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A avaliacdo da qualidade sanitaria de drogas vegetais, bem como
a utilizagdo de métodos de descontaminagdo constituem importantes
etapas no que se refere ao aspecto de seguran¢a ao consumidor,
principalmente pelo fato de serem usualmente consumidas por
pessoas debilitadas, por vezes imunodeprimidas. No Brasil a RDC
48/2004 menciona a pesquisa de contaminantes microbiologicos
bem como o estudo da eficacia dos agentes descontaminantes. Os
objetivos do presente trabalho foram avaliar os efeitos da
fumigagao com oxido de etileno e da irradia¢do gama sobre a
carga microbiana, bem como determinar alteragdes nos
constituintes quimicos em amostras de Ginkgo biloba e Paulinia
cupana H.B.K. (guarand). A carga microbiana inicial foi, em
média, 3,2x10° para microrganismos aerdbicos totais e 3,0x10°
para fungos. Ambos os métodos de descontaminagdo apresentaram-
se eficazes na redugdo da carga microbiana. As andlises por
cromatografia liquida de alta eficiéncia revelaram auséncia de
alteragoes significativas nos teores de glicosideos flavonoidicos e
cafeina, respectivamente para ginkgo e guarand.
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INTRODUCAO

Apesar dos grandes avangos da industria farmacéu-
tica, o interesse em terapias alternativas tem aumentado,
especialmente aquelas que empregam drogas vegetais. A
Organizacao Mundial da Satde estima que 65-80% da po-
pulagdo que vive em paises em desenvolvimento, depen-
de essencialmente de plantas medicinais como tratamen-
to primario a saude (Calixto, 2000). No Brasil 20% da po-
pulagdo é responsavel por 63% do consumo dos medica-
mentos disponiveis. O restante encontra nos produtos de
origem natural, especialmente as plantas medicinais, a ini-
ca fonte de recursos terapéuticos (Simdes, 2000).

A medida que cresce o consumo destas drogas,
aumenta a responsabilidade das agéncias regulatorias e
dos fabricantes a fim de que se assegure a qualidade e
eficacia terapéutica.

As drogas vegetais, normalmente, apresentam ele-
vada carga microbiana, quer seja saprofita ou patogénica
(Satomi, 2003; Soriani, 2004). Os microrganismos
contaminantes, normalmente, s3o provenientes do solo, da
agua e do ar. Contaminagao secundaria pode ainda ocor-
rer devido as praticas de agricultura, ao armazenamento e
ao processamento destas drogas (Katusin-Razem, 2001).

Com o objetivo de eliminar os efeitos decorrentes da
biocarga presente nas drogas vegetais, agentes
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descontaminantes, de natureza fisica ou quimica, t€ém sido
empregados. A utilizacdo de tais procedimentos de
descontaminagao, prevista na mais recente regulamenta-
cdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, a RDC
n° 48 de 16 de marco de 2004, requer estudos relaciona-
dos a estabilidade dos principios ativos apos exposi¢ao ao
agente selecionado (Brasil, 2004).

A exposi¢do ao gas oxido de etileno ¢ um método
eficaz. Entretanto, devido ao risco relacionado aos efeitos
carcinogénicos e mutagénicos dos residuos, seu uso tem
sido restringido ou, até mesmo, proibido em certos paises,
como aqueles da Unido Européia (Fang; Wu, 1998).

Uma alternativa que tem sido intensivamente adotada
¢ a descontaminagao com irradiacdo gama devido a sua
aplicabilidade na auséncia de 4gua e temperatura elevada
(Aziz et al., 1997; Fang, Wu, 1998; Migdal, Owczarczyk,
1998; Kim, Yook; Byun, 2000; Owczarczyk, Migdal,
Kadzia, 2000), merecendo, entretanto, cuidados quanto a
verifica¢ao de incompatibilidades e realizagao de estudos
de estabilidade, tendo em vista a possibilidade de ocorre-
rem alteragcdes quimicas e sensoriais indesejaveis.

Os objetivos do presente trabalho foram comparar os
efeitos da fumigacao com oxido de etileno e da irradiacao
gama sobre a carga microbiana de duas espécies de dro-
gas vegetais: ginkgo (Ginkgo biloba L.) e guarana
(Paullinia cupana H.B.K.), bem como determinar pos-
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siveis altera¢des provocadas pelos agentes descontami-
nantes sobre os teores de seus principios ativos.

MATERIAL E METODOS
Material

As drogas vegetais ginkgo (Ginkgo biloba L.) e
guarand (Paullinia cupana H.B.K.), provenientes de trés
fornecedores locais (A, B e C), foram acondicionadas em: (i)
embalagens filmes plasticos (polietileno-poliester) providas de
“air vents” em Tyvek® para as amostras submetidas a fumi-
gacdo (1 kg/embalagem); e (ii) embalagens de polietileno para
as amostras submetidas a radiacao (1 kg/embalagem).

Métodos

Fumigagao com oxido de etileno

Foi adotado o método de esterilizagdo conforme
desenvolvido por McDonald (1972), segundo o Grafico 1.
O equipamento utilizado foi o esterilizador Sercon modelo
HS E 39/40 HETO 3000. Os tempos de exposicao aplica-
dos foram de 30 e 60 minutos, sendo que para cada tem-
po foram realizadas trés réplicas. Apos termino da expo-
sicdo, as drogas vegetais foram mantidas sob aeragao
forg¢ada por 14 dias consecutivos.
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GRAFICO 1 - Ciclo de Descontaminagio por Oxido de Etileno.
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Irradiacao

A irradiacdo das amostras foi realizada no canal
experimental de um irradiador gama de grande porte, tipo
JS 7500 da Empresa Brasileira de Radiagdes
(EMBRARAD). A monitoragdo da dose alvo foi realiza-
da através da disposicdo de dosimetros de metacrilato de
polimetila (Perspex®). Para cada dose, foram realizadas
trés réplicas. As doses médias absorvidas foram 5,5, 11,4
e 17,8 kGy.

Analises microbianas

As contagens de microrganismos aerobicos totais e
fungos (bolores e leveduras) foram realizadas empregan-
do a técnica de semeadura em profundidade, respectiva-
mente em agar caseina-soja e agar Sabouraud dextrose,
conforme descrito na Farmacopéia Americana 25 (United
States Pharmacopeia, 2002). A pesquisa de microrganis-
mos potencialmente patogénicos Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ¢
Salmonella sp., foi realizada de acordo com Farmacopéia
Brasileira 4* edigao (1988).

Andlises quimicas

A analise de cada espécie vegetal foi efetuada com
amostra do fornecedor C. Como etapa preliminar ao
doseamento dos marcadores, foram determinados os
parametros de validagdo: linearidade, exatidao e
repetibilidade, conforme RDC 84 de 2002 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2002).

Para as amostras de ginkgo, a extragdo ¢ a
quantificacao de glicosideos flavonoidicos foram realiza-
das de acordo com a Farmacopéia Americana (2002),
utilizando sistema de cromatografia liquida de alta eficién-
cia Thermo Separation Products (software PC100) equi-
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pado com detector por Ultravioleta a 370 nm e coluna de
octadecilsilano (4,6 mm x 12,5 cm).

O teor de cafeina nas amostras de guarana foi de-
terminado segundo método descrito por Salvadori et al.
(1994), empregando o mesmo sistema de cromatografia
liquida, entretanto com detector a 267 nm e coluna de
octadecilsilano de 4,0 mm x 10,0 cm.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise
estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a contamina¢do microbiana
inicial revelaram elevados niveis de microrganismos
aerobicos totais e fungos em todas as amostras testadas
(Tabelas I e II). Este panorama corroborou com estudos
anteriores e correspondeu a expectativa, uma vez que o
material de origem natural ndo havia sido previamente
submetido a qualquer processamento com a finalidade de
reduzir a biocarga (Negretti, 1983; Martins, 2001; Katusin-
Razem, 2001).

Apds 30 e 60 minutos de exposi¢do ao 6xido de etileno
evidenciou-se a eficacia do método (Tabela I). Com relagio
a contagem de microrganismos aerdbicos totais, apos 30
minutos de exposi¢do, as amostras de ginkgo apresentaram
menor redugdo logaritmica (0 a 2 ciclos) quando compara-
das com as amostras de guarana (4 a 5 ciclos). A redugao
da carga fungica foi de aproximadamente 3 ciclos
logaritmicos para todas as drogas. Entretanto, apds 60 mi-
nutos de exposicao ao gas, observou-se reducdo ao nivel de
sensibilidade do método, ou seja, <10 UFC/g.

No quesito deteccao de patogénicos especificos nas
amostras antes do ciclo de exposicao, foram encontrados

TABELA | - Carga microbiana em drogas vegetais antes ¢ apds fumigagdo por 6xido de etileno

Grupo microbiano (UFC/g)*"¢

Droga vegetal  Fornecedor Microrganismos aerébicos totais Fungos
Tempo de exposi¢do (minutos) Tempo de exposicio (minutos)
0 60 0 30 60
Ginkgo A 1,0x10* 8,0x10° <10 4,4x10° 1,2x10? <10
B 5,4x10° 1,2x10? <10 5,8x10? <10 <10
C 1,0x10* 1,0x10° <10 1,2x10° <10 <10
Guarana A 5,9x10¢ 7,5x10? <10 2,3x10* 3,4x10? <10
B 4,5x10* <10 <10 5,9x10° 1,2x10 <10
C 7,8x10° 5,0x10 <10 2,1x10° 7,8x10? <10

*UFC = unidades formadoras de colonia. ® Média de trés réplicas. ¢(<10) = auséncia de crescimento nas trés réplicas
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resultados presuntivos para P. aeruginosa nas amostras
de ginkgo dos fornecedores B ¢ C e em todas as amostras
de guarana. E. coli foi encontrada nas amostras de
guarana dos trés fornecedores. Entretanto nao foram
detectados os microrganismos pesquisados ap6s o menor
dos tempos de exposigdo. Estes resultados nao surpreen-
dem por ja haver sido comprovada a alta sensibilidade
desses microorganismos ao 6xido de etileno (Michael,
Stumbo, 1970).

Apo6s irradiagdo com dose média de 5,5 kGy, obser-
vou-se a ndo uniformidade entre as amostras na redugao da
carga de microrganismos aerobicos totais, que variou de 1
a5 ciclos logaritmicos (Tabela IT). A dose média de 11,4 kGy
reduziu a contagem destes microrganismos a niveis da or-
dem de 10. Com relagdo ao efeito da irradiagdo sobre a
carga fungica (Tabela II), constatou-se que a menor dose
média absorvida (5,5 kGy) foi suficiente para reduzir a con-
tagem inicial para valores aceitaveis em todas as amostras.

Os resultados encontrados sdo coerentes, pois, de
acordo com dados encontrados em literatura, doses de 3 a
10 kGy podem reduzir o numero de microrganismos
aerobicos totais a niveis menores que 10° a 10* UFC/g, e
doses entre 16 ¢ 20 kGy a menos que 10 UFC/g (Farkas,
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1988). Aziz et al. (1997) constataram que dose de 5 kGy foi
eficaz para eliminagao de bolores em plantas medicinais.

No que se refere a pesquisa de microrganismos
patogénicos nas amostras ndo irradiadas, houve indicativos
de P. aeruginosa nas amostras de guarana provenientes
dos fornecedores A e B, e de E. coli no guarana do forne-
cedor B. Apds irradiagdo, ndo foram encontrados os mi-
crorganismos pesquisados.

Com relacao a determinagdo de glicosideos
flavonoidicos em ginkgo, o teor minimo especificado pela
25 edigdo da Farmacopéia Americana ¢ de 0,8% (United
States Pharmacopeia, 2002). Entretanto, em sua penulti-
ma edi¢do a especificacdo tornou-se menos rigida e o li-
mite minimo passou a ser de 0,5% (United States
Pharmacopeia, 2003). Os resultados obtidos para as duas
amostras, anteriormente a descontaminacao (Tabelas 111
e [V), foram proximos entre si e acima da especificagao.
As investigacdes realizadas por Sticher (1993) revelaram
concentragdes de 0,5 a 1% de glicosideos flavonoidicos em
amostras comerciais de folhas secas de ginkgo e nao fo-
ram observadas diferencgas significativas entre os resulta-
dos obtidos nos diferentes meses de coleta (junho a no-
vembro).

TABELA 11 - Carga microbiana em drogas vegetais antes e ap0s irradiacado

Grupo microbiano (UFC/g)»"<

Droga vegetal Fornecedor Microrganismos aerobicos totais Fungos
Dose de radiacao (kGy) Dose de radiacao (kGy)
0 5,5 11,4 17,8 0 5,5 11,4 17,8
Ginkgo A 1,8x10*  2,0x102 2 <10  2,5x10? 2 2 2
B 9,8x10°  8,8x10 1 <10  2,3x10° 3 3 <10
C 1,2x10*  2,7x10 2 1 6,0x10? 5 3 3
Guarana A 1,4x107 52x10° 2.2x10 <10  1,6x10* 3 1 1
B 7,3x10°  1,6x10°  2,0x10 1 3,3x10°  3,3x10 1,2x10 3
C 2,3x10°  2,3x10? 5 1 6,1x10* 1 3 1

aUFC = unidades formadoras de coldnia. ®Média de trés réplicas. ¢(<10) = auséncia de crescimento nas trés réplicas.

TABELA 11l - Teores dos marcadores nas drogas vegetais antes a apos fumigacdo por 6xido de etileno

Tempo de exposicao (min)

Droga vegetal / marcador?®

Ginkgo / glicosideos flavonoidicos (%)*

Guarana / Cafeina (%)

0 1,21
30 1,25
60 1,23

3,83
3,93
3,55

* Média de trés determinagoes.
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TABELA 1V - Teores dos marcadores nas drogas vegetais antes a apos irradiacao

Dose de radiacao (kGy)

Droga vegetal / marcador®

Ginkgo / glicosideos flavonoidicos (%)* Guarana / Cafeina (%)
0 1,12 4,03
55 1,07 4,17
114 1,02 4,12
17.8 1,02 423

2 Média de trés determinagoes.

Os teores de cafeina nas amostras de guarana nao
descontaminadas foram superiores a 3,25%, concentracao
preconizada pela Farmacopéia Brasileira (Farmacopéia
Brasileira, 1988). Resultados semelhantes foram obtidos
por Carlson e Thompson (1998) que analisaram 4 amos-
tras comerciais de guarana com teores de 3,8 a 4,1% de
cafeina.

Com relagdo as amostras submetidas aos processos
de descontaminacao, as variagdes encontradas antes e
apods submissao aos agentes (Tabelas III e IV) ndo foram
estatisticamente significativas e, portanto, foram conside-
radas como erro analitico.

CONCLUSAO

Com base nos resultados anteriormente apresenta-
dos, ambos os métodos podem ser considerados eficazes
na redu¢do da carga microbiana para as drogas vegetais
avaliadas, além de ndo causarem alteragdes no teor dos
marcadores adotados. Entretanto, vale ressaltar que devi-
do aos riscos associados aos residuos toxicos de 6xido de
etileno, o método que emprega este agente requer pelo
menos 14 dias de aeragdo forgada para eliminagao total
dos mesmos. Deve, ainda, ser ressaltado que, em situacdes
experimentais distintas, caracterizadas por diferentes es-
pécies vegetais, biocargas e, portanto, condi¢des de trata-
mento também diferentes, devera ser confirmada a esta-
bilidade quimica ap6s os procedimentos.

ABSTRACT

Decontamination of vegetal drugs using gama
irradiation and ethylene oxide: microbial and
chemical aspects

The sanitary quality of vegetal drugs, as well as the use
of decontamination methods are important steps
towards the consumer safety, mainly due to the fact that
these products are usually used by sick and with weak
immunocompromised persons. In Brazil, the RDC 48/

2004 mention the contamination research as well as
the efficacy of the decontaminated product. The
purpose of this work is to evaluate the effects of
ethylene oxide fumigation and gamma irradiation on
the microbial burden and some chemical constituents
of ginkgo and guarana. The initial microbial burden
was 3,2x10° on average, for total aerobic
microorganisms and 3,0x10° for fungi. Both methods
proved to be effective in the microbial burden
reduction. The analyses using high performance liquid
chromatography revealed the absence of significant
alterations in the flavonol glycosides and caffein
contents, respectively for ginkgo and guarana.

UNITERMS: Vegetal drugs. Microbial quality.
Ethylene oxide. Gama irradiation. Flavonol glycosides.
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