum a diversas micotoxinas que permite a deteccdo e identificacdo quando
sdo utilizados métodos de quantificacdo confidveis, pois esses dependem das propriedades
fisico-quimicas desses metabolitos. No quadro 4 estdo citadas micotoxinas e as respectivas
coloragdes citadas na literatura (SCOTT; LAWRENCE; WALBEEK,1970; SANTOS;

VENANCIO; LIMA, 1998; BENITEZ, 2003).

Toxina Cor a luz visivel | =365nm
Aflatoxina B1 Nao visivel Azul

Aflatoxina B2 Nao visivel Azul

Aflatoxina G1 Nao visivel Verde

Aflatoxina G2 Nao visivel Verde

Aflatoxina M1 - Azul

Aflatoxina M2 Azul

Acido penicilico Amarelo* amarelo brilhante**
Citrinina - Amarelo
Esterigmatocistina - vermelho acastanhado
Ocratoxina A - azul esverdeado/azul brilhante
Patulina Amarelo* azul clara

Toxina T-2 Rosa cinzento***

Zearalenona Azul-verde azul clara
Rubratoxina B - Escura

Quadro 4 Identificacdo de micotoxinas exposta a luz UV (* por reacdo com: fenilhidrazina a quente; ** vapores
de amoniaco; *** solugdo de acido anisoaldeido.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

29

2.3 Caracteristicas botanicas, classificacdo e distribuicdo geografica das seguintes
plantas medicinais

Nas cita¢cdes de Costa et al. (1990); Martins (1993); Borras (2003) cidreira, crajird, mirantd e

sacaca sao descritas como:

a) CIDREIRA

Sinonimia Popular: celine, cha-da Franca, cidrila, citronade, grama-cidreira, maliteira,

melissa, melissa-Romana, salva-limao.

- Nome Cientifico: Lippia Alba (Mill.) N. E.

Brown
Familia: Lamiaceae (Labiatae)

- Ocorréncia Geografica: Originaria da Europa,
Norte da Africa e Oriente; cultivada no
Amazonas, Brasil.

- Habitat: Terrestre

Figura 4 Planta cidreira

Planta arbustiva de um pouco ou mais de 1m de altura, caule quadrangular, muito
ramosa; folhas pecioladas, ovais, denteadas, de cheiro agradavel e sabor caracteristico; flores
brancas ou réseas. E uma erva que se renova o ano inteiro com brotos flexiveis. Os talos tém
quatro cantos, muito manifestos, porém rombudos, com as faces percorridas por um sulco
pouco profundo, e alternativamente com pélos. Esse caule cortado transversalmente, observa-
Se que essa seccao em sua maior parte esta ocupada pela medula muito branca, que contrasta
com o verde do resto da planta e com o desenho reticulado que recorda o aspecto de uma pele
de serpente. As folhas se dispdem uma em frente a outra, acopladas, grandes, de até 8 cm ou
mais flexiveis ou precoces, incluindo o peciolo; ovadas, festoneadas nos bordos, ligeiramente

amolgadas na face superior, com nervura em ressalto na inferior e com alguns pequenos
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pélos muito menos abundantes que no talo, ou completamente lisas. A cidreira exala um
aroma agradavel que relembra o do liméo. E facilmente cultivada em vasos e hortos.

As partes usadas da erva-cidreira sdo as folhas, ramo folhado, ramo florido e o broto
seco. E (til no tratamento dos embaragos gastricos e inapeténcia; excitante (por isso aplicada
nos casos de gastralgia), estimulante, antiespasmddica, digestiva; usada nos casos de histeria;
contra vomito de mulheres gravidas, menstruacdes dificeis, dor de cabeca, contra as
obscuracBes passageiras; contra o ruido dos ouvidos; contra a vertigem consequente do
trabalho individual, contra as afec¢fes do coragéo; acalma as palpitagcdes. As ervas-cidreiras

sdo usadas na forma de infusao tisana,vinho, lambedor.

b) MIRANTA (MUIRAPUAMA)

- Sinonimia  Popular:  Muirapuama, marapuama,
muitatan e miranta.

- Nome Cientifico: Pthychipetalum olacoides. Benth.

- Familia: Olaceae

- Ocorréncia Geogréafica: Amazoénia

- Habitat: Lugares humosos da mata de terra-firme.

- Habito: Arbusto.

Figura 5 Planta miranta

E um arbusto atingindo a altura de 2 metros, de hastes ereta e coroada por pequenos e
raros galhos, quase despedidos de folhagem; de folhas ovolanceoladas, glabras; flores em
racemos e fruto drupaceo. A raiz e a haste apresentam coloragdo branco-palha; sdo bastantes
fortes e resistentes.

As partes usadas da planta séo as cascas, estas podem ser mascadas ou fervidas como

decoccao; as raizes (geralmente triturada) e as hastes sdo usadas como tintura, extrato fluido,
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vinho, macerado, decocgdo e linimento. O seu uso popular € como ténico neuromuscular de
primeira ordem, contra a ataxia locomotriz, paralisia facial, neurastenia sexual, astenias
circulatdrias e gastro-intestinal, gripe em particular a circulatoria (astenia cardiaca) e gastro-
intestinal. Os efeitos fisioldgicos da muirapuama perduram por algum tempo; a sua

eliminacdo ndo € rapida, e possivelmente se da pela urina e pelo suor.

c) SACACA

- Sinonimia Popular: Sacaca, muirassacaca,
casca-sacaca, sacaquinha.

- Nome Cientifico: Croton cajucara Benth

- Familia: Euphorbiaceae Habito: Arbusto

- Ocorréncia Geografica: Amazonia.

Figura 6 Planta sacaca

E um arbusto de folhas lanceoladas, dotadas de peciolo, de até 14cm de comprimento
por 5¢cm de largura, de coloragdo verde ou pardacenta e suas flores em racimos terminais de 6
a 9cm de comprimento. Esta planta é muito conhecida na Amazonia e a palavra sacaca
significa feiticaria.

As partes do arbusto mais usadas sdo as cascas e folhas em decocgdo. O uso popular €
indicado para febre, inflamacGes hepaticas e gastrintestinais, emagrecimento,

hipercolesterolemia e atividade hipoglicemiante.
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d) CRAJIRU

- Sinonimia Popular: Cipd-cruz, carajuru, cba-pyranga,
guajuru, guarajuru-piranga, oajuru, pyranga, pariri.

- Nome Cientifico: Arrabidaea chica Verl

- Familia: Bignoniaceae

- Ocorréncia Geografica: Amazonia.

- Habito: Arbusto-trepadeira

Figura 7 Planta crajird

E um arbusto-trepadeira com folhas lanceoladas verde-escura, gavinhas (folhas
modificadas). Contém saponinas, compostos flavondides, taninos, terpenos, calcio e ferro.
Sdo utilizadas as flores secas ou frescas.

Possui atividade cicatrizante e antiinflamatério, sendo considerado um
imunomodulador, em testes realizados in vivo e in vitro.

Atividade antianémica discutivel, com resultados contraditorios.

Sdo utilizados como cha para lavagem vaginal (folhas secas); cha (uso interno) e

tinturas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Amostragem
As plantas analisadas foram as comercializadas nas feiras e mercados de grande porte

comercial das zonas Norte, Sul, Leste, Oeste, Centro-Oeste e Centro-Sul da cidade de

Manaus, Amazonas-Brasil, citadas no quadro abaixo.

Area Geogréfica Mercados e Feiras Municipais
Zona Sul Mercado Adolpho Lisboa
Zona Norte Feira Cidade Nova |
Zona Centro-Oeste Feira Alvorada Il
Zona Oeste Feira Compensa Il (MODELO)
Zona Centro-Sul Mercado Durval Porto
Zona Leste Feira do Mutirdo

Quadro 5 Feiras e mercados de grande porte comercial das Zonas: Sul, Norte, Leste, Oeste, Centro-oeste, Centro
Sul da cidade de Manaus, Amazonas-Brasil, locais nos quais foram adquiridas as plantas medicinais para analise
dos fungos micotoxigénico.

3.1.1 Estruturas Vegetais

Para se determinar a ocorréncia de fungos toxigénicos foram analisados os seguintes
vegetais: mirantd, cidreira, sacaca, crajird. Em cada estabelecimento comercial, na &rea
geografica selecionada foram adquiridas trés amostras de cada tipo de planta. Essas trés

amostras vegetais foram homogeneizadas para obtengdo de uma amostra composta.

ESTRUTURA OU
VEGETAL CLASSIFICACAO PRODUTO BENEFICIADO
MIRANTA Ptychopetalum olacoides Benth | Raiz em P
CIDREIRA | Lippia Alba (Mill.) N. E. Brown | Casca e folhas
SACACA Croton cajucara Benth Folhas
CRAJIRU Arrabidaea chica Verl. Folhas

Quadro 6 Plantas medicinais adquiridas nas feiras e mercados de grande porte, nas zonas Norte,
Sul, Leste, Oeste, Centro-Oeste e Centro-Sul, da cidade de Manaus, Amazonas-Brasil.

3.1.2 Processamento das amostras e isolamento dos fungos

De cada amostra composta, tanto de p6 como das folhas ap0s trituracdo, foi retirado

1,0 g para ser misturada com 49 mL de 4gua destilada esterilizada adicionada polissorbato 80
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0,5% (p/v) (diluicdo 10™). A partir da primeira diluicdo foram preparadas diluicdes seriadas
decimais até 10 em 4gua destilada esterilizada (FISCHER et al., 1993). Da Gltima diluicéo
(10°) foi retirado 1 mL da suspensdo para ser semeado na superficie de agar Sabouraud
adicionado de cloranfenicol (0,05 g/L) e Rosa Bengala 0,025% (p/v) (SANTOS et al., 1998;
MARTINS; MARTINS, 2001). O crescimento dos fungos foi acompanhado a cada 24 horas
por cinco dias. O quantitativo de unidades formadoras de col6nia (UFC) foi determinado por

grama de amostra (planta medicinal).

3.1.3 Purificacdo das colbnias isoladas

Ap0s crescimento no meio de cultura usado para o isolamento primario, as col6nias
foram submetidas a purificagdo em meio de cultura seletivo, considerando-se as
caracteristicas macro e micromorfoldgica de cada taxon. Assim, fragmentos das coldnias de
Aspergillus spp. foram repicados, centralmente, na superficie de agar Czapek (Cz),
Penicillium spp. para agar Czapek-extrato de levedura (CYA) e os demais para agar Malte

(MEA).

Os cultivos em placa de Petri, de 15x 100 mm foram incubados 25 °C por cinco dias.
Tratando-se de coldnias flngicas associadas com bactérias, a separacéo do isolado fungico foi
realizada em &gar Sabouraud, o mesmo utilizado no isolamento primério (item 3.3.1)
(RAPER; FENNELL, 1977; PITT, 1985; ROBERTS; KONEMAM, 1985; FISCHER;

OHARA; SAITO, 1998).
3.1.4 Identificagédo dos fungos
3.1.4.1 Microcultivo dos fungos filamentosos

Para obtengdo dos microcultivos, fragmentos de cada cultura pura de Aspergillus spp.
e os da familia Dematiaceae foram semeados na superficie de &4gar Czapek (Cz), Penicillium

spp. e Eupenicillium em 4&gar Czapek-extrato de levedura (CYA), Trichoderma e
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Paecilomyces em agar Malte. Apo6s semeadura dos esporos, em polos opostos da placa de
Petri, uma laminula foi superposta sobre o indculo. Os microcultivos foram incubados a 25

°C, por cinco dias.

3.1.4.2 Fixacdo e coloracao da lamina de microcultivo

Ap06s o periodo de desenvolvimento caracteristico das estruturas flngicas, a laminula e
o fragmento do meio de cultura foram retirados sem danificar o cultivo obtido (item 3.1.5.1).
Em seguida, as laminulas foram submetidas a acdo de um fixador (alcool 70%) e coradas com

azul de lactofenol para observagdo sob microscépio optico.

3.1.4.3 Obtenc¢éo de macrocolonia
Para obtencdo de macrocol6nias, um fragmento de cultura pura (item 3.1.4) foi
inoculado no centro da superficie do meio de cultura seletivo, contido em placa de Petri. O

cultivos foram mantidos a 25 °C, durante cinco dias.

3.1.4.4 Analise morfolégica das col6nias fungicas

Ap0s o periodo de crescimento, as culturas fangicas obtidas no item 3.3.3.3 foram
observadas para determinacdo das caracteristicas macroscépicas, tais como, coloragdo e
textura do micélio, diametro e topografia da col6nia, para comparagdo com caracteristicas das
chaves de identificacéo.

Para o reconhecimento em nivel de espécie foram utilizados os trabalhos de Rapper;
Thom (1968), Rapper; Fennell (1977), Domsch et al (1980), Fischer; Ohana; Saito (1998),

Pitt (1985)
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3.2 Detecgéo de micotoxinas

3.2.1 Analise das micotoxinas em meio solido (Técnica do agar plug)

A andlise para se detectar a sintese de micotoxinas por fungos filamentosos dos
géneros Aspergillus e Penicillium foi realizada pela técnica do agar plug. Os fungos isolados
foram mantidos em &gar malte inclinado e mantidos a 25 °C por sete dias. Para as analises de
metabolitos secundérios extracelulares, os fungos foram cultivados em &gar extrato de
levedura sacarose (YES) contido em placa de Petri (15x 95 mm). Apds 7 dias de crescimento
a 25 °C foi observada a alteragdo da cor do reverso da col6nia. Para confirmar a produgéo de
aflatoxinas, mantendo-se a placa de Petri invertida, em cada cultivo, foi adicionado,
lateralmente, 0,2 ml solucdo de amdnio 25% (p/v). O resultado positivo foi observado pela

intensificacdo da coloragéo rosa no reverso da col6nia (SAITO; MACHITA, 1999).

3.2.2 Analise das micotoxinas pela técnica de Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

Para a analise das micotoxinas pela técnica de CCD utilizou-se cromatoplaca de camada
delgada em silica gel silica gel 60, com indicador de fluorescéncia Fs4, Suporte em aluminio com

0,2 mm de espessura medindo 5x10 cm, marca MERCK.

3.2.2.1 Preparacdo das placas cromatogréaficas

Em uma das extremidades das placas cromatograficas, tragou-se uma linha a 2 cm com
lapis grafite, determinando-se o ponto de partida das substancias (extratos e padrdo). Na
extremidade oposta ao ponto de partida das substancias, marcou-se outra linha registrando-se o
limite da corrida da fase mével. As cromatoplacas foram tratadas com metanol P.A., em cuba

cromatogréfica, seguindo-se a evaporagdo do solvente a temperatura ambiente (25 °C). AUTOR

3.2.2.2 Aplicacéo do extrato bruto etan6lico na placa de cromatografia
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Para analise das micotoxinas, de cada col6nia, foram retirados trés fragmentos em
forma de circulo (plug), com auxilio de um furador com diametro igual a 4 mm. Cada plug foi
inoculado em 2 mL etanol e deixado durante 24 horas para extragcdo das micotoxinas. Seguido
esse procedimento em cada cromatoplaca utilizada para analise foi aplicado 3 nlL do padrdo
(griseofulvina dissolvida em cloroférmio/metanol, 2:1, p/v) e do extrato bruto etanélico, a uma
distancia de um centimetro entre cada amostra. Para visualizagdo das micotoxinas, cada
cromatoplaca foi eluida com tolueno-acetado de etila-acido formico 90% (5:4:1; v/v/v) e, para
manter a saturacdo no recipiente foi colocado papel de filtro Whatman n°® 1 medindo 15x15 cm.
Apbs a evaporacgdo dos solventes a 25 °C , as placas foram examinadas com luz branca
(normal) e luz ultravioleta 365 nm.

Os resultados foram expressos em valores de Rf e de acordo com a colora¢do dos
compostos Razak et al (1999).

R = Distancia de migracdo da micotoxina (cm)
Distancia de migragéo da frente do solvente (cm)

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica descritiva (freqiiéncia e

média) utilizando-se o programa estatistico SAS versao 8.6 (SAS, 2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da qualidade micoldgica das 24 amostras comerciais de sacaca, cidreira,
crajird e mirantd resultou no isolamento de 758x10® UFC/g de produto (Tabela 1). O
desenvolvimento de fungos nas amostras vegetais revelou que, em média, o quantitativo de
UFC/g de produto variou entre 1 a 346 x 103.

De acordo com a tabela 1, as amostras de plantas medicinais adquiridas nas diferentes

areas geogréaficas da cidade de Manaus-Amazonas, apresentavam niveis diferenciados de
esporos de fungos cuja porcentagem de colonizagéo variou entre 0,13% a 45,65%. Dessas, as
que apresentaram maior porcentagem de contaminacdo foram as oriundas da Zona Leste e
Oeste, crajird (45, 65%) e sacaca (13,2%), respectivamente (Tabela 1). Os niveis de
contaminacdo dessa amostra de crajird contra-indica 0 uso dessa amostra segundo as
determinacdes legais (WHO 1992; BRASIL, Portaria SVS n° 123/94), e as recomendacdes
disponiveis na literatura brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988; AMARAL et al.,
2001).
A contaminagdo de produtos de origem vegetal por fungos provavelmente esteja relacionada
com as condic¢des inadequadas de colheita, pos-colheita, armazenamento, expondo o material
vegetal a calor, umidade, poeira e produtos de outra natureza que concorrem para a efetivagéo
da colonizacdo adicional do produto (BASTOS; RODRIGUES et al., 2000; AMARAL et al.,
2001)

Amaral et al (2001), cita que a contaminacdo de drogas vegetais por fungos pode
levar a alteracdo e/ou destruicdo dos principios ativos, ocasionando a perda da seguranca e
eficacia na utilizacdo; além de representarem risco pela producdo de substancias tdxicas
(micotoxinas), tornando-as, assim, imprdprias para 0 consumo, independente do nivel de

contaminacao.
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Segundo Gomes et al (2004), embora exista um mercado mundial promissor

para as plantas medicinais, ha também caréncia de estudos que se reflete na freqliente falta de

qualidade do produto oferecido, tornando-o menos competitivo comercialmente

Area da Coleta

Amostras

col6nias/g produto

(Planta Medicinal) n° (%) UFC/g produto
sacaca 15 1,98 15x 103
crajiru 7 0,92 7x 103
Zona Norte miranta 1 0,13 1x103
cidreira 2 0,26 2x 103
Sub-total 1......ooeveeeee e 25 3,30 25 x103
sacaca 41 5,41 41 x 103
Zona Sul crajiru 60 7,91 60 x 103
miranta 15 1,98 15 x 103
cidreira 36 4,75 36 x 103
Sub-total 2.......ooeeeeee e 152 20,05 152 x 103
sacaca 100 13,2 100 x 103
Zona Oeste crajiru 5 0,66 5x103
miranta 7 0,92 7x 103
cidreira 9 1,19 9x 103
Sub-total 3.....ooeeeeeeee e 121 15,96 121 x 103
sacaca 19 2,51 19 x 103
Zona Leste crajiru 346 45,65 346 x 103
miranta 24 3,17 24 x 103
cidreira 24 3,17 24 x 103
Sub-total 4......ooeeeeeee e 413 54,50 413 x103
sacaca 13 1,71 13 x 103
Zona centro- | crajird 1 0,13 1x103
oeste miranta 1 0,13 1x 103
cidreira 1 0,13 1x103
SUD-tOtal 5......oeeveeeeee e 16 2,10 16 x 103
sacaca 28 3,69 28 x 103
Zona Centro Sul | crajirG 1 0,13 1x103
miranta 1 0,13 1x103
cidreira 1 0,13 1x103
Sub-total B........ceevee e 31 4,09 31x103
TOTAL 758 100,00 758 x 103

Tabela 1 - Quantitativo de coldnias, UFC e espécies de fungos isolados de amostras de plantas medicinais
em agar Sabouraud+cloranfenicol +Rosa de Bengala, adquiridas em feiras e mercados de grande porte,
localizadas nas diferentes zonas da cidade de Manaus-AM-Brasil.
UFC = Unidade formadora de colénias.

Das 758 colonias de fungos filamentosos obtidas das plantas medicinais, 84 isolados

estavam representados por deuteromycetes (98,8%) e Filo Ascomycota (1,2%). Segundo as

citacdes de Guarro et al (1999), tornou-se dispensdvel conservar o termo deuteromycete, pelo
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menos para os fins de identificacdo. Essa terminologia foi oficialmente mantida, mas sem o
reconhecimento desses fungos particularizado em uma classe. O grupo deuteromycete
representam a forma conidial dos Ascomycota e Basidiomycota, cujos corpos de fruitificacdo
raramente sdo formados na natureza ou ausente no ciclo vital.

Entre os deuteromycetes, nas plantas medicinais foi registrada a ocorréncia de
Aspergillus spp. (41,6%), Penicillium spp. (41,6%), Paecilomyces spp. (5,90%),
Cladosporium spp. (4,8%), Trichoderma spp. (1,2%), Eupenicillium javanicum (1,2%) foi o
Unico representante dos Ascomycota (Grafico 1). Além desses, trés foram classificados como
Micelia sterilia (3,6%), definido por Carlile; Watkinson (1996), como fungos que ndo formam
esporos, exceto clamiddsporo. Resultados semelhantes foram obtidos por Bresler et al (1995);
Abou-Arab et al (1999); Amaral et al (2001); Borges et al (2002); Braga et al (2002), ao
analisarem diversas plantas medicinais.

As drogas medicinais, de modo geral, contém microrganismo que sdo originarios do
préprio vegetal, no entanto essa microbiota pode ser alterada devido as praticas inadequadas

realizadas durante os diferentes segmentos da cadeia produtiva (GOMES et al., 2004).

- Micelia sterilia
Eupenicillium sp.

3,6%
1,2% ’ Paecilomyces sp.
Cladosporium sp. / 5,9%

4,8%

/

Aspergillus sp.
41%

Penicillium sp.
41%

Trichoderma sp.
1,2%

Grafico 1 - Porcentagem de fungos filamentosos isolados de drogras medicinais (crajird, mirantd,
cidreira e sacaca), usadas na medicina popular, na cidade de Manaus-Amazonas, Brasil.
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Os resultados relacionados no grafico 2 estdo evidenciando a diversidade de fungos
filamentosos associados as plantas crajirt, mirantd, cidreira e sacaca. Nessas a freqliéncia
dos fungos foi diferenciada, observando-se a presenca de trés a cinco géneros, por planta. Em
sacaca foi registrada a maior diversidade de Aspergillus spp (20,24%), Penicillium spp
(9,52%), Cladosporium spp (3,6%), Trichoderma spp (1,2%) e Eupenicillum javanicum
(1,2%).

O grafico 2 mostra também que nas amostras de cidreira (Cd) e do crajirG (cr) a
diversidade de deuteromycetes foi semelhante, sendo os representantes, Penicillium (Cd;cr =
13,1%), Aspergillus (Cd = 5,9%; cr = 4,7%) e Paecilomyces (Cd = 2,4%; cr = 3,6%). Outro
resultado observado foi a presenca de Penicillium (5,9%), Aspergillus (10,7%), Cladosporium
(1,2%) e Micelia sterilia (3,60%), no mirant.

Entre os fungos identificados, Penicillium melinii, P. raistrickii, P. roseopurpureum,
P. simplicissimum e Eupenicillium javanicum estdo sendo uma nova citacdo, em plantas
medicinais pois nos estudos ja realizados, esses fungos predominam em outros substratos, a
exemplo do solo, segundo as citagdes de Pitt (1985), Samson et al (2004) e Asan (2004) .

Com relagdo a diversidade de fungos em plantas medicinais, Aspergillus e
Penicillium sdo os dominantes, independendo da amostra e espécie vegetal (AZIZ et
al.,1998). Os produtos alimenticios contaminados por esses microrganismos, ao serem
ingeridos, permitem que esses patdgenos oportunistas ou respectivos extrolitos invadam os

fluidos ou tecidos do hospedeiro causando doencas graves (BORGES et al., 2002).
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Grafico 2 — Porcentagem de géneros de fungos filamentosos associados as drogas
medicinais (crajir(, mirantd, cidreira e sacaca), usadas na medicina popular, na
cidade de Manaus-Amazonas, Brasil.

Com relacdo as espécies identificadas, o Grafico 3 evidéncia que dos 84 isolados
fungicos obtidos de crajirt, mirantd, cidreira e sacaca: 11 foram espécies de Aspergillus e 12
de Penicillium. Os cinco demais isolados, corresponderam a outras quatro espécies de
deuteromycetes e Micelia sterilia . Penicillium janthinellum (14,3%) e Aspergillus flavus
(10,7%) foram os contaminantes de maior frequiéncia, destacando-se também a prevaléncia de
A. niger (7,10%), A. versicolor (7,10%), Penicillium simplicissimum (7,10%). Esses dados
estdo em concordancia com as publicacfes afins, as quais ressaltam a ocorréncia de A. flavus
como principal contaminante de amostras de plantas medicinais (BRESLER et al., 1995;
AZIZ, 1998; DORGE et al., 2000; BASTOS, 2000; AMARAL et al., 2001; CENTENO et al.,
2002; BORGES et al., 2002; BRAGA et al., 2002).

Das espécies flngicas associadas as plantas medicinais, Aspergillus flavus, A. niger
e A. parasiticus sdo as mais reportadas como agentes de infec¢des micoticas oportunistas. O
desenvolvimento dessas infeccdes no hospedeiro depende da interacdo de trés fatores:
viruléncia do fungo, tipo, quantidade da exposi¢cdo e o estado imunoldgico do paciente
(PONTON et al., 2000).
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Grafico 3 - Porcentagem de espécies de Aspergillus (A), Penicillium (B) e outros fungos (C) isolados de
cidreira, crajird, mirantd e sacaca, adquiridas nas feiras e mercados de grande porte na cidade de Manaus-
Amazonas-Brasil.
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Considerando a ocorréncia e a relevancia de Aspergillus e Penicillium, o gréfico 4
esta demonstrando a freqliéncia das espécies desses fungos nas amostra de cidreira, crajird,
mirantd e sacaca. Dessas plantas, as mais contaminadas foram cidreira, colonizada por 13
espécies (Aspergillus flavus, A. niger, A. sydowii e A. versicolor) e (Penicillium canescens, P.
janthinellum, P. melinii, P. nalgeovensis, P. raciborskii, P. raistrickii, P. simplicissimum,
Penicillium sp', P. miczwyskii). A sacaca, cuja contaminagdo correspondeu a 11 espécies
(Aspergillus caesielus, A. flavus, A. flavus furcatis, A. japonicus, A. niger, A. parasiticus,
Aspergillus sp*, A. versicolor) e (Penicillium janthinellum, P. simplicissimum e P.
waksmanii). Em crajird e mirantd, a freqiéncia de espécies foi similar (oito espécies/planta).

Com relacdo a colonizacdo das espécies por planta, A. niger e P. jantinellum foram
isolados da totalidade de plantas analisadas (cridreira, crajird, miranta e sacaca), grafico 4.

Diversas das espécies de Aspergillus (A. flavus, A. niger, A. parasiticus e A.
versicolor) isoladas de cidreira, crajir, mirantd e sacaca sdo descritas como 0s
micotoxigénicas predominantes em plantas medicinais (GRAFICO 4). (BRESLER et al.,
1995; BRAGA et al., 2002; BENITEZ, 2003).

Os dados obtidos nesta pesquisa indicam perigos potenciais devido a presenca desses
fungos filamentosos nas plantas medicinais analisadas, considerando que o efeito
predominante das micotoxinas, além das micotoxicoses, sdo hepatotdxicos e carcinogénicos
etc (BASTOS et. al., 2000; BRAGA et al., 2002; RUNDBERGET et al., 2004).

Micotoxinas classificadas como aflatoxinas (B1, B2 G1 e G2) sdo produzida na
natureza por Aspergillus flavus e A. parasiticus. A designagdo “B” e “G” refere a
fluorescéncia azul e verde desses extrolitos sob luz ultravioleta e 0 nimero 1 e 2 indica o
tamanho da molécula (1 = maior; 2 = menor). Quando as aflatoxinas B1 e B2 sdo ingeridas

por vacas lactantes ocorre hidroxilagéo e séo excretadas no leite na forma de aflatoxinas M1 e
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M2. Estas aflatoxinas sdo compostos de baixa toxicidade, mas de grande significAncia porque

o leite bovino é um alimento humano de consumo mundial (PITT, 2002).
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Grafico 4 — Frequéncia de espécies de Aspergillus e Penicillium contaminantes de cidreira, crajirQ,
mirantd e sacaca adquiridas nas feiras e mercados de grande porte na cidade de Manaus-Amazonas-
Brasil.

Aspergillus flavus e A. parasiticus sdo as espécies mais perigosas & salde humana
devido a toxicidade de muitas linhagens. Neste estudo registrou-se, em média, elevada
nimero de UFC de Aspergillus flavus em sacaca (38x10° UFC/g produto), miranta (13x10°
UFC/g produto) e cidreira (22x10° UFC/g produto). A. parasiticus foi detectado somente em

sacaca (3x10% UFC/g de produto).
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Segundo a Resolugdo- RDC 12, de 2 de janeiro de 2001 ANVISA, ha exigéncia apenas
para pesquisa de bactérias, ndo inclui o controle de fungos e micotoxinas em plantas
medicinais. Contudo, essa legislacdo da ANVISA dispbe que, um produto torna-se improprio
para 0 consumo humano quando estiver contaminado com microrganismo patogénico ou
toxina que representa perigo severo a saude do consumidor.

De acordo com os resultados que constam na tabela 2, as plantas medicinais analisadas
apresentaram qualidade higiénica inadequada para consumo humano devido a presenga de
Aspergillus flavus e A. parasiticus. Os resultados indicam a necessidade da efetivacdo de
inspecdo e controle dos niveis de contaminacdo por fungos patdgenos oportunistas e
micotoxigénicos assim como do quantitativo de micotoxinas nas drogas medicinais

comercializadas nas diversas feiras e mercados de grande porte da cidade de Manaus-

Amazonas.
UFClg UFC
Planta A.flavus | produto | A. parasiticus
sacaca 5 38x10° 1 3x10°
miranta 2 13x10° 0 0
cidreira 2 22x10° 0 0
crajiru 0 0 0 0

Tabela 2 Freqiiéncia e média de UFC/g amostra de planta medicinal de Aspergillus
flavus e A. parasiticus isolados de cidreira, crajirt, miranta e sacaca.

Os resultados relacionados a producdo de aflatoxinas obtidos pela técnica do agar
plug estdo constando na gréafico 5. Dos 70 isolados, os Aspergillus flavus (12,87%), obtidos
de mirantd, sacaca, cidreira e A. parasiticus (1,43%) de sacaca revelaram mudanca de
coloracdo do meio de cultura (YES) para cor-de-rosa, ap6s pulverizagdo com solucdo de
amoénio. Essa alteracdo da cor observada no reverso da coldnia dessas espécies indica a
producdo de aflatoxinas.

Verificou que os dados obtidos pela técnica do agar plug, citados no grafico 5, estdo

em concordancia com os obtidos por Saito; Mashida (1999), ao analisarem 55 linhagens
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aflatoxigénicas de Aspergillus flavus e 13 de A. parasiticus entre as quais, 66 dessas
linhagens, ap6s o contato com o vapor de amoénio expressaram a producao de aflatoxinas

devido a alteragdo da cor do meio sintético.

Outras espécies ndo
aflatoxigénicas
85,7%
Aspergillus flavus (Mir)

/ 2,86%

A. flavus (Sac)
7,15%

A. flavus (Cd)

/ 2,86%

.

A. parasiticus (Sac)
1,43%

Grafico 5 Distribuicdo da producdo de aflatoxina por espécies de Aspergillus flavus em meio de
cultura solido (YES), isolados de mirantd (Mir), sacaca (Sac) e cidreira (Cd).

A tabela 3 esta demonstrando 70 isolados referente a espécies do género Aspergillus e
Penicillium analisadas quanto a deteccdo de micotoxinas por cromatografia de camada
delgada (CCD). Os resultados da analise qualitativa dos compostos extracelulares em CCD
mostraram que as 23 espécies apresentaram comportamentos diferentes quanto a producédo de
metabdlitos secundarios (Tabela 3). Do total de isolados, 21 (30%) produziram uma ou duas
micotoxinas diferentes.

Quando as micotoxinas citadas na tabela 3 que foram reveladas pela UV (365nm) e a

coloragdo comparada as tabelas de cores de Scott et al (1970) e Razak et al (1999), os dados



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

48

demonstraram a presenca das seguintes micotoxinas: aflatoxina Bl e aflatoxina G2
produzidas pelos isolados de Aspergillus flavus e A. parasiticus.

A tabela 3 revela que ainda que, além dessas, citrinina foi detectada em A. versicolor,
A. niger e P. janthinellum. Enquanto, ocratoxina em A. niger, A. niger var. niger, P.
miczynskii, P. canescens e P. melinii

Outras micotoxinas extracelulares também produzidas pelos isolados recuperados das
plantas medicinais foram zearalenona e acido penicilico produzidas por A. versicolor e P.
simplicissimum, respectivamente (Tabela 3).

Os dados obtidos pela técnica de CCD descritos na tabela 3 expressam similaridades
com as pesquisas feitas por Aziz et al (1998), Abou-Arab (1999), Bastos et al (2000), Braga
et al (2002). Nos estudos realizados por Marinho et al (2005) esta confirmada a producdo de
citrina por Penicillium janthinellum resultado semelhante foi obtido neste estudo.

Abarca et al (2000), afirma que apesar da pouca estabilidade observada na producao
de uma micotoxina por uma espécie em condi¢Bes in vitro, ndo se pode descartar a
possibilidade dela ser micotoxigéncias no habitat natural.

O controle dos niveis de fungos em plantas medicinais torna-se necessario nao
somente pelos prejuizos financeiros e deterioragdo desse produto, mas principalmente pela

producdo de micotoxinas que sao extrdlitos nocivos a saide do homem.
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Espécie N° de Isolados produtores de Cor
isolados micotoxinas Rf (I =365
% TEF Micotoxinas nm)

Aspergillus caesiellus 1 0,0 ND ND ND
A. flavus 7 1(1,43) 0,31 Aflatoxina B1 Azul
A. flavus 2 2 (2,86) 0,17 Aflatoxina G2 Verde
A. flavus furcatis 1 0,0 ND ND ND
A. japonicus 1 0,0 ND ND ND
A. niger 3 1(1,43) 0,55 Ocratoxina A Verde
A. niger 3 2 (2,86) 0,16-0,48 | Citrinina Amarela
A. niger var niger 3 1(1,43) 0,55 Ocratoxina A Verde
A. panamensis 2 0,0 ND ND ND
A. parasiticus 1 1(1,43) 0,17 Aflatoxina G2 Verde
A. sydowii 4 0,0 ND ND ND
Aspergillus sp 1 0,0 ND ND ND
A. versicolor 5 1(1,43) 0,16-0,48 | Citrinina Amarela
A. versicolor 1 1(1,43) 0,78 Zearalenona Azul
Penicillium canescens 2 1(1,43) 0,55 Ocratoxina A Verde
P. janczewskii 2 0,0 ND ND ND
P. janthinellum 12 7 (10) 0,16-0,48 | Citrinina Amarela
P. melinii 1 1(1,43) 0,55 Ocratoxina A Verde
P. miczynskii 1 1(1,43) 0,55 Ocratoxina A Verde
P. nalgeovensis 2 0,0 ND ND ND
P. rachorskii 1 0,0 ND ND ND
P. raistrikii 2 0,0 ND ND ND
P. roseopurpureum 1 0,0 ND ND ND
P. simplicissimum 6 1(1,43) 0,47 Acido penicilico | Verde
P. walkmanii 3 0,0 ND ND ND
Penicillium sp" 2 0,0 ND ND ND

Tabela 3 Deteccdo de micotoxinas produzidas em YES a 25°C por 70 isolados de Aspergillus e Penicillium obtidos
de cidreira, crajir, mirantd e sacaca adquiridas nas feiras e mercados de grande porte na cidade de Manaus-
Amazonas-Brasil. TEF = Tolueno/acetato de etila /acido Férmico; UV= Ultra Violeta; ND= N&o Detectado.
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CONCLUSOES

Com os resultados demonstrados pode-se concluir que:
1 — Todas as amostras de cidreira, crajir, miranta e sacaca apresentaram esporos de fungos,
das quais crajird e sacaca adquiridas, respectivamente, na Zona Leste e Oeste sdo contra-

indicadas para o uso como droga medicinal devido a elevada contaminacéo;

2 - Os fungos isolados das plantas medicinais sdo deuteromycetes e do Filo Ascomycota,
representados por Aspergillus spp., Penicillium spp., Paecilomyces sp., Cladosporium sp.,

Trichoderma sp. e Eupenicillium sp., respectivamente;

3. Entre a diversidade de espécies, predominam Penicillium janthinellum e Aspergillus flavus
e sdo citagbes novas em plantas medicinais, Penicillium melinii, P. raistrickii, P.

roseopurpureum, P. simplicissimum e Eupenicillium;

4 - Todos os Aspergillus flavus, contaminante de mirantd, sacaca e cidreira, assim como A.

parasiticus sdo espécies aflatoxigénicas, em condi¢des in vitro,

5 - Outras espécies micotoxigénicas e as respectivas micotoxinas foram:

A niger var. niger (ocratoxina A)

A. niger (ocratoxina A e citrinina)
A. versicolor (citrina e zearalenona)
P. canescens (ocratoxina A)

P. janthinellum (citrinina)

P. melinii (ocratoxina A)

P. miczynskii (ocratoxina A)

P. simplicissimum (acido penicilico)
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