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RESUMO: Amostras de Funcho (Foeniculum vulgare Miller, fructus), Guarana (Paullinia cupana, Kunth,
semen), Ginkgo (Ginkgo biloba, L., folium) e Kawa-Kawa (Piper methysticum G. Forst, rhizoma), foram
submetidas a doses escalonadas (0 a 25 KGy) de radiagdo gama (Co®), utilizando-se a metodologia do
leste em cego. Em seguida, as amostras foram analisadas, qualitativamente e quantitativamente, em relagao
aos seus principios ativos e carga microbiana. Os resultados quantitativos nao apresentaram diferengas
significativas entre a amostra testemunha (0 KGy) e as demais. Qualitativamente os cromatogramas obtidos
mostraram-se idénticos, independente do fatlo de tratar-se de uma droga irradiada ou ndo. Com relagao a
carga microbiana observou-se uma redugac significativa na ordem de 10000 UFC/g a partir da dose de 5
KGy. Conclui-se que o processo de descontaminagdo com radiagao gama (Co™) pode ser utilizado como
uma allernativa para desconlaminagdo de plantas medicinais e que este trabalho deve ser estendido a
todas as plantas submetidas a este processo. Além disso, métodos de maior especificidade e precisao
deverao ser utilizados para verilicagdo de possiveis alleragdes estruturais nas moléculas dos atives vegetais.

Palavras-chave: Efeitos de radiagao, raios gama, plantas medicinais, Ginkgo biloba, Piper
Methysticum(Homeopatia), Guarana.

ABSTRACT: Gamma Radiation (Co*) effects on active substances and microbe burden of medicinal
plants. in order 1o evaluate the effects of radicactivity on active vegetal substances, samples of Fennel
{Foeniculum vulgare Miller., fructus), Guarana (Paullinia cupana, Kunth, semen), Ginkgo (Ginkgo biloba, L.,
folium), and Kawa-Kawa (Piper methysticum G. Forst, rhizoma), were treated with scaling doses (0 10 25
KGy) of gamma radiation (Co®™). The “blind test” methodology was used. The active substances from each
sample were analyzed by qualitative and quantitative methods after radiation. There were no significant
differences seen between the control sample (0 KGy) and the irradialed samples. Microbe contamination
was significantly reduced, about 10000 CFU/g, with the initial 5 KGy dose. It was concluded that gamma
radiation can be used as an altemalive procedure to reduce microbiclogic contamination in medicinal plants.
Before this procedure can be extended to other medicinal plants, more specific analytical methods are
recommended to verify possible structural alterations in active vegetal molecules.
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Guarana.

INTRODUGAO

A utilizagao de medicamentos a base de
plantas medicinais € uma area em plena expansao
e, juntamente com este lato, observa-se uma
busca constante em garantir, ao consumidor, a
gualidade dos mesmos atraves do desenvol-
vimento de diversos ensaios sobre suas respec-
tivas matérias-primas.

Sabe-se que plantas medicinais possuem,
naturalmente, uma carga microbiana elevada,
proveniente, especialmente do solo, podendo
variar entre 10° e 10* UFC/g (Loggia, 1993). De
acordo com os limites microbianos estabelecidos
pela WHO, 1892 para drogas vegetais (Tabela
1), freqUentemente faz-se necessaria a utilizagao
de processos de redugéo da carga microbiana.
Dentre os varios métodos descritos na literatura
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destaca-se a descontaminagao com vapor d'agua.
Entretanto este método néo é suficientemente
universal e possui custo muito elevado para ser
utilizado na rotina. Porém, um método que vem
apresentando um crescente volume de aplicagao
é a irradiacao através de fontes de Cao®. Coma
vantagens, apresenta as seguintes caracleristicas:
diminuig@o significativa da carga microbiana,
especialmente de fungos; &€ um método simples,
moderno, validdvel, limpo e de baixo custo,
quando comparado com os demais processos; é
autorizado em varios paises europeus como
Bélgica, Dinamarca, Gra-Bretanha, ltalia e
Holanda; doses de radiagédo de 6 a 10 KGy sao
suficientes para descontamina¢éo sem acarretar
radioatividade as drogas; (Saint-Lebe éf al, 1985);
0 processo nao deixa residuos e néo provoca
elevagao da temperatura e umidade, o produto
pode ser processado ja embalado.
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TABELA 1. Especilicagbes Microbiologicas para Plantas Medicinais - WHO, 1992.

Microarganismos Plantas de uso interno Plantas de uso topico/infuso
Aerdbios mesdfilos (UFC/q) max. 5,0 x 10° max. 5,0 x 10
Fungos e Leveduras max. 50 x 10° max. 5,0 x 10°
(UFC/g)
Salmonella sp Auséncia Auséncia
Staphilococcus aureus Auséncia Auséncia
Pseudomonas aeruginosa Auséncia Auséncia
Escherichia coli max. 5,0 x 10 max. 5,0 x 10°
Outras Enterobactérias max. 5,0 x 10° max. 5,0 x 10"
(UFC/g)

Entretanto, estudos e dados em literaturas
disponiveis sobre os efeitos da radiagao sobre os
componentes quimicos destes produtos sao
praticamente inexistentes, provavelmente devido
a grande variedade e complexidade quimica dos
fitoterdpicos e, em alguns casos, até mesmo o
desconhecimento do principio ativo destes
produtos.

Devido a grande preocupagao existente
na comunidade cientifica e nas industrias de
fitloterdpicos no gue se refere a possivel
ocorréncia de alteragOes estruturais na
composigao quimica das plantas medicinais, o
trabalho teve como objetive avaliar
qualitativamente e quantitativamente, o efeito de
doses escalonadas de radiagdo gama (Co®™) sobre
os principios ativos vegetais, e relacionar a dose
radioativa com a redugao da carga microbiana.
O trabalho foi realizado em conjunto com ©
Departamento Técnico Cientifico da EMBRARAD,
Empresa Brasileira de Esterilizagao.

MATERIAL E METODO

1. Material Vegetal

As espécies vegelais selecionadas para
a realizagdo do trabalho foram as seguintes:
Funcho - Foeniculum vulgare Miller, fructos;
Guarana - Paullinia cupana Kunth, sémen; Ginkgo
- Ginkgo biloba L., folium; Kava-Kava - Piper
methysticum G, Foster, rhizoma.

As espécies foram selecionadas
obedecendo, basicamente, a dois critérios, a
saber: parte usada (frutos, sementes, folhas e raiz)
e tipos de principios ativos (6leo essencial,
alcaldides, flavondides e lactonas terpénicas).

Apés identificagao boltanica, as espécies
foram processadas na forma de pé e seis
amostras de 500g de cada espécie vegetal foram
embaladas em embalagens plasticas
devidamente seladas. Das seis amostras, cinco
representaram os corpos de prova e uma
correspondeu a testemunha. Em seguida, as
amostras foram encaminhadas a EMBRARAD.

2. Controles Microbiologicos

Em todas as espécies vegetais foram
determinados os niveis de aerobios mesdfilos,
fungos e leveduras e pesquisa de palégenos
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Salmonella sp). Os
métodos utilizados foram os preconizados pela
WHO, 1992,

3. Controles Qualitativos e Quantitativos
3.1. Dosagem de Cafeina no Guarana
A cafeina foi determinada gravimétrica-
mente atraves do metode descrito na
Farmacopéia Brasileira Il. A cromatografia em
camada delgada foi realizada utilizando-se as
seguintes condi¢des (Wagner, 1996).
Fase Mdvel: Acetato de etila100,0
Metanol 13,5
Agua 10,0
Fase estacionaria: silica gel 60F,,, Merck
Revelador;
Solugao I: 1gdeiodeto de potassio e 1g de iodo
em 100ml de etanol
Solugdo Il: 25ml de acido cloridrico a 25% com
25ml de etanol 96%

3.2. Dosagem de Oleo Essencial no Funcho
O teor de dleoc essencial do funcho foi
determinado por arraste de vapor de acordo com
a Farmacopéia Brasileira lll. A cromatografia em
camada delgada foi realizada utilizando-se as
seguintes condigdes (Wagner, 1996).
Fase Moivel. Tolueno 83
Acetato de Etila 07
Fase estacionaria: silica gel 60F ,, Merck
Revelador: Vanilina Sulfarica

3.3. Dosagem de Flavondides Totais calcula-
dos como Hiperosideo no Ginkgo

A determinagao dos flavondides totais foi

realizada através de método espectrofotométrico

de acordo com a Farmacopéia Helvética VII

edicdo. A instrumentagao utilizada foi

espectrofotdmetro UV-VIS marca Shimadzu 1601.
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A cromatografia em camada delgada foi realizada
utilizando-se as seguintes condigdes(Wagner,
1996).

Fase Mavel:  Cloroférmio 75,0
Acetona 16,5
Acido Férmico 8,5

Fase estacionaria: silica gel 60F,,, Merck
Reveladores:
Solugéo | -
metanol(NP)
Solugao |l - polietilenoglicol-4000 a 5% em etanol
(PEG)

Visualizagao em luz ultravioleta 365nm

acido difenilbérico a 1% em

3.4. Dosagem de Kavalactonas na Kava-Kava
A determinagao de kavalactonas totais foi
realizada gravimétricamente conforme descrito
por Koch et al(1873). A cromatogralia em camada
delgada foi realizada utilizando-se as seguintes
condigdes(Wagner, 1996).
Fase Mdvel: n-Hexano 70
Acelato de etila 30
Fase estacionaria: silica ge! 60F,_, Merck
Revelador: Anisaldeldo sulfdrico

3.4. Tratamento pela Radiagdo Gama

O tratamento fol realizado na
EMBRARAD, Empresa Brasileira de Eslerilizagao
@ a metodologia utilizada fol a de leste em cego,
onde as amastras foram identificadas com nomes
proprios {Karl, David, Ary, Eduardo, Paulino e
Donizete). Em seguida, as amostras foram
submetidas a doses escalonadas de radiagdo

a7

gama: 0 KGy (tes-temunha), 5, 10, 15, 20 e 25
KGy. A dose a que cada amostra fol submetida
permaneceu sob a responsabilidade da
EMBRARAD até que todas as amosiras fossem
reavaliadas quanto as suas caracteristicas fisico-
quimicas e microbiclégicas. Por fim, os resultados
obtidos foram comparados com as respectivas
doses de radiagado a que foram submetidas.

A radiagao utilizada foi proveniente de uma
fonte radioativa de Co™.

RESULTADO

1. Controles Microbiolégicos

As Tabelas 2, 3, 4 e 5 mostram os
resultados obtidos e indicam que houve uma
redugao significativa da carga microbiana na ordem
de 10000 UFC/g a partir da dose de 5 KGy.

2. Controles Analiticos

Na Tabela 6 s&o apresentados os
resultados guantilativos dos principios ativos
vegelais e pode-se observar que ndo houve
alterag@o significativa em nenhuma das amostras
submetidas a irradiagao.

As figuras 1, 2, 3 e 4 apresentam 0s
cromatogramas das seis amostras de cada espécie
vegetal sem o tratamento (testemunha) e apoés
tratamento com radiagao gama. Qualitativamente
os cromatogramas obtides mostraram-se idénticos,
independente do fato de tratar-se de uma droga
irradiada ou nao.

TABELA 2. Efeitos dos raios gama sobre a carga microbiolégica do Funcho (Foeniculum vulgare)

Microorganismos Ary Paulino Donizete David Eduardo Karl
Tastemunha (5KGy) {10 KGy) (15 KGy) (20 KGy) (25 KGy)
(OKGy)
Aerdblos mesofios 6,0x 10° 1,0x10° <10’ <10’ <10 <10
(UFCig)
Fungos e Leveduras 9.0 x 10° <10 <10’ <10 < 10’ <10
(UFC/g)
Patégenos Auséncia Auséncia | Auséncia | Auséncia Auséncia | Auséncia
QOutras 1.0x 10" <10 <10 <10’ <10’ <10’
Enterobacténas
(UFC/g)
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TABELA 3. Efeitos dos raios gama sobre a carga microbioldgica do Guarana (Paullinia cupana).
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Microorganismos Ary Testemunha Paulino | Donizete David Eduardo Karl
(OKGy) (5KGy) (10KGy) | (15KGy) | (20 KGy) | (25 KGy)
Aerbbios mesbfios 8.0 x 10° 1.0x 10’ <10' <10’ <10’ <10’
(UFC/g)
Fungos e Leveduras 25x10° <10 <10 <10’ <10’ <10’
(UFC/q)
Patégenos Auséncia Auséncia | Auséncia | Auséncia | Auséncia | Auséncia
Outras 1,2x10° <10' <10’ <10’ <10 <10
Enterobactérias
(UFC/g)
TABELA 4. Efeitos dos raios gama sobre a carga microbiolégica do Ginkgo (Ginkgo biloba).
Microorganismos Ary Paulino Donizete David Eduardo Karl
Testemunha (SKGy) (10KGy) | (15KGy) | (20KGy) | (25 KGy)
(OKGy)
Aerébios meséfios 2,1 x10° <10' <10’ <10’ <10" <10’
(UFC/g)
Fungos e Leveduras | 2,8 x 10 < 10’ <10 <10’ <10 <10’
(UFC/g)
Patégenos Auséncia Auséncia Auséncia | Auséncia | Auséncia | Auséncia
Outras 7,0x 10 <10 <10’ <10' <10 <10’
Enterobactérias
(UFC/q)

TABELA 5. Efeitos dos raios gama sobre a contaminagéo microbiologica da Kava-Kava (Piper

methysticumn Forst).

Microorganismos Ary Paulino Donizete David Eduardo Karl
Testemunha (5KGy) (10 KGy) (15 KGy) (20 KGy) | (25 KGy)
(OKGy)
Aerdbios meséfios 58x 10 2,2x10° <10’ <10 <10’ < 10’
(UFC/g)
Fungos e Leveduras 4.4 x 10° 7.7x10° < 10’ < 10’ < 10’ < 10’
(UFC/g)
Patdgenos 4,0 x 10° Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
UFC/g
E. coli
Outras 1,0x10" <10’ <10’ <10 <10 < 10’
Enterobactérias
(UFC/g)
TABELA 6. Efeitos dos raios gama sobre o teor de Principios Ativos Vegetais (%).
Material Vegetal Ary Paulino Donizete David Eduardo Karl
Testemunha (5KGy) (10 KGy) (15 KGy) (20 KGy) (25 KGy)
(OKGy)
Foeniculum vulgare 1.3 1.3 1.3 1.2 1.3 1.3
{dlec essencial)
Paullinia cupana 3,5 3,6 3.8 3.9 4.1 4,2
(cafelna)
Ginkgo biloba 0,95 0,93 0,94 0,94 0,94 0,92
(flavondides totais)
Piper methysticum 6,2 6,3 6,5 8,1 6.4 6.3
(Kavalactonas
totais)
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FIGURA. 1. Fingerprint Foeniculum vuigare

- Ary (Testemunho)

Paulinio (5Kgy)

- Donizele (10Kgy)

David (15K gy)

- Eduardo (20 KGy)

Carl (25Kgy)
Padrdo Trans-Anetol 1:30 em tolueno (Rt 0,86)

1 2 3 4 5 6 T
FIGURA. 2. Fingerprint Paullinia cupana

Ary (Testemunho)
Paulinio (5Kgy)

- Donizete (10Kgy)
- Padrao Cafeina 0,5% tolueno (R10, 45)
- Davi (15Kgy)

Eduardo (20 Kgy)
Carl (25KGy)
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Ary (Testemunho)
2- Paulinio (5K gy)
3- Donizele { 10Kgy)
4- Davi ( 15Kay)
5« Eduardo (20 Kgy)
o- Carl (25Kgy)

3

. 4 5 6 7
FIGURA. 3. Fingarprnint Ginkgo biloba

Padrio Bilobetina(Rf 0.45), Ginkgetina(R{0, &), Sciadopitysina(R10, 8)

| - Ary (Teslemunho)

Z2- Paulinio (5Kgy)

i- Domizete (10Kgy)

4- Davi (15Kgy)

5- Padrao Kavaina (Rf 0,258)
t- Eduardo (20 Kgy)

/- Carl (25Kgy)

DISCUSSAO

De acordo com o0s resultados obtidos
observou-se a grande eficacia da radiagao gama
na reducdo da carga microbiana de materiais
vegetais, ja cilada e comprovada em muilas
iteraturas. Amostras submetidas a doses de 5
KGy apresentaram reducao da carga microbiana
de até 10000 UFC/g. Este resultado confirma
dados em literalura que especilicam que doses
de 6 a 10 KGy sao sulicientes para reduzir a carga
bacteriana aos niveis desejaveis. Uma
contaminagao inlerior a 10* ndo justitica um

3
FIGURA. 4. Fingerprint Piper methysticum

2 et R
M o

4 5 b f

tratamento ionizante. Ao contrario, uma planta
apresentando uma contamina¢ao supenor a 10°
deve ser eliminada, pois € considerada como
matenal em estado de degradagao e, porianio, a
radiacao ou qualquer oulro metodo de
descontaminag@o deve ser avitado

Com relacao aos efeiles da radiacao
gama sobre o tear de principios alivos vegetais
testados neste trabalho (dleo essencial, cateina
flavondides e laclonas terpénicas), os resultados
demonstraram que nao houve diferenga enlré os
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valores da amostra testemunha (0 KGy) e demais
amostras irradiadas, com excegao do Guarana
onde se observou um pequeno aumento no teor
de cafeina propaorcional ao aumento das doses
de radiagao gama. Este fato pode estar
relacionado ao eleito das radiagBes gama sobre
as cadeias poliosidicas que se traduz em uma
agao favoravel ao nivel de membranas celulares,
tacilitando a difusédo para o exterior dos principios
ativos contidos nas drogas vegetais (Sincholle et
al., 1987). Também, nfo foram observadas
alteragbes nos cromatogramas de nenhuma da
amostras, 0 que pode sugerir que ndo houve
alteragbes qualitativas nos materiais vegetais
submetidos a radiagao gama gque pudessem ser
deteclados através da metodologia empregada.
Estes resultados sugerem que os ativos vegetais
testados apresentam estabilidade ou
radioprotecao (Sincholle et al, 1987) frente a
doses da radiagio gama de até 25 KGy.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que o processo de
descontaminagao com radiagao gama (Co®™) pode
seér utilizado como uma alternativa para a
descontaminagac de plantas medicinais.
Entrelanlo, salienta-se que este trabalho deve ser
estendido a lodas as plantas submetidas a este
processo e que métodos de maior especificidade
e precisao deverao ser utilizados para a
verificagao de possiveis alteragdes estruturais nas
moléculas dos principios alivos vegetais. Além
disso, recomenda-se que agbes preventivas
devemn ser tomadas no sentido de evitar ou
diminuir a contaminagao microbiana das plantas
medicinais. Estas agbes podem ser efetuadas
através do processo de qualificagdo dos
fornecedores de matérias - primas vegetais, onde
procedimentos de Boas Praticas Agricolas,
especialmente relacionados aos processos de
colheita, secagem e armazenagem, devem ser
colocados em pratica. Com a redugao da carga
microbiana durante o processamento das drogas
vegetais pode-se evilar o uso de processos de
descontaminagao e, desta forma, utilizar os
materiais vegetais da forma oferecida pela
natureza,
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