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Resumo

A qualidade dos Insumos Farmacéuticos Ativos Vegetais (IFAV) obtidos a partir de plantas medicinais
depende de um minucioso controle de qualidade que garantam sua seguranga fisica e biolégica. Os
derivados de espécies vegetais que tém acéo no Sistema Nervoso Central (SNC) sdo muito utilizados por
causarem menos efeitos adversos que os psicofarmacos sintéticos, o que motiva a busca por tratamentos
alternativos e seguros. Entre as espécies medicinais com esta finalidade terapéutica destaca-se a Valeriana
officinalis L. (Caprifoliaceae Juss.). Este estudo avaliou a qualidade microbioloégica da droga vegetal e
extrato seco de V. officinalis vendidas em comércios da cidade Goiania (GO). Realizou-se a contagem de
microrganismos mesofilicos e pesquisa de microrganismos patogénicos de 16 amostras. O resultado da
contagem indicou que 56,25% das amostras de droga vegetal avaliadas ndo atendiam as especificagoes
farmacopeicas por apresentarem elevada carga microbiana na contagem de fungos e bactérias. A pesquisa
de patdgenos evidenciou o crescimento de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa na droga vegetal.
Ja as amostras de extrato seco apresentaram 100% de aprovagéo. Os resultados obtidos demonstraram a
importancia do controle de qualidade dos IFAV e necessidade de maior fiscalizagdo das drogas vegetais e
demais derivados vegetais de facil acesso da popular.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Valeriana. Controle de qualidade. Escherichia coli. Pseudomonas

aeruginosa.

154
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2023; 17(2): 154-169 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0



https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.32712/2446-4775.2023.1416
https://orcid.org/0000-0002-1329-1383
https://orcid.org/0000-0003-3848-5261
mailto:thiagolevi.farmacia@hotmail.com

Avaliagdao microbiolégica da droga vegetal e extrato seco de Valeriana officinalis L. Santos e Oliveira
(Caprifoliaceae Juss.) obtidas em Goiania, Goias

Abstract

The quality of Active Plant Pharmaceutical Ingredients (IFAV) obtained from medicinal plants depends on a
thorough quality control that guarantees their safe physical and biological. The products of plant species that
act on the Central Nervous System (CNS) are widely used because they cause fewer adverse effects than
synthetic psychotropic drugs, which motivate the search for safe treatments. Among the medicinal species
with this therapeutic purposes, Valeriana officinalis L. (Caprifoliaceae Juss.) stands out. This study evaluated
the microbiological quality of the plant drug and dry extract of V. officinalis. The mesophilic microorganisms
and pathogenic were counted in 16 samples were searched. The counting result indicated that 56.25% of
the plant drug samples did not meet the specifications because they had a high microbial load in the count
of fung and bacteria. Pathogen research evidenced the growth of Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa in the plant drug. The samples of dry extract it presented 100% approval. The results purchase
for demonst the important of quality control the medicines and the need for greater inspection of plant drug

and outher easily accessible vegetable inputs.

Keywords: Medicinal plants. Valerian. Quality control. Escherichia coli. Pseudomonas aeruginosa.

Introducgao

O uso de plantas para a cura e tratamento de enfermidades é uma pratica milenar evidenciada em diversas
comunidades do mundo. O conhecimento sobre as plantas no Brasil € muito rico, visto que, conta com uma
grande diversidade de espécies vegetais. A heterogeneidade da vegetacao é causada principalmente pelas
diferentes caracteristicas de solo e clima de cada regido, que proporcionam uma miscigenagao das

espécies e favorece a biodiversidade do paist-2,

Muitas plantas conhecidas por suas propriedades medicinais possuem seu efeito farmacologico justificado
por agbes sinérgicas, devido a rica composigdo quimica de classes de metabdlitos secundarios
(fitocomplexo), contudo esta diversidade de compostos em quantidades desconhecidas pode oferecer
riscos, mesmo tendo origem natural. Adicionalmente, a transformagdo das plantas medicinais em formas
intermediarias para uso em chas medicinais e principalmente em fitoterapicos, exigem cuidados durante as

operagdes de manipulagdo para reduzir os riscos a saudel!,

A fitoterapia € uma pratica terapéutica que faz uso de plantas medicinais para o tratamento, cura e
prevengdo de doengas. A pratica crescente da fitoterapia esta relacionada ao baixo custo, menor toxicidade
em relacdo aos medicamentos industrializados, e por um contexto histérico. No entanto, o uso seguro e
eficaz destes recursos naturais, j& validados cientificamente, sdo melhor alcancados através dos

fitoterapicos, que s&o produtos devidamente padronizados e controlados quanto sua composigao4l,

O Ministério da Saude Brasileiro, através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), editou a
Resolugao da Diretoria Colegiada (RDC) N° 67, de 8 de outubro de 2007, que dispde sobre Boas Praticas de
Manipulagido de Preparagdes Magistrais e Oficinais para Uso Humano em farmacias que tem como objetivo

estabelecer parametros mais rigidos na fabricagdo de medicamentos manipulados e drogas vegetais B,
Define-se como droga vegetal partes da planta ou a planta medicinal, que sera utilizada como base de um

medicamento, apos sofrer alguma transformacgéo que inclui principalmente a secagemlSl. A origem natural
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e a escassez de procedimentos de desinfecgdo de drogas vegetais fazem com que praticamente todos os
Insumos Farmacéuticos Ativos Vegetal (IFAV) apresentem microrganismos. Essa contaminagdo é

proveniente do solo, microflora natural da espécie, ou até introduzida durante a manipulagdo da espécielZ.,

O extrato seco é dos IFAV mais utilizados na obtengéao de fitoterapicos. Para haver a transformagao de uma
droga vegetal em extrato seco s&o utilizados varios pardmetros de qualidade, com o intuito de obter um
insumo vegetal (matéria-prima) mais estavel, com menor contaminagdo microbioldgica, e menos desvios
fisico-quimico, visto que, € no extrato seco que ha maior concentragdo dos metabdlitos secundarios,
responsavel pela agao farmacoldgica no individuo. Além disso, os extratos secos possuem vantagens como

maior facilidade de armazenamento e de padronizagdo dos principios ativos&4,

As doencas relacionadas ao sistema nervoso estao diretamente ligadas a uma relagédo existente entre
aspectos fisicos e psicolégicos. As drogas vegetais que tém acao no Sistema Nervoso Central (SNC) sao
muito utilizadas pela sociedade para auxiliar no tratamento de doengcas como depresséo, ansiedade,
insbnia, bipolaridades e outros problemas neurolégicos, por serem menos agressivos e causarem menos
efeitos adversos que os psicofarmacos alopaticos sintéticos (antidepressivos, ansioliticos e hipnéticos), o

que motiva a busca por tratamentos alternativos e segurost-11],

Para o tratamento da ansiedade, estresse, depressdo sao utilizados medicamentos sintéticos como os
benzodiazepinicos (Clonazepam, Diazepam, alprazolam), antidepressivos (amitripitilina, fluoxetina,
paroxetina) que agem em neurotransmissores do sistema nervoso, esses medicamentos podem causar
dependéncia e riscos psicomotores!'2. O emprego de fitoterapicos para estas doengas tem se tornado outra
importante opgao de tratamento, e ocorre a partir de plantas medicinais que possuem estudos clinicos que
atestam sua eficacia e indicam que n&o causam dependéncia. Entre as espécies de plantas medicinais
mais usadas para esta finalidade é possivel destacar: Passiflora incarnata L. (Passifloraceae Juss. ex
Roussel), Valeriana officinalis L. (Caprifoliaceae Juss.), Hypericum perforatum L. (Hypericaceae Juss.),
Paullinia cupana L. (Sapindaceae Juss.), Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (Poaceae Barnhart) e

Foeniculum vulgare Mill. (Apiaceae Lindl.)!3l,

Entre as espécies citadas, foi selecionada para o desenvolvimento deste trabalho a Valeriana officinalis L.
(Caprifoliaceae Juss.), em virtude de ser uma das plantas com maiores efeitos de sinergismo farmacolégico
comprovado. V. officinalis & popularmente conhecida como valeriana, baldriana, erva-de-sao-jorge, erva-
de-amassar e erva-de-gato. A planta é nativa da Europa e da Asia e foi naturalizada na América do norte,
encontrada principalmente em areas Umidas, lagos e terrenos arenosos. E uma espécie de porte herbacea,

perene e com raizes grossas!®14.15],

A planta possui indicagdo terapéutica para ansiedade, insOnia, antiespasmddica, antitabagismo,
carminativo, e doengas relacionadas a estresse. Seu uso deve ser consciente e mediante prescricdo médica

e acompanhamento, pois seus ativos atuam no sistema nervoso centrall8],

A V. officinalis possui varios metabdlitos que podem estar relacionados a sua agéo terapéutica, entre eles o acido
valerénico, valerona, valeranol, vatrato, didrovaltrato, acevaltrato, volvalerenal, acido volvalerénicco,
volvalerelactona e valeneomerintd. Os principais compostos fitoquimicos com atividade farmacoldgica conhecida

na espécie sdo os monoterpendides, sesquiterpencides, e derivados de iridoides que s&o os valepotriatosH8l,
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Wang e colaboradores!'¥ isolaram alguns compostos da espécie V. officinalis e identificaram novos
marcadores quimiotaxonémicos, como, por exemplo, o Indol-3-carbaldeido e o 2-metoxi-4-(3 metoxi-1-
propieno) que auxilia na diferenciagdo da planta com outras espécies, ja que esses marcadores foram

encontrados apenas em V. officinalis.

As partes subterraneas (raizes e rizomas) representam as principais partes da planta que s&o usadas para
a obtencéo de intermediarios que permitem seu uso na preparagéo de cha medicinal, capsula, comprimido,
extrato hidroetandlico, extrato aquoso, tinturas, extrato seco e dleo essencial. Alguns estudos prévios
indicam que a V. officinalis tem efeito antioxidante, neuroprotetor e modula neurotransmissores cerebrais,

além de atividade ansiolitica, antidepressiva e antiepilética ja constados em modelos animaisf6-14.15.20],

Embora estas informagdes sobre a planta colaborem para validagao cientifica do seu uso, a seguranga e
eficacia dos produtos derivados sempre dependerédo dos cuidados durante as operagdes de producéo e do
controle de qualidade. Andlises que comprovem a qualidade de manejo, producdo e armazenamento das
drogas vegetais, assim como de todos os IFAV comercializados sdo importantes para a saude da
populacdo, pois garantem um produto com boas condigdes fisicas e bioldgicas. Embora raizes e rizomas
de V. officinalis sejam as partes da planta mais empregadas por concentrarem os ativos, podem também
apresentar a maior concentragdo de microrganismos patogénicos oriundos do solo, fato que torna

compulsério a necessidade do controle de qualidade microbioldgicos rigoroso da droga vegetall22,

Diante do exposto, o presente estudo investigou a qualidade microbiolégica de amostras da droga vegetal
e extrato seco de V. officinalis comercializadas em estabelecimentos de produtos naturais e farmacias de

manipulagédo da cidade de Goiania-Goias.

Material e Métodos

Coleta e preparo do material vegetal (droga vegetal e extrato seco)

Foram analisadas 16 amostras da espécie Valeriana officinalis L., sendo 10 na forma de droga vegetal e 6
na forma de extrato seco. As amostras sdo de fabricantes e lotes diferentes e foram obtidas em
estabelecimentos comerciais de produtos naturais e farmacias de manipulagdo do municipio de Goiania —
GO. No ato da coleta foi observada a data de fabricag&o, validade, nomenclatura botanica da espécie nos

rétulos, além de nome popular e procedéncia.

Apos a coleta, as amostras foram acondicionadas em bolsas Nasco estéreis, envolvidas em papel aluminio
e identificadas de acordo com a regido da coleta, data e receberam a numeragao (codificagédo), sendo de 1
a 10 para droga vegetal e 1 a 6 para extrato seco. Todas as amostras foram armazenadas em dessecadores

mantidos em temperatura ambiente e protegidos da agdo da luz até o momento da analise.
Preparo das amostras

Os procedimentos experimentais foram desenvolvidos em parceria com o Laboratério de Controle de
Qualidade Microbioldgico da IndUstria Farmacéutica Cifarma®, seguindo a metodologia oficial descrita na

Farmacopeia Brasileira 6° Edigao2l. As embalagens contendo as amostras foram desinfectadas com
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solugdo de alcool etilico 70% (v/v) e os testes realizados em uma capela de fluxo laminar unidirecional

horizontal (Veco®).
Preparo dos meios de cultura

Seguindo as recomendagdes dos fabricantes (Difco® e Acumedia®) todos os meios de cultura do estudo
foram preparados, esterilizados em autoclave (SET®) e vertidos aproximadamente na quantidade de 20 mL
em placas de Petri lisas, estéreis, descartaveis, de poliestireno (CRAL®), 90x15 mm, em camara de fluxo
laminar. Os meios de cultura preparados foram submetidos aos testes que comprovaram sua fertilidade e
esterilidade. Em todas as analises foram usados materiais estéreis e controle negativo dos meios de cultura,

garantindo a seguranca e legibilidade dos resultados.
Contagem do numero total de microrganismos meséfilos

Para a realizag&o do teste de contagem do numero total de microrganismos mesdfilos foi utilizada a técnica

de inoculagéo de semeadura em profundidade (Pour Plate)2,

Em um frasco estéril com o auxilio de uma balanga analitica foi pesado 10 g de droga vegetal ou extrato
seco de V. officinalis e acrescentado 90 mL de Caldo Triptose, Azolectina e Tween (TAT) que foi
considerado a solugéo estoque, obtida na proporgao 1:10 (p/v). A partir desta solucéo realizou-se diluicdes
seriadas até a proporgao 1:100 000 (10%). Com o auxilio de um pipetador automatico e uma ponteira estéril
foi retirado 1 mL da solugdo estoque e das diluigdes seriadas para quatro placas de petri devidamente
identificadas. Em seguida verteu-se 20 mL de meio Agar Caseina-soja (TSA) em duas placas que foram
incubadas durante 3 dias na estufa de 32,5 + 2,5°C para contagem de bactérias, e 20 mL do meio Agar
Sabouraud-dextrose (SA) nas outras duas placas que foram incubados na estufa de 22,5 + 2,5°C durante

5 dias para a contagem de fungos.

Apos o periodo de incubagao foi realizado a leitura das placas utilizando um contador de col6nias. O resultado

foi expresso em Unidades Formadoras de Coldnias por grama (UFC/g) a partir da média aritmética.

Os frascos, contendo a solugao estoque e as diluigdes, foram incubados na estufa de 32,5 + 2,5°C durante

24 horas, para ser realizado a pesquisa de microrganismos patogénicos.
Pesquisa e identificacdo de patégenos

A pesquisa de microrganismos patogénicos avaliou a presenca ou auséncia de microrganismos especificos
em meio seletivos para a analise de drogas vegetais e extratos secos de V. officinalis de acordo com a

Farmacopeia Brasileira 6° Edigaol2!l,

A droga vegetal da V. officinalis € um insumo farmacéutico vegetal que segundo a Farmacopeia Brasileira
6° edigdo (Volume Il), deve ser submetida a pesquisa de auséncia de Escherichia coliem 1 g, auséncia de
Salmonella em 10 g e bactérias gram-negativas bile tolerantes em 1 g, enquanto o extrato seco da V.
officinalis devera ser avaliada quanto a auséncia de Escherichia coliem 1 g e auséncia de Salmonella em
10 g. Adicionalmente, foi acrescentado a pesquisa de Pseudomonas aeruginosa, por ser um microrganismo
muito encontrado nestas amostras, devido ao ambiente de cultivo das plantas e por avaliar o processo de

irrigacédo desta plantas.
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Pesquisa e identificagdo de Salmonella spp.

Ap6s a incubacgéo da solugdo estoque e das diluicdes da contagem foi transferido com o auxilio de um
pipetador automatico e uma ponteira estéril 0,1 mL destas solu¢des para um tubo contendo 10 mL de caldo
Enriqguecimento Salmonella Rappaport Vassiliadis (RVS), homogeneizou e incubou a 35°C por 24 horas
todos os tubos. No dia seguinte com o auxilio de uma alga descartavel foi retirada uma aliquota do caldo
RVS com a amostra e estriado na placa de Petri contendo Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD). As placas
foram incubadas a 35°C, durante 24 horas. Apos este periodo foi realizada a leitura, observando se houve
crescimento caracteristico de Salmonella entérica, que sao crescimento de colénias bem desenvolvidas,

vermelhas com ou sem centro negro.
Pesquisa e identificagdo de Escherichia coli

Para Pesquisa de Escherichia coli foi pipetado 10 mL da solugdo estoque e das diluicdes da contagem de
todas as amostras para 90 mL de Caldo Caseina (TSB) em um frasco estéril que logo em seguida foi
incubado na estufa de 32,5 + 2,5°C durante 24 horas. Apos o periodo de incubagao, pipetou-se 1 mL da
solugdo contendo TSB mais a amostra para 100 mL de Caldo MacConkey em um frasco estéril,
consecutivamente incubou na estufa de temperatura de 43+ 1°C durante 24 horas. Ap6s a incubacéao foi
retirado uma aliquota com o auxilio de uma alga estéril, e estriado na superficie da placa contendo Agar
MacConkey, incubado na estufa de 32,5 + 2,5°C durante 24 horas. Apos esse periodo realizou-se a leitura
da placa. Observando se houve crescimento caracteristico, que é o crescimento de colénias vermelhas,

geralmente ndo mucosas, com micromorfologia caracteristica de bacilo gram-negativo.
Pesquisa e identificagcdo de Pseudomonas aeruginosa

Para Pesquisa de Pseudomonas aeruginosa foi pipetado 10 mL da solugdo estoque e das diluicdes da
contagem de todas as amostras para 90 mL de Caldo Caseina (TSB) em um frasco estéril que logo em
seguida foi incubado na estufa de 32,5 + 2,5°C durante 24 horas. Apos o periodo de incubacgao foi retirado
uma aliquota da solugao do frasco e estriado no Agar Cetrimida, a placa foi incubada a 32,5 + 2,5°C durante
24 horas. Para a leitura foi observado se houve crescimento caracteristico, que é o crescimento de colbnias

esverdeadas, com fluorescéncia na luz UV.
Pesquisa e identificagao de Staphylococcus aureus

Para Pesquisa de Staphylococcus aureus foi pipetado 10 mL da solugéo estoque para 90 mL de Caldo
Caseina (TSB) em frasco estéril que logo em seguida foi incubado na estufa de 32,5 + 2,5°C durante 24
horas. Apés o periodo de incubacgéo foi retirado uma aliquota da solug¢éo do frasco e estriado em uma placa
contendo Agar Sal Manitol, a placa foi incubada a 32,5 + 2,5°C durante 24 horas. Para a leitura foi observado
se houve crescimento caracteristico que é o crescimento de coldnias amarelas ou brancas, rodeadas por

zonas amarelas.
Pesquisa e quantificagdao de bactérias gram-negativas bile tolerantes

Para a pesquisa do ensaio qualitativo de bactérias gram-negativas bile tolerantes (GNBT) foi pesado em
uma balanga analitica 10 g da amostra em um frasco estéril e colocado 90 mL de caldo TSB, incubou-se

na estufa de 22,5°C durante duas horas este frasco foi chamado de diluigdo A, apds este periodo transferiu-
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se 10 mL do frasco A para 90 mL de Caldo Mossel, incubou na estufa de 32,5 + 2,5°C durante 24 horas,
apos este periodo foi retirado uma aliquota com o auxilio de uma alga estéril, e estriado na superficie da
placa contendo Agar Violeta Vermelho Neutro Bile Glicose (VRB), a placa foi incubada e no dia seguinte foi

realizado a leitura. O ensaio quantitativo foi realizado por meio de diluigdes.

Na primeira diluigao foi transferido 1 mL da diluicdo A para 9 mL de Caldo Mossel, homogeneizado e incubado
na estufa de 32,5 + 2,5°C durante 24 horas, depois deste periodo foi retirado uma aliquota da solugéo e

estriado no Agar Violeta Vermelho Neutro Bile Glicose e incubado na estufa de 32,5 + 2,5°C por 24 horas.

Na segunda dilui¢gdo foi transferido 0,1 mL da diluicdo A para 9 mL de Caldo Mossel, homogeneizado e
incubado na estufa de 32,5 + 2,5°C durante 24 horas, depois deste periodo foi retirado uma aliquota da solugao

e estriado no Agar Violeta Vermelho Neutro Bile Glicose e incubado na estufa de 32,5 + 2,5°C por 24 horas.

Na terceira diluico foi transferido 0,001 mL da diluicdo A para 9 mL Caldo Mossel, homogeneizado e incubado
na estufa de 32,5 + 2,5°C durante 24 horas, depois deste periodo foi retirado uma aliquota da solugéo e

estriado no Agar Violeta Vermelho Neutro Bile Glicose e incubado na estufa de 32,5 + 2,5°C por 24 horas.

O resultado dos ensaios quantitativos € evidenciado pelo crescimento de colénias bem desenvolvidas de
bactérias gram-negativas, geralmente avermelhadas ou vermelhas, considerando o crescimento nas trés
diluigdes. Em caso de crescimento o resultado é positivo (+) e se ndo houver o crescimento & considerado

negativo (-) e interpretado de acordo com o QUADRO 1121,

QUADRO 1: Interpretacdo dos resultados para bactérias gram-negativas bile tolerantes.

Resultados para quantidade de amostra

Numero provavel de bactérias por g ou mL

0,19/ mL 0,01 g/ mL 0,001 g/mL

+ + + Mais de 10°

+

+ -

Menos de 10%e mais de 10?

+

Menos de 10%e mais de 10

Menos de 10

Legenda: (+) positivo / (-) negativo

Identificagao dos microrganismos

Em todas as placas de petri que apresentaram contaminagdo na contagem de microrganismos mesofilicos,
procedeu-se a identificagdo dos microrganismos, e quando houve crescimento na pesquisa de
microrganismos patogénicos foi realizada a identificagdo para a confirmacéo da contaminagéo, por meio do
teste de coloragdo de Gram e pelo Kit BBL Crystal ou Remel RapID® a fim de reconhecer as espécies e

confirmar a presencga dos patégenos.
Os controles positivos e negativos utilizado para a visualizagdo no microscépio foram:

e Controle Positivo: Staphylococcus aureus ATCC:6538
e Controle Negativo: Escherichia coli ATCC:8739
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Resultados e Discussao

A determinagéo do nimero total de microrganismos meséfilos da droga vegetal de V. officinalis obtida em
estabelecimentos de produtos naturais de Goiénia apresentaram 100% de contaminag&o microbiana, ou
seja, todas as amostras coletadas na cidade de Goiania estavam contaminadas por bactérias e fungos,

conforme apresentado na TABELA 1.

O crescimento de bactérias aerdbicas variou entre 2,5x10" UFC/g e 8,81x10%5 UFC/g. E a contagem de
bolores e leveduras apresentou variagdo entre 2,5x10" UFC/g e 10,1x105 UFC/g. Durante a contagem das
placas observou-se que as primeiras diluicdes obtiveram um elevado crescimento microbiano que

dificultava a contagem e quantificagdo da carga microbiana.

A Farmacopeia Brasileira 62 Edicao apresenta dois limites microbianos para droga vegetal, um para as
amostras que passaram por processo de redugdo da carga microbiana e outro para amostras que nao
passaram. As amostras analisadas neste estudo ndo passaram por processos de redugdo da carga
microbiana. Neste caso foi considerado o limite de 10° UFC/g para a contagem de bactérias aerdbias e 103
UFC/g para a contagem total de fungos. De 10 amostras de droga vegetal, o total de 4 excederam o limite
microbiano de bactérias aerdbias (40% das amostras). Em relagéo a contagem de bolores e leveduras, 9

amostras excederam o limite microbiano, representando 90% das amostras.

A alta contagem de fungos esta relacionada a falhas durante o processo de secagem e armazenamento da
droga vegetal, o que pode gerar ainda um acimulo de micotoxinas produzidas por fungos22. Os limites
microbianos acima do especificado pela legislagdo podem indicar riscos para o consumidor, pois parte

destes microrganismos podem ser patogénicos23l,

J& as amostras de extrato seco indicaram presenga de carga microbiana menor que as amostras de droga
vegetal, estando todas em conformidade com o limite microbiano especificado pela Farmacopeia Brasileira
6° Edigdo. Os valores de bactérias aerdbias variaram entre <10 UFC/g e 7,87x103 UFC/g e a contagem de
bolores e leveduras entre <10 UFC/g e 21x102 UFC/g, conforme apresentado na TABELA 1. Quando nao

€ observado crescimento de coldnia nas placas, o resultado deve ser expresso como sendo < 10 UFC/g.

Estes resultados para contagem microbiana ja eram esperados, pois os extratos secos sao obtidos a partir
de processos de extracdo com solventes organicos, além de serem preparados mediante processos de
secagem que favorecem a redugdo da carga microbiana e consequentemente viabilizam o baixo

crescimento de microrganismos nos testes de contagem2!1,

Considerando as 16 amostras analisadas, 25% estavam com a quantidade de bactérias aerdbicas acima
do limite especificado pela Farmacopeia Brasileira 6° Edicao, e 56,25% de bolores e leveduras acima da
especificacdo. E importante salientar que independente da amostra (droga vegetal ou extrato seco), quando
ocorre o crescimento acima da especificagdo em uma das contagens (bactérias aerébicas, bolores e
leveduras) a amostra é reprovada no controle de qualidade microbiolégico. Partindo deste pressuposto, das

16 amostras, 56,25% foram reprovadas quanto aos pardmetros microbioldgicos.
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TABELA 1: Contagem microbiana da droga vegetal e extrato seco de Valeriana officinalis L. (Caprifoliaceae Juss.).

Droga vegetal

Amostras Bactérias aerébias (UFC/g) Bolores e Leveduras (UFC/g)
Droga vegetal 1 6,55x10* 6,05x10°
Droga vegetal 2 2,31x10* 4,55x10°
Droga vegetal 3 5,92x10* 2,64x10°
Droga vegetal 4 4,15x10° 7,25x10*
Droga vegetal 5 5,10x10° 10,1x10°
Droga vegetal 6 8,5x10* 3,10x10*
Droga vegetal 7 2,5x10! 2,5x10"
Droga vegetal 8 1,52x10* 3,19x10*
Droga vegetal 9 8,81x10° 2,36x10*
Droga vegetal 10 1,67x10° 3,55x10*
Extrato Seco 1 <10 2x10

Extrato Seco 2 <10 <10
Extrato Seco 3 11,52x10? 21x10?
Extrato Seco 4 <10 <10
Extrato Seco 5 7,87x10° <10
Extrato Seco 6 4x10? 1,9x10?

Embora ndo conste na literatura outros estudos microbioldgicos especificos com a Valeriana officinalis L.,
Cossatis22 desenvolveu uma pesquisa com plantas medicinais secas (droga vegetal) das espécies Baccharis
trimera (Asteraceae Bercht. & J.Presl), Bauhinia forficata (Fabaceae Lindl.) e Tabebuia avellanedae
(Bignoniaceae Juss.) coletadas no Rio de Janeiro também evidenciou uma elevada carga microbiana nas
contagens de microrganismos mesodfilos. Aproximadamente 66,6% das amostras estavam acima dos limites
de contaminagao por bactérias aerdbicas e 93,3% estavam acima dos limites de contaminagao por bolores e
leveduras. Adicionalmente, a pesquisa de patégenos evidenciou ainda a presenga de Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli, e todas as amostras apresentaram crescimento de Bactérias Gram-negativas
bile tolerantes maiores que 10°. Estes resultados indicam possiveis problemas nas operagdes envolvidas na
transformacéo da planta em sua forma desidratada, e ainda falhas ou inexisténcia de controle de qualidade

microbiolégico com amostras dos lotes liberados para consumo pela populagdol22,

Em outro estudo, realizado para avaliar drogas vegetais tradicionalmente usadas no preparo de chas,
constatou-se elevado crescimento microbiano nas amostras analisadas e divergéncias nos parametros
sanitarios microbioldgicos relacionadas a drogas vegetais usadas na preparagao de chas. Quando os limites
microbioldgicos considerados para fins de avaliagdo sdo os da Farmacopeia Brasileira para drogas vegetais
usadas no preparo de chas medicinais, o crescimento de bolores reprovaria o dobro de amostras em relagao
aos limites microbiolégicos para chas dietéticos (alimentos). Estes resultados demonstram a falta de
harmonizacao dos parémetros sanitarios oriundos de drogas vegetais usados na preparagao de bebidas
consideradas dietéticas e medicinais, mas demonstram que as especificagdes farmacopeicas sdo mais

criteriosas e viabilizam maior seguranga quando os resultados experimentais sugerem conformidade(23241
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Adicionalmente, estes estudos sugerem que a contaminagao microbiana acima dos padrdes farmacopeicos
é evidenciada em diferentes lugares do Brasil e ocorrem em varias espécies vegetais. A contaminagéo
microbiana é indesejavel, mesmo que ainda dentro de parametros estipulados pela farmacopeia, pois os
microrganismos podem promover a deterioragdo do produto, tendo uma gama de caminhos bioquimicos
que estes podem seguir. Os valores altos nos resultados de contagem de bactérias aerdbicas nas drogas
vegetais indicam um possivel comprometimento nas condi¢gdes sanitarias durante a transformacdo da
planta medicinal em droga vegetal, manipulagado, armazenamento, que podem comprometer seriamente a

qualidade e seguranga do insumo farmacéutico ativo vegetall22:24.25],

A pesquisa de microrganismo patogénico da droga vegetal de V. officinalis L. confirmou a presencga de duas
bactérias, sendo 5 amostras com Pseudomonas aeruginosa e 3 amostras com Escherichia coli. Nas
amostras de extrato seco ndo houve crescimento de microrganismos patogénicos. Isso significa que das
16 amostras, 31,25% apresentaram crescimento de Pseudomonas aeruginosa e 18,75% apresentaram

crescimento de Escherichia coli, conforme indicado na TABELA 2.

Nao houve crescimento caracteristico de Salmonella spp., e nao foi evidenciado crescimento de

Staphylococcus aureus nas analises de droga vegetal e extrato seco da espécie V. officinalis.

TABELA 2: Pesquisa de patégenos na droga vegetal e extrato seco de Valeriana officinalis L. (Caprifoliaceae Juss.).

Droga vegetal

Amostras Resultado da pesquisa de patégenos
Droga vegetal 1 Negativo
Droga vegetal 2 Pseudomonas aeruginosa
Droga vegetal 3 Negativo
Droga vegetal 4 Negativo
Droga vegetal 5 Negativo
Droga vegetal 6 Pseudomonas aeruginosa
Droga vegetal 7 Negativo
Droga vegetal 8 Escherichia.coli e Pseudomonas aeruginosa
Droga vegetal 9 Escherichia.coli e Pseudomonas aeruginosa
Droga vegetal 10 Escherichia.coli e Pseudomonas aeruginosa
Extrato seco 1 Negativo
Extrato seco 2 Negativo
Extrato seco 3 Negativo
Extrato seco 4 Negativo
Extrato seco 5 Negativo
Extrato Seco 6 Negativo

Estes resultados demostram que houve contaminagdo microbiana das amostras e crescimento de
patdgenos, o que pode estar relacionado a auséncia de cuidados durante e boas praticas de manipulagao.

A contaminacgao constatada pode ser também consequéncia de contaminagdo cruzada, contaminagao por
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particulas, e até por mistura de drogas vegetais. O armazenamento adequado deste material, a

manipulagdo e colheita sdo fatores que diminuem o risco de contaminagdo de um produtof28,

A presenca de patdgenos e a elevada carga microbiana nos produtos comprometem a estabilidade,
aumentam os casos de infec¢des e toxi-infecgdes e implicam na diminuigdo da eficacia terapéutica, por
meio da degradacao do principio ativo e por alteragées fisicas estruturais. Isso pode provocar alteragéo de
pH, producdo de gases que provoca odores desagradaveis, e pode ocorrer a degradacdo de enzimas e

substancias importantes para aquela espéciel'2,

Os resultados da pesquisa e quantificagdo de bactérias gram-negativas bile tolerantes (GNBT) indicaram
contaminagdo nas diluicdes contendo 0,1 g ,0,01 g, até 0,001 g de droga vegetal, o que indica uma
contaminagao maior que 103 por bactérias gram-negativas bile tolerantes por grama de amostra. Apenas
uma droga vegetal obteve contaminagdo de GNBT menor que 10% e mais de 102. Em relag&o ao extrato

seco, uma amostra apresentou crescimento de GNBT, conforme indicado na TABELA 3.

TABELA 3: Resultados da pesquisa e quantificagdo de bactérias gram-negativas bile tolerantes na droga vegetal e
extrato seco de Valeriana officinalis L. (Caprifoliaceae Juss.).

Resultados para quantidade de amostra
Amostras Resultado
0,1g/mL 0,01 g/mL 0,001g/mL
Droga vegetal 1 + + + Mais de 10°
Droga vegetal 2 + + + Mais de 10°
Droga vegetal 3 + + + Mais de 10°
= Droga vegetal 4 + + + Mais de 10°
% Droga vegetal 5 + + + Mais de 10°
% Droga vegetal 6 + + + Mais de 10°
S Droga vegetal 7 + + - Menos de 10%e mais de 10?
Droga vegetal 8 + + + Mais de 10°
Droga vegetal 9 + + + Mais de 10°
Droga vegetal 10 + + + Mais de 10°
Extrato seco 1 - - - Menos de 10
o Extrato seco 2 + + - Menos de 10° e mais de 102
§ Extrato seco 3 - - - Menos de 10
;% Extrato seco 4 - - - Menos de 10
u Extrato seco 5 - - - Menos de 10
Extrato seco 6 - - - Menos de 10

Legenda: (+) positivo / (-) negativo

A pesquisa de GNBT é um importante indicador de precariedade higiénica, processamento inadequado, e
pos-processo. A presenga de E.coli indica contaminagdo fecal, e indica presenca de patégenos
relacionados a fezes humanas ou de animais. A presenca de P. aeruginosa indica erros cometidos durante

a manipulagdo da amostra, ou seja, erros no cumprimento das boas praticas de manipulagaol22.,
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Embora a V. officinalis tenha grande relevancia para a fitoterapia, ha poucos trabalhos que avaliam parametros
microbioldgicos de drogas vegetais e outros intermediarios derivados da planta que estejam disponiveis em
comércios populares e em farmacias de manipulagéo. A fiscalizagao pelos érgéos reguladores é fundamental
para a garantia da qualidade dos IFAV ao longo do seu processamento, que tem inicio no cultivo, segue com
a coleta e persiste nos setores que colaboram com sua transformagéo. O controle de qualidade é também
indispensavel para a seguranca e eficacia destes produtos, uma vez que avalia o cumprimento das
especificagdes estabelecidas, evitando possiveis erros de formulagdes e contaminagdes que possam
comprometer a qualidade do produto a ser comercializado, uma vez que a contaminagao microbiana pode

degradar os compostos quimicos que conferem a planta a agdo medicinal2Z-28],

A transformagédo da planta medicinal em IFAV é complexa e exige cuidados para evitar a perca da qualidade
durante as operagdes de processamento, tais como: a etapa de secagem da planta deve ser realizada o mais
breve possivel sem, entretanto, deixar de ser eficiente, porém mantendo seus constituintes ativos, higiene
adequada durante a manipulagdo, os equipamentos e utensilios utilizados nos processos de pds-colheita
devem ser higienizados, e o material deve ser acondicionado em embalagens adequadamente limpas e

armazenado em local seco, protegido da luz, além de medidas de protegdo contra roedores e insetos22:29,

Adicionalmente, vale destacar que uma das razdes para os altos niveis de contaminagdo de produtos
derivados de plantas medicinais, é o fato de que muitos profissionais envolvidos no processo de preparo
acomodam-se quanto aos cuidados necessarios nas diversas etapas de produgcdo. Todas as etapas
envolvidas na transformagdo da planta em insumo vegetal devem ser acompanhadas. A auséncia de
equipamentos de protegdo individual, falta de higiene pessoal, infraestrutura deficiente e falhas na limpeza
de equipamentos e materiais de trabalho podem aumentar o risco de contaminagao. E possivel evidenciar
a necessidade de fiscalizagdes mais frequentes que visem acompanhar e promover as Boas Praticas de

Manipulagéo e Fabricag&ol31:32,

Conclusao

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que as amostras das drogas vegetais de V. officinalis
encontradas em estabelecimentos comerciais de Goiania, ndo atendem aos critérios de qualidade da

Farmacopeia Brasileira, demonstrando a auséncia de controle do processamento.

As analises microbiolégicas da droga vegetal trouxeram preocupagéo pela elevada carga microbiana nos
testes de contagem de microrganismos, pois 40% das amostras de drogas vegetais ultrapassaram o limite
microbiano de bactérias aerdbicas e 90% na contagem de fungos também obtiveram crescimento acima da
especificagdo farmacopeica. Em contrapartida as amostras de extrato seco demonstraram conformidade
com as especificagbes, indicando o cumprimento dos requisitos microbiolégicos minimos para serem

utilizadas no processo de fabricagdo dos medicamentos fitoterapicos.

A presenca de patdgenos indicou a necessidade de maior controle e fiscalizagdo das drogas vegetais
existentes nos comércios de produtos naturais em razdo destes insumos estarem acessiveis e serem

utilizados com finalidade medicinal pela populagao.

Além disso, é importante destacar a necessidade de regulamentagéo especifica para os produtores de
insumos vegetais que estabelecga critérios para as técnicas de cultivo, tecnologia de coleta, cuidados no
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armazenamento, infraestrutura e em boas praticas de manipulagado que viabilize a obtengdo de insumos

vegetais de maior qualidade e, consequentemente, com menor risco para a populagéo.

Por fim, se faz necessario tornar compulsério as informagdes oriundas dos fornecedores que indiquem na
embalagem se a droga vegetal devera passar por algum processo de aquecimento para reduzir a carga
microbiana, ou se o consumo podera ser feito de forma natural, proporcionando ao consumidor maior

seguranca no uso de derivados vegetais.
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