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Resumo

O consumo de plantas medicinais no pais tem aumentado de maneira
significativa nas ultimas décadas. Dados da Organizagdo mundial de Saude
estimam que 80% da populagdo mundial usam plantas medicinais como
alternativa terapéutica. No entanto, pouca informagado se encontra disponivel
sobre os constituintes dos mesmos, bem como sobre o potencial de riscos a
saude humana. Assim, questbes relacionadas a qualidade dessas drogas
apresentam fundamental importancia. Em fungdo de sua origem, a carga
microbiana detectada em drogas vegetais pode ser considerada
normalmente elevada, oferecendo riscos potenciais ao usuario. Desta forma,
a avaliacdo de sua qualidade sanitaria bem como a utilizagdo de processos
descontaminantes constituem-se em etapas importantes no que se refere ao
aspecto de seguranga ao consumidor.

Portanto o objetivo deste trabalho foi a determinagdo dos niveis de
contaminagao, a pesquisa de indicadores patogénicos; além da eficacia da
exposi¢cdo de 30 e 60 minutos ao gas oxido de etileno, a determinagido de
residuais toxicos e a verificagdo de possiveis alteragbes nos niveis de
marcadores em amostras de Matricaria recutita L., Cynara scolimus L.,
Paulinia cupana H.B.K. e Ginkgo biloba L. proveniente de trés fornecedores
diferentes.

Todas as drogas vegetais analisadas continham elevados niveis de
bactérias e fungos, na ordem de 10° ufc/g, além de terem sido detectados
microrganismos patogénicos nas amostras estudadas. Entretanto apds a
exposi¢ao destas por 30 e 60 minutos ao gas oxido de etileno, observou-se
a eliminagao de cerca de 90% e 99,8% respectivamente. No que se refere
aos patégenos especificos a exposi¢gao de 30 minutos foi capaz de elimina-
los completamente.

Os niveis residuais de Oxido de etileno nas drogas vegetais analisadas,
foram reduzidos a indices aceitaveis apos 14 dias de aeragdo ambiental, ja
os niveis de etilenoglicol e etilenocloridrina mantiveram-se dentro do limite
da sensibilidade do metodo adotado.

Com relag@o a andlise de principios ativos naturais, ndo houve alteragao nas
concentragdes dos marcadores das drogas vegetais camomila, ginkgo biloba
e guarana analisadas mesmo apos ciclo de exposicéo de 60 minutos ao gas
oxido de etileno.

Sendo assim verifica-se a necessidade da ado¢do de métodos de
descontaminagdo microbiana com o intuito de fornecer um produto mais
seguro para o0 consumo humano visto que estes séo por vezes consumidos
por enfermos, idosos e criangas com a saude comprometida. Pode-se
concluir também que o processo de descontaminagido de drogas vegetais
por oxido de etileno € um processo eficaz e seguro, desde que sejam
adotados os requisitos de seguranga necessarios que infelizmente, nem
sempre sdo adotadas no mercado nacional
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Abstract

The consumption of medicinal plants has significantly increased in Brazil in
the last decades. Data from the World Health Organization estimate that 80%
of the world population use medicinal plants as a therapeutic alternative.
However, little information is available about their components and their
potential risks to human health. Thus every subject related to the quality of
those drugs is of fundamental importance. Due to their natural origin, the
bioburden detected in vegetal drugs often be considered high, what is a
potencial risk to their consumers. These can have their safety assure;
however, through the evaluation of the drugs microbial quality and the use of
decontamination processes.

Therefore the aim of this work was the determination of the microbial
contamination levels and the research of pathogenics microorganisms;
besides the efficacy of a 30 to 60 minutes exposure to ethylene oxide of
bacteria, moulds and yeasts and also the determination of toxic residues and
the verification of possible alterations in the levels of marker compounds in
samples of Matricaria recutita L., Cynara scolimus L., Paulinia cupana H.B.K.
and Ginkgo biloba L., deriving from three different suppliers.

All the analyzed medicinal plants presented high levels of bacteria, moulds
and yeasts, around 10° ufc/g, and pathogenic microorganisms have also
been detected in the samples. However after their exposure ethylene oxide
exposition for 30 and 60 minutes, an elimination of about 90% and 99,8%,
respectively, was observed. The presence of the pathogenic microorganisms
was completely eliminated after 30 minutes of exposure to gas.

The residual levels of ethylene oxide in the analyzed medicinal plants were
reduced to acceptable levels after 14 days of environmental aeration. As for
the ethylene glicol and ethylene chlorhidrin levels, these were within the
sensibility limits of the adopted method.

No alteration was observed in chamomile, ginkgo biloba and guarana,
regarding the marker compounds concentration, even after a 60 minutes
cycle exposure to ethylene oxide gas.

The results led us to the conclusion that microbial decontamination methods
are necessary in order to provide safer products to consumers, as they are
often consumed by sick people, among which several elders and children.
We can also conclude that the decontamination process of medicinai drugs
through ethylene oxide is an effective and safe process, provided the
necessary safety requirements are adopted, what doesn’t always happen.
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I-INTRODUGAO

O consumo de drogas vegetais tem crescido de forma consistente nas
ultimas décadas, inclusive no Brasil. O valor dos produtos naturais derivados
das plantas medicinais para a sociedade e para a economia do Estado é
incalculavel. Um em cada quatro produtos vendidos nas farmacias é
fabricado a partir de materiais extraidos de plantas, a venda oficial desses
medicamentos no mundo atinge cerca de 20 bilhdes de dolares/ano
(GARCIA E COLABORADORES). No entanto, pouca informag¢do se
encontra disponivel sobre os constituintes dos mesmos, bem como sobre o

potencial de riscos a saude humana.

Assim, questdes relacionadas a qualidade dessas drogas
apresentam fundamental importancia. Em fungdo de sua origem, a carga
microbiana detectada em drogas vegetais pode ser considerada
normalmente elevada, oferecendo riscos potenciais ao usuario. Desta forma,
a avaliagao de sua qualidade sanitaria constitui etapa obrigatoria no que se

refere ao aspecto de seguranga ao consumidor.

Diferentes métodos tém sido utilizados atualmente na
descontaminagdo de drogas vegetais, porém, devem ser comprovadas a
eficacia e seguranga de tais processos além de garantida a estabilidade da
droga vegetal, mantendo-se desta forma, suas propriedades terapéuticas e a

seguranga ao consumidor.

Ha que se lembrar da biodiversidade que caracteriza o Brasil, e que
certamente se constitui em condigao favoravel para que se viabilize a faixa
mais carente, tratamentos -terapéuticos utilizando fitoterapicos. Embora
aumentando o numero de adeptos desta pratica, grande parte do consumo,
infelizmente, ocorre por automedicagdo e sem nenhuma preocupagao
quanto a procedéncia e qualidade da droga vegetal e do medicamento
fitoterapico. O assunto merece portanto estudos de natureza técnico-
cientifica, de forma a adquirir consisténcia e tornar-se coerente com a fase

de desenvolvimento do pais.
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II- REVISAO DE LITERATURA
1. Histérico do emprego de fitoterapicos

A utilizagéo de plantas como medicamentos pela humanidade é tao
antiga quanto a histéria do homem. O processo de evolugdo da "arte da
cura" se deu de forma empirica, em processos de descobertas por
tentativas, de erros e acertos (MORS, 1982, GOTTLIEB & KAPLAN, 1989).
Neste processo os povos primitivos propiciaram a identificacdo de espécies
e de géneros vegetais, bem como das partes dos vegetais que se
adequavam ao uso medicinal, do reconhecimento do habitat e da época da
colheita (LEVI-STRAUSS 1989). Apds a identificagdo, vieram as técnicas de
extrair sucos, secar folhas e raizes, triturar sementes e de conservagao, que
iriam iniciar a configuragéo de um corpo tedérico-pratico do conhecimento que
constituiu a medicina do homem primitivo. Este processo foi lento e
demorado, e no seu decorrer a intuicdo aliada aos ensaios vagarosamente
converteram a experiéncia do saber em memoria coletiva, como forma de
repasse as geragcdes seguintes o conhecimento acumulado e, desta forma,
preserva-lo (GARCIA E COLABORADORES).

O estudo terapéutico data da antigliidade, e conforme registros de
escavagdes arqueoldgicas em “Peking man” na China, os homens na pré
histéria viviam muito pouco, acredita-se que naquela época um tergo da
populagdo morria na adolescéncia e que apenas 2% vivia até a quinta ou
sexta década (HUANG, 1993). As causas de vida tio efémera eram
intmeras: predadorismo, desastres naturais e enfermidades, por vezes
transmitidas de pais para filhos, dentre outras. Com a evolugdo o homem foi
aprendendo a combater seus inimigos naturais, e a natureza foi sem davida
seu maior aliado, podendo mesmo criar-se a simbologia de ter sido ela o
primeiro médico, a primeira farméacia e o primeiro hospital a que o homem

recorreu.

Os primeiros escritos sobre ervas com poder curativo foram encontrados
em placas de barro babildnicas, datadas de 3000 anos A.C., as quais

apresentavam relatos do emprego de tais vegetais nos cerimoniais de magia
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e medicina (SA, 1998). Culturas paralelas procederam também a registros

de ervas medicinais.

Na China o cultivo de plantas medicinais foi iniciado por Sheu-ing. Nas
obras do imperador Cho-Chin-Kei (AZUGARAY & AZUGARAY, 1983), sao
mencionadas as virtudes do Ginseng, do ruibarbo, do acdnito e da canfora.
O imperador Huang Ti, e seus membros do gabinete desenvolveram
técnicas para diagnosticar doen¢as e para a utilizagdo de ervas no seu
tratamento(HUANG, 1993).

No Egito havia o cultivo de diversas ervas, e outras eram levadas até la
por expedicbes. Com estas plantas foram preparados purgantes,
vermifugos, diuréticos, cosméticos, tendo sido o emprego de ervas
aromaticas extensivo a preparagdo de alimentos, assim como nas praticas
utilizadas no ritual de mumificacdo (AZUGARAY & AZUGARAY, 1983). O
egiptologo alemao Greorg Ebers encontrou em 1873 um rolo papiro que se
pode, posteriormente, constatar ser o primeiro tratado egipcio conhecido. Ao
decifra-lo foi surpreendido pela frase: “Aqui comeg¢a o livro relativo a
preparagao de remédios para todas as partes do corpo humano” (TESKE &
TRENTINI, 1995)

Assirios e hebreus, ao que se sabe, também cultivavam diversas plantas
Uteis. Os primeiros preparavam com as mesmas aguas aromaticas, tinturas
e unglentos, enquanto os hebreus utilizavam, em rituais e sacrificios
religiosos, plantas como a mirra, o incenso, etc. A india &, de outro lado,
considerada por'alguns autores como o “Eldorado dos medicamentos
ativos”, tamanha a riqueza e exuberancia de sua flora medicinal
(AZUGARAY & AZUGARAY, 1983).

Ja Hipocrates (400-377' a.C.), também chamado “Pai da Medicina”,
reuniu em “Corpus Hippocraticum” todos os conhecimentos médicos de seu
tempo, indicando para cada enfermidade, o remédio vegetal e tratamento
adequados (AZUGARAY & AZUGARAY, 1983, SHEALY, 1998). No inicio da
era Crista, Dioscorides inventariou no seu tratado “De matéria Médica”, mais

de 500 drogas de origem vegetal e animal.
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O grego Galeno ligou o seu nome ao que se denomina “farmacia
galénica”, onde plantas deixam de ser usadas na forma de po, passando a
constituir preparagdes, nas quais sao empregados solventes como o alcool,
agua ou vinagre, com o objetivo de conservar e concentrar os componentes
ativos, permitindo o preparo de ungitentos, emplastos e outras formas
galénicas (TESKE & TRENTINI, 1995).

O Renascimento, com a valorizagdo do experimento cientifico e da
observacido direta, assim como as grandes viagens para as Indias e a
América, deram origem a um periodo de progresso no conhecimento das
plantas e de suas aplicagdes (SA, 1998).

No Brasil, desde o descobrimento, 0s colonizadores observavam e
registraram o uso freqiente de ervas pelos indios. O pesquisador Piso
relatou, em Pernambuco, o emprego preferencial de ervas pelos indios,
acreditando inclusive que, muitas vezes, o tratamento terapéutico adotado

por estes mostrou-se superior aquele europeu (SA, 1998).

Esse conjunto de conhecimentos resistiu por milénios. Atualmente em
todos os paises, tanto desenvolvidos quanto em desenvolvimento, as
plantas sao utilizadas como agentes de tratamento; grande parte dos
medicamentos originam-se de produtos naturais, em eépecial das plantas.
Entre as 20 drogas mais vendidas nos EUA em 1998, apenas sete nao eram
derivadas de produtos naturais, tendo estes, ainda assim, participado em
algum momento da histéria farmacologica desses (FERREIRA, 1998).

O tratamento & base de ervas conta com um grande numero de
seguidores, a Organizagao Mundial da Saude estima que 80% da populagéo
deste planefa de algum‘ modo, utiliza plantas medicinais como
medicamentos (GARCIA E COLABORADORES); destacando-se aqueles
elementos pertencentes a camada mais carente da sociedade,
principalmente devido ao baixo custo que este tratamento proporciona. A
preocupagao que poucos tém, entretanto, € quanto a qualidade do produto a
ser consumido. Por um lado observa-se a falta de informagao da populagao,
que muitas vezes confunde a medicina popular com a medicina cientifica, de
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outro a conservagao e comercializagdo indevida destes produtos, seja

tambeém por desconhecimento ou por desejo de lucro facil.

2. Historico e caracteristicas gerais
2.1. Alcachofra

Originaria do Norte da Africa, a alcachofra & cultivada desde a
antiglidade. No apogeu de sua civilizagao, os gregos e romanos a utilizavam
como alimento e produto dietético. Atualmente é considerada como um
medicamento hepatoprotetor, sendo cientificamente comprovado que
promove o reestabelecimento dos hepatécitos. (POLUNIN, 1992).

Quando seca em condigdes adequadas (ampla ventilagdo a baixa
temperatura), as folhas de alcachofra mantém sua coloragao original: verde
acinzentado no topo e um pouco mais clara na base (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1998).

A alcachofra & conhecida desde os tempos remotos como colerégico.
Experimentalmente, in vivo a cinarina desempenha atividade no fluxo biliar
em ratos, e in vitro promove a prote¢do em hepatécitos de ratos perante a
toxicidade ao tetracloreto de carbono (BRUNETON, 1999).

Ha uma forte evidéncia de que a fitoterapia com extratos de alcachofra
seja benéfica no tratamento de hiperlipoproteinemia. Um estudo clinico fase
lll realizado por Englisch e colaboradores em 2000 em trés hospitais na
Russia concluiu que pacientes que consumiram um total de 1800 mg/dia de
extrato de alcachofra tiveram uma significante redugédo nos niveis de LDL e
colesterol total apds seis meses de tratamento quando comparados com 0s
tratados com placebo (ENGLISCH E COLABORADORES, 2000).

Estudo realizado por Gebhardt em 1998 avaliou a inibigao da biossintese
de colesterol em culturas de hepatécitos de ratos e os resultados indicaram
que os extratos de alcachofra reduzem a biossintese de colesterol hepatico
em meio fisiologicamente favoravel pela inibicdo indireta da
hidroximetilglutaril-CoA-resutase (HMGCoA-redutase) via inibicdo e/ou
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estimulagéo da inibigdo dos mecanismos regulatérios apos administragdo
por longos periodos (GEBHARDT, 1998). Por outro lado o extrato de
alcachofra também estimula a transformagao de colesterol em acidos biliares
(GEBHARDT, 1995).

A propriedade de estimuladora da secregao biliar da alcachofra sao
amplamente conhecidas, Kraft em 1997 verificou que o extrato aumenta o
volume de fluxo biliar em 90 a 150% (KRAFT, 1997). Outro estudo mostrou
gue uma dose Unica admnistrada de 1,92 g promoveu um aumento da
secregao de 127,3%, 151,5% apés 30 e 60 minutos respectivamente. Este
aumento de secre¢do e o subsequente aumento da sintese de Acidos
biliares (GEBHARDT, 1995) somados aos efeitos anteriormente citados
levam a diminuigdo do colesterol sanguineo.

Os componentes ativos sao os acidos e os alcodis fenodlicos. Os
primeiros sdo os acidos cafeoquinicos, em meédia 1% da planta fresca,
dentre eles o acido 1,5 dicafeoquinico, mais conhecida como cinarina. Os
segundos sao 0s acidos malico, succinico, lactico, fumarico e citrico, que na

somatoria representam 0,8% também da planta fresca. (BRUNETON, 1999).

2.2. Camomila

A camomila, conhecida cientificamente como Matricana recutita L.
(anteriormente chamada de Matricaria chamomilla L.), € uma planta
herbacea anual, originaria da Europa, porém cultivada em todo o mundo. Os
egipcios dedicavam a camomila ao sol e adoravam-na mais do que a
qualquer outra erva, pelas suas propriedades curativas. Na Grécia, a
camomila florescia abundantemente, distinguindo-se desde a antiglidade
pelo seu aroma peculiar. O nome Matricaria deriva do latim “mater” ou talvez
“matrix” - Utero, por ser utilizada em doengas femininas (POLUNIN, 1992).

Degustada desde os tempos antigos como um saboroso cha, foi
designada na Europa como planta medicinal desde 1987 e é utilizada no

tratamento de inumeras doencas, de espasmos gastro intestinais a irritacoes
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de pele. Estima-se que cerca de um milhdo de copos de chas de camomila
sdo consumidos diariamente no mundo (KINGHORN & BALANDRIN, 1993).

Utilizada interna e externamente por suas atividades antiinflamatérias,
antiespasmodicas, antibacterianas e levemente sedativas, € comercializada
na forma de tinturas, ungiientos e chas (POLUNIN, 1992).

2.3. Ginkgo biloba

Somente em 1998, os americanos despenderam cerca de 4 bilhdes de
dolares em drogas vegetais, tendo sido o Ginkgo biloba lider no ranking dos
mais vendidos (BRADLY E COLABORADORES, 2000). O ginkgo biloba,
assim como seus usos medicinais foram descritos na Matéria Médica
Chinesa ha aproximadamente 5000 anos. Nativo da China, € amplamente
utilizado como arvore ornamental na Australia, sudeste da Asia, Europa,
Japdo e Estados Unidos, onde também €& comercialmente
cultivado.(DEFEUDIS, 1991; WHO, 1999)

E proveniente das folhas bipartidas em dois Iébulos da arvore de Ginkgo,
forma de vida vegetal primitiva, datando de mais de 200 milhbes de anos
atras, na era Paleozéica. Esta entdo evoluiu até tornar-se uma arvore
propriamente dita, provida de raizes, tronco, ramos e folhas. E o altimo
sobrevivente de uma flora desaparecida, remanescente das ginkgognaceas.
Como ultimo descendente da grande familia, o Ginkgo biloba representa nao
apenas uma espécie mas também uma familia, uma ordem e uma classe
botanica. Por tudo isto, esta arvore representa uma espécie de fossil vivo,
conforme mencionado pelo naturalista Charles Darwin. (BANOV E
COLABORADORES, 1999). °

Além desta planta ter impressionado pela sua resisténcia a infestagdes
por insetos, por bactérias como Echerichia coli, Erwinia amylovora,
Pseudomonas phaseoli e Bacillus pumilos, além de alguns tipos de virus e
fungos que normalmente infectam as plantas, o Ginkgo biloba possui

elevada tolerancia a poluigao urbana e as agdes mutagénicas das radiagdes.
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Nao foi sem motivo que sobreviveu a explosdao da bomba atdémica em
Hiroshima (BANOV E COLABORADORES, 1999).

Os extratos de Ginkgo biloba foram introduzidos na medicina em 1965,
atraves das pesquisas do médico-farmacéutico alemao Willmar Schwabe. A
folha de Ginkgo contém muitos ingredientes ativos, incluindo alcoois,
aldeidos, cetonas, acidos, esteréides, catequinas, flavondides, terpenos,
ginkgolideos entre outros (BANOV E COLABORADORES, 1999; WHILE E
COLABORADORES, 1996). A composi¢do quimica e as a¢des terapéuticas
do extrato padronizado de Ginkgo biloba, EGb 761, foi resumido por
DeFeudis. (DE FEUDIS, 1991). Dentre as partes utilizadas do Ginkgo biloba
encontramos os graos de pdlem, sementes, frutos, troncos e folhas, das
quais tém se extraido a maioria dos principios ativos de agao terapéutica. A
Farmacopéia Chinesa recomenda o emprego de Ginkgo biloba para o
tratamento de coragdo e pulmdbes. Estudos recentes comprovaram a sua
atuagado em situagbes de alteragao de fluxo sanguineo e na arterosclerose
cerebral. (BANOV E COLABORADORES, 1999; WHO, 1999). Sabe-se que
o Ginkgo biloba tem conhecidas propriedades antioxidantes (RONG E
COLABORADORES, 1996), na Europa este produto estd em expansao
sendo amplamente prescrito para problemas relacionados com insuficiéncia
cerebral e vascular, deficiéncias cognitivas a outras doengas relacionadas
com a idade (WHITE E COLABORADORES, 1996).

As possiveis agbes farmacologicas da maioria destes compostos nao
sd@o conhecidas ainda. Provavelmente 0 mais bem conhecido componente
do Ginkgo € a ginkgolide B, um antagonista do FAP (Fator Ativador de
Plaquetas), este composto pode ser responsavel pelos efeitos imunoldgicos
registrados (WHITE E COLABORADORES, 1996). Outros estudos
demostraram os efeitos famacologicos das folhas de Ginkgo perante o
Sistema Nervoso Central. Niveis de aminas biogénicas em cérebro de ratos
foram significativamente aumentados apos 7 dias de administracdo. A
serotonina em particular, teve seu nivel elevado na maioria das partes do
cérebro (PETKOV E COLABORADORES, 1993). O uso prolongado desta

droga também tem efeitos positivos de antiansiedade e anti estresse em
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humanos (PORSOLT E COLABORADORES, 1990). Baseados'em estudos
similares uma patente foi aprovada para o uso de bilobalide, ou Ginkgo
biloba enriquecido com este composto para tratamento para ansiedade e
depressdo (NOLDNER & CHATTERJEE, 1993). Estudos mais recentes
sugerem que o Ginkgo produz redugdo da esquemia cerebral pela inibi¢ao
da formag¢do de Oxido nitrico quando administrado em camundongos.
(CALAPAI E COLABORADORES, 2000).

2.4. Guarana

A cafeina proveniente de espécies vegetais tem sido consumida e
apreciada pelo homem em todo o mundo ha centenas de anos. Roberts e
Barone acreditam que seu uso remonta a era paleolitica. Sua presenga em
inumeros vegetais, caracterizados por levada incidéncia em diversas regides
do mundo, costuma ser apontada como uma das causas de sua grande
utilizagao. Os astecas antes do descobrimento da América, empregavam as
sementes de Theobroma cacao L.. para confeccionarem alimentos, as folhas
de Thea sinensis L. s3o ha milénios empregadas pelos asiaticos no preparo
de chas e o café, bebida feita com as sementes das vérias espécies do
género Coffea, amplamente consumida em todo o mundo e principal fonte
de cafeina da dieta americana, foi introduzido pelos africanos e difundido em
todo mundo pelos arabes (MOUSINHO, 1984).

Bebidas antigas da América do sul contendo cafeina incluem o Guarana
(Paullinia cupana H.B.K..), o Yoco (da casca de Paullinia yoco L.) e o mate
(de Llex paraguaniensis). (NICOLETTI E ORSINE, 1997).

O guarana, conhecido cientificamente como Paullinia cupana HB.K. , é
umas das espécies de maior‘potencial econdmico na Amazdnia. Seu cultivo
data da época pré colombiana e era efetuado por diversas tribos indigenas;
seu uso tem persistido durante séculos por indios da tribo Santeré-Maué,
que vivem na regiao Amazdnica (HENMAN, 1982). Seu emprego foi muito
difundido dentre os colonizadores, sendo hoje amplamente utilizado na
forma de bebidas, xaropes, pés e comprimidos (MOUSINHO, 1984). E um
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produto exportado para varios paises, dentre estes grandes poténcias como
Japao e Estados Unidos.

Entre os seus constituintes quimicos, a planta contém bases xantinicas
como a cafeina, teofiina e a teobromina, sendo estes dois U(ltimos
encontrados na casca, flores e folhas, mas ausente nas sementes (MATTE],
1998/ HENMAN 1982).

O guarana tornou-se popular tambem pelos seus usos terapéuticos,
caracterizando-se como estimulante do sistema nervoso central (em caso de
estresse fisico e intelectual), como antidiarréico e como agente diurético. As
bases xantinicas entretantc; ndo explicam todo este potencial terapéutico.
Saponinas e altas concentragbes de taninos sdo também encontradas na
planta, assim como substancias que promovem ac¢ao antioxidante (MATTEI,
1998).

3. Padrdes microbianos em fitoterapicos

O meio cientifico tem manifestado uma grande preocupagao quanto a
qualidade microbiana dos produtos de origem natural, existindo inumeros
relatos e publicagdes a respeito do assunto. Os microrganismos mais
freqientemente detectados como contaminantes foram os bacilos Gram-
positivos esporulados, bacilos Gram-negativos aerdbicos e anaerdbicos
facultativos ou oxidativos (FISCHER, 1992).

Negreti (FISCHER, 1992) na verificagdo de pureza microbiana de drogas
vegetais brutas e de produtos extrativos, comprovou a presenga de cargas
microbianas altas nas drogas brutas, sendo que 50% das 350 amostras

analisadas apresentaram contagem bacteriana superior a 103/9.

Hartling (FISCHER, 1992), em 1983 , analisou 20 amostras de chas. As
contagens bacterianas e fungicas variaram respectivamente, de 25 a 1,2 x
10%g e de 0 a 2,6 x 10°/g, tendo sido isoladas enterobactérias apartir de 11
das amostras, sendo que 7 destas apresentaram carga superior a 100/g.
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Na [ndia onde grande parte da populagdo faz uso das plantas para
tratamento de doencgas, Roy e Chourasia (FISCHER, 1992), em 1989,
fizeram levantamento da microflora presente em 5 drogas vegetais nativas, e
verificaram na maioria dos casos a preseng¢a predominante de Aspergillus
flavus, dentre outros contaminantes. O nivel de aflatoxina B4 na maior parte
das amostras contaminadas excedeu o limite de tolerancia de 20ug/kg,
fixado pela OMS.

No Brasil, em 1992 Fischer analisou 84 lotes de especialidades
farmacéuticas de uso oral na forma de pd, capsula e comprimido
comercializados em farmacias, drogarias, lojas de produtos naturais e
supermercados da cidade de Sao Paulo, constatando que, segundo dados
analiticos obtidos e padrdes sanitarios entao vigentes, 59,5% das amostras
deveriam ter sido rejeitadas. -

Em 1998, Aradjo analisou amostras de 15 drogas vegetais
comercializadas em feiras do municipio de Sdo Paulo e constatou que,
frente aos limites da Federagao Internacional Farmacéutica, 27% destas
estavam em desacordo, elevando-se o0 percentual para 36% se
considerados os limites das Farmacopéia Européia e Britdnica de 1993
(ARAUJO, 1998).

Considerados insumos farmacéuticos, as drogas vegetais apresentam
de forma inerente, pela sua origem, uma elevada contagem microbiana, por
vezes patogénica. Atualmente as monografias farmacopéicas incluem
requisitos especificos em fungdo da origem das matérias primas, visando
evitar a transmissdo de doencas a partir da terapia medicamentosa. As
primeiras citagbes sobre limites microbianos aplicados a produtos
farmacéuticos e seus insumos ocorreram de forma vaga na 112 e 122
edicbes e com algumas modificagdes na 13? edigdo da Farmacopéia
Americana. Vale lembrar que o primeiro insumo farmacéutico com
especificagédo relativa a pureza microbiana foi a Gelatina, na 122 edigdo
deste compéndio (USP XI, USP Xli, USPXIII).
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No Formulario Nacional de 1970 (NF Xlll) e na 18° edigdo da
Farmacopéia correspondente do mesmo ano é apresentada a seguinte
expressao: “Drogas vegetais e animais deverao estar, 0 maximo possivel,
isentas de microrganismos, sendo que os patogénicos nao deverao estar
presentes” (NATIONAL FORMULARY, 1970).

Em maio de 1978, através de uma resolugdo da sua XXXI Assembléia
Geral, a Organizagdo Mundial de Saude, 6rgdo das Nagbes Unidas,
determinou o inicio de um programa mundial com o fim de avaliar e utilizar
os métodos da medicina popular, proporcionando por conseguinte a
elaboracgao de estudos e padrées a serem seguidos (Pinto, Kaneko & Ohara,
2000).

A Farmacopéia Americana XVIII, no capitulo sobre “Atributos
microbiologicos de produtos farmacéuticos nao estéreis” cita um
monitoramento com maior énfase a matérias primas de origem animal e
botanica, principalmente aquelas que permitem o crescimento microbiano e
que ndo se tornam estéreis durante os processos subsequentes. Na
Farmacopéia Americana XIX‘, 0 mesmo capitulo inclui consideragdes sobre
esta mesma categoria, sugerindo-se que o0s produtos contendo estas
matérias primas deveriam ser rotineiramente testados quanto a presenga de
patdgenos especificos. Na Farmacopéia Americana XXIIl e no NF constam
50 monografias de matérias primas com especificagdes quanto a qualidade
microbiana, nestas o limite de microrganismos viaveis e indesejaveis variam
entre 102 e 10%g (mL) (USP XXIIf). Segundo a USP XXIV nas monografias
para a camomila e ginkgo biloba os limites microbianos aceitos sdo de 10*
UFC/g para bactérias, 102 UFC/g para a contagem total de bolores e
leveduras além de auséncia de Salmonella sp., Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (USP, 1999).

Em 1980, Lenoble e colaboradores sugeriram normas para as espeécies
vegetais destinadas ao consumo na forma de cha: para bactérias aerdbicas
mesdfilas, o limite era de 5x105/g, enquanto que para fungos, de 5x10%g e
para enterobactérias, de 5x10*/g (FISCHER, 1992).
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Especificamente quanto as drogas vegetais e fitoterapicos a Portaria n®
123 de 19 de outubro de 1994, na Norma Técnica para Registro de
Fitoterapicos, estabelece a seguinte especificagdo: “menos que 10%g de
total de viaveis; menos que 10*g de leveduras ou fungos; menos que 10%/g
de enterobactérias; auséncias de Salmonella sp., Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e fungos da familia Aspergillus”.
No entanto, essa especificagdo ndo foi mantida na Portaria n® 6 de 31 de

janeiro de 1995, mencionando que a pesquisa de contaminantes
microbianos e bioldgicos deve estar de acordo com as recomendagdes da
Organizag¢dao Mundial de Salude ou de acordo com a Farmacopéia Brasileira
(BRASIL LEIS E DECRETOS, 1995).

A mais recente regulamentacdo da Agéncia Naciohal de Vigilancia
Sanitaria com relagéo aos fitoterapicos € a RDC n°® 17, de 24 de fevereiro de
2000.(BRASIL LEIS E DECRETOS, 2000) que menciona em seu capitulo
Registro do Medicamento Fitoterapico Novo que a pesquisa de
contaminantes microbianos devem estar de acordo com critérios
farmacopéicos ou com as recomendag¢des da Organizagdo Mundial da

Saude.

A qualidade microbiana deve ser definida a partir de a diferentes fatores,
dentre estes o principal consiste no fato de ser o produto consumido por
pessoas debilitadas, por vezes inclusive imunodeprimidas.

Com a preocupacgdo quanto a conservacdo e consumo de produtos
assim contaminados, buscou-se formas de diminuir estas altas contagens
microbianas. O avango da tecnologia mostra técnicas eficazes para
tratamento de insumos de origem vegetal. Estes sdo materiais por vezes
iséntos de umidade, seus principids ativos na maior parte das vezes
termossensiveis e ha questionamentos quanto a eficacia do processo de
descontaminacdo e toxicidade decorrente de residuos oriundos ou

decorrentes destes processos.

Alfa e colaboradores procederam a um estudo comparativo entre trés
diferentes processos de esterilizagdo a baixas temperaturas: plasma,
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peroxido de hidrogénio, e 6xido de etileno, tendo sido este Gltimo o mais
eficaz.(ALFA E COLABORADORES, 1996)

Afualmente 0s processos mais utilizados para descontaminagdo de
drogas vegetais envolvem a irradiagcdo gama e o tratamento quimico por
Oxido de Etileno; foram comparados por Bolander e colaboradores em 1995,
com a comprovagao da eficacia de ambos (BOLANDER, 1995).

4. Emprego do o6xido de etileno na descontaminagdo de drogas

vegetais

O processo de irradiagdo gama tem sido aplicado muitas vezes para
desinfecgdo de produtos médico-hospitalares, porém com limitagbes de
compatibilidade de certos materiais. Outro importante campo de aplicagao
para este tipo de processamento aplica-se os alimentos e fitoterapicos. A
forma de irradiagao mais explorada tem sido a radiagdo ionizante que
promove efeitos diretos e indiretos, estes decorrentes da reagao de
estruturas celulares com ions carregados. Este processo, embora de
elevada eficacia antimicrobiana, promove intensas alteragdes no nivel
molecular, incorporando riscos potenciais elevados. Ha a necessidade de
verificagdo de incompatibilidades e cuidadoso estudo de estabilidade,
inclusive com verificagao toxicolégica, pois este processo pode acarretar o
risco de alteragbes quimicas, além de sensoriais, indesejaveis (OLIVEIRA,
2000; ITO E COLABORADORES, 1999).

Em 1973, o governo brasileiro estabeleceu uma regulamentagéo sobre
irradiagdo de alimentos. Atualmente, ha cerca de 20 produtos autorizados
para irradiagdo e outros 17 estdo aguardando estudos para possivel
liberagdo . Porém devido ao alto custo das instalagdes, equipamentos e
manuten¢cdo do processo, ha no Brasil apenas uma empresa que presta
servigos de irradiagao.

Uma alternativa interessante consiste no emprego de tratamento
quimico utilizando o éxido de etileno, agente antimicrobiano usado ha anos,
tendo sido Cotton e Roark (PHILLIPS & KAYE, 1949) os primeiros a notarem
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sua atividade biolégica, em 1928. Eles descobriram ser o agente um
poderoso inseticida, e que sua mistura ao dioxido de carbono acarretava
aumento no efeito pesticida, ao mesmo tempo que diminuia o0 poder
explosivo do gas. Nos anos seguintes o uso de éxido de etileno como
fumigante de insetos rapidamente se difundiu.

O oOxido de etileno é um gas utilizado em muitos paises para
descontaminagdo de produtos de origem vegetal, principalmente os
contaminados com bactérias patogénicas como a Salmonella na Nova
Zelandia, E.U.A e Canada. Por outro lado, na Europa este agente foi banido
considerando-se sua toxicidade ocupacional e aos consumidores.
(FOWLES, J., 2001; FOWLES 1999).

A patente referente a atividade antibacteriana do éxido de etileno foi
solicitada em 1929 e obtida em 1936 por Schrader e Bossert (PHILLIPS &
KAYE, 1949). Na patente os autores diziam que “pestes e germes de todos
os tipos” eram destruidos pelo uso de 6xido de alquileno em conjunto com

CO,, porém nao foram apresentados dados técnicos.

Em 1933, Gross e Dixon (PHILLIPS & KAYE, 1949) afirmavam em sua
patente “Métodos de Esterilizagdo”, aprovada em 1937, evidéncias
experimentais de que o 6xido de etileno era um eficaz esterilizante. O
interessante € que nesta patente, os autores tambem citam uma teoria do
mecanismo de agdo da esterilizagdo por 6xido de etileno, além de
apresentarem uma teoria de que na presenga de umidade, parte do éxido de
etileno & convertida em etilenoglicol, conversao considerada por eles como
indispensavel para o processo esterilizante.

A principal aplicagédo comercial na época vislumbrada, prendeu-se a
esterilizacdo ou descontaminagdo de especiarias, visto que havia sido
atribuida a presenca de micr(;rganismos a principal causa da deterioragao de
alimentos (PINTO, 1991).

Griffith e Hall em sua patente solicitada em 1937 (PHILLIPS & KAYE,
1949) e depois revisada em 1940 e 1943, apresentaram o uso de camara de

vacuo com oxido de etileno para esterilizar especiarias e outros materiais.
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Patentes similares foram apresentadas pelos mesmos autores para

esterilizagao de pancreatina e materiais coloidais.

Baerwald (PHILLIPS & KAYE, 1949) em 1944 apresentou a eficacia da
esterilizagdo de frutas secas e outros alimentos embalados em celofane ou

materiais similares.

Phillips e Kaye (KAYE, 1949; KAYE & PHILLIPS, 1949; PHILLIPS, 1949;
PHILLIPS &KAYE, 1949) elaboraram uma série de trabalhos, iniciando com
uma revisdo bibliografica, e a seguir apresentando a possibilidade de
esterilizagdo de materiais que ndo suportariam métodos convencionais. Em
seguida informaram sobre o efeito do éxido de etileno provocando a morte
de esporos de Bacillus globigii, além de apresentarem resultados em
condi¢cbes experimentais a baixas temperaturas de trabalho. Os esporos de
Bacillus subtilis var. niger foram inicialmente mencionados por Mrak e Fisher
(PHILLIPS & KAYE, 1949) e mais tarde por Kereluk e colaboradores
(KERELUK E COLABORADORES, 1970) como os microrganismos
comprovadamente com caracteristicas mais resistentes a este processo,
tendo sido por este motivo escolhidos como sensores dos monitores

bioldgicos.

Pinto e colaboradores publicaram trabalhos em 1992 (PINTO & CRUZ,
1996), estudando o emprego do Bacillus subtilis var niger como monitores
biclogicos em diferentes suportes. Mais tarde, em 1996 (PINTO & SAITO,
1992), estudaram distintos corpos de prova e meios de esporulagdo do

mesmo, comprovando sua eficacia nas situagdes descritas.

5. Oxido de Etileno, aspectos gerais

O principal uso do oOxido de etileno € na industria quimica, onde é
empregado na produgdao de poliéster, detergentes, etilenoglicol e filmes
plasticos. Devido ao seu grande espectro antimicrobiano e seu poder de
difusdo através de diversos tipos de materiais, dentre estes filmes plasticos,
ele também &, em menor escala, utilizado na desinfecgéo e esterilizagio de

materiais. E registrado como pesticida pelo Enviromental Protection Agency



19

Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminagéo de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etileno

(EPA), e amplamente empregado na industria de alimentos como agente
fumigante. No Brasil, o Ministério da Saude enquadra o Oxido de etileno
como saneante, quando usado como descontaminante ou como agente
esterilizante. (PINTO & AMOEDO, 2002)

Também chamado de epoxi etano e 6xido de dimetileno, o 6éxido de
etileno é um éter ciclico que reage com muitos compostos, entre os quais
alcoois, aminas, acidos organicos e amidas (BLOCK, 1983; PINTO &
AMOEDO, 2002). Em pressao atmosférica e temperatura ambiente, o 6xido
de etileno ((CH2).0) é um gas incolor com odor caracteristico, nao
perceptivel pela maioria das pessoas. Apresenta peso molecular € 44,0, e a
baixas temperaturas & um liquido com ponto de ebuligdo a pressao
atmosférica de 10,8 °C (RUSSEL E COLABORADORES, 1982).

O o6xido de etileno na forma liquida ou gasosa € solavel em polimeros
sintéticos, couro, borracha, plasticos, podendo causar irritagbes na pele
(RUSSEL E COLABORADORES, 1982). E também soluvel em agua a 10°C
e na presenga desta reage formando etilenoglicol, ja na presenga de agua e

ions cloro reage formando um composto chamado etileno cloridrina.

Seus vapores, nao sua forma liquida, sao inflamaveis e explosivos a
concentragbes a partir de 3% no ar (PINTO & AMOEDO, 2002) entretanto
estas propriedades podem ser contornadas utilizando as chamadas misturas
esterilizantes nas quais o o6xido de etileno é diluido em CO; ou
fluorocarbonos (KAYE, 1949; OLIVEIRA, 2000). Devido a questbes
ecolégicas os  fluorocarbonos estdo sendo  substituidos  por
hidroclorofluorcarbonos, resultando em misturas contendo de 10 a 12% de
oxido de etileno, também com caracteristicas de nao explosivos e
compativeis com a preservagdo da estratosfera. (OLIVEIRA, 2000).

6. Agao antimicrobiana do 6xido de etileno

Philvlips em 1977 comprovou que dxido de etileno inativa todos os tipos

de microrganismos incluindo virus e esporos de bactérias, e que estes
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tltimos sdo 5 a 10 vezes mais resistentes ao processo que as células
vegetativas (BLOCK, 1983).

O modo de agao deste agente esterilizante se da por deslocamento “in
vivo®, envolvendo uma reagdo nucledfila do sitio ativo biolégico com a
molécula do 6xido de etileno, resultando alquilagdo ao nivel molecular. Estes
sitios ativos sao principalmente grupos sulfidrila, amino, carboxila, fenoxila e
hidroxila de acidos nucleicos, proteinas, péptides, aminoacidos, e enzimas
de células microbianas além de, em uma menor escala, vitaminas,
carbohidratos e horménios, causando a morte e/ou injuria celular (BLOCK,
1983; GUNTHER, 1980).

Pode-se ainda inferir que tais efeitos variem de acordo conﬂ a extensao
da reagdo, podendo ser um efeito estatico (quando a alquilagédo inibe a
germinagao do esporo até que um auto reparo ocorra espontaneamente),
mutagénico (se a reagdo com Oxido de etileno alterar o cddigo de
aminoacido ou produzir deficiéncias no mecanismo de sintese de proteinas)
ou ainda toéxico (quando resultado da alquilagdo do acido nucléico numa
extensado suficiente para impedir a sintese protéica, e ocasionar a morte.
(PINTO & AMOEDO, 2002)

Winaro e Stumbo em 1971, mostraram que o efeito letal do 6xido de
etileno em esporos de Clostridium botulinum tipo A, vem da dupla alquilagao
da trifosfato guanina e trifosfato adenina do DNA celular (WINARO E
STUMBO, 1971).

Existem restricbes ao seu emprego na area de alimentos, especiarias e
mesmo fitoterapicos devido a possivel destruigcdo, principalmente, de
vitaminas e aminoacidos que pode se estender a outras substancias
(PINTO, 1991).

Dentre os fatores que determinam a eficacia do processo de
descontaminagdo com 6xido de etileno estdo a temperatura do processo, a
concentragdo do gas, a pressdo da camara, a porosidade do material de
embalagem, tempo de exposi¢cdo, o tempo de aeracdo e a umidade relativa
(PINTO, 1991) sendo este ultimo de fundamental importancia, pois
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-

microrganismos que tenham sido equilibrados sob niveis de umidade, ou
mesmo que retenham alguma atividade de agua, sdo mortos com relativa
facilidade pelo éxido de etileno. Acredita-se que a reagado quimica organica
ocorra com a formag¢ado de um complexo ativado, e a agua influencia esta
ativagéo, tornando-se evidente sua importancia como meio de reagao. E
também o6bvio que agua deve estar presente, como meio de reagéo, ao se
considerar como solvente de entidades bioldgicas, as quais devem estar
ionizadas para que entrem em estado de transicdo como o gas. Ainda, ao se
considerar que este agente e o sitio biolégico a ser atingido devem ser
envolvidos em reagado do tipo covalente, esta deve ocorrer em solvente

polar, caracteristica a qual a agua possui. (PINTO & AMOEDO, 2002)

A agua possui ainda outra fungao, pertinente a concentrar 0 agente
esterilizante na superficie do microrganismo. Em uma atmosfera contendo
agua em estado de vapor e éxido de etileno, mesmo que ocorrendo poucas
colisbes, este se dissolve na fase liquida sobre o microrganismo,
concentrando-se e aumentando efetivamente a disponibilidade do agente
esterilizante, assim aumentando a velocidade de morte microbiana. (PINTO
& AMOEDO, 2002)

7. Produtos de degradagao

o) processo empregando oxido de etileno pode originar residuos toxicos
dificeis de serem eliminados. O agente ativo reage na presenca de agua
efou ions cloro e bromo, formando principalmente etilenoglicol e etileno
cloroidrina, que sdo os produtos de degradagdo usualmente pesquisados em
processos desta natureza.

Chaigneau e Muraz em 1993, apos desinfecgdo por oxido de etileno de
16 especiarias, observaram uma rapida perda de residual de 6xido de etileno
e etilenoglicol em poucos dias. Entretanto a presenga de etileno cloroidrina
permaneceu por mais de 6 meses (CHAGNEAU & MURAZ, 1993).
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A evolugdo no sentido de exigéncias mais rigidas quanto a niveis de
residuos tem ocorrido simultaneamente a desenvolvimentos metodologicos

que compatibilizam com tais limites de detecgao.

Assim, em 1989 Nogueira e colab'orador_es utilizaram a agua como
solvente extrator de &xido de etileno e seus derivados em seringas de
plastico, conseguindo com essa técnica resultados satisfatérios (NOGUEIRA
E COLABORADORES, 1989).

Wojcik-O'neill e Ello em 1990 realizaram um estudo comparativo de dois
diferentes tipos de solventes extratores para a determinagéo de residual de
6xido de etileno em correlatos hospitalares. Eles utilizaram um método
alternativo a extragao aquosa, sugerida pela Associagao para o Avahg:o da
Instrumentagdo Médica (AAMI), empregando o acido cloridrico 10%, que
provoca a reagao do 6xido de etileno com ions cloreto resultando em etileno
clorihidrina. Os resultados obtidos foram equivalentes entre os dois métodos.
Entretanto, ndo se tem localizado na bibliografia disponibilizada informagao
quanto a detecgdo de residuos em fitotarapicos. Quanto a metodologia
analitica mais adequada, acredita-se que também para detecgdo de
residuos deste grupo de natureza complexa deva-se trabalhar com a
cromatografia gasosa (WOJCIK-O'NEILL & ELLO, 1990).

O primeiro autor a empregar a cromatografia foi Ramsey em 1905
(MACNAIR & BONELLI, 1968), para sepérar misturas de gases e vapor.
Estes experimentos iniciais usavam absorgao seletiva, ou dessorgdo a partir
de absorventes soélidos como o carvao ativo. No ano seguinte Tswett
(MACNAIR & BONELLI, 1968) obteve discretas bandas coloridas numa
coluna cromatografica, desta descoberta adotou-se 0 nome “cromatografia”
que significa literalmente “grafia colorida”, que nédo se aplica aos métodos
atualmente utilizados. Seguindo a sugestdo de Martin e Synge em um
estudo que mais tarde rendeu-lhes um Prémio Nobel, James e Martin

introduziram a cromatografia gas-liquida em 1952,

Embora varios métodos tenham sido desenvolvidos para a determinagao

dos niveis de oxido de etileno, envolvendo por exemplo a colorimetria e
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gravimetria, a cromatografia gasosa (CG) tem sido normalmente preferida
por ser mais rapida e sensivel. Varios metodos para anadlises em CG de
solventes extratores tém sido reportados. Uma sofisticagdo deste
procedimento consiste na cromatografia gasosa por “head space”, como
descrita por Romano em 1973 (KAYE & NEVELL, 1985)

A cromatografia gasosa_foi utilizada por alguns autores para detectar
residuos de éxido de etileno e seus derivados em produtos secos (JENSEN,
1998; SPITZ & WEINBERGER, 1971; WINARO & STUMBO, 1971). Jensen
em 1988 trabalhou com 204 produtos alimenticios. Este autor converteu os
residuos em etilenoiodoidrina, determinado entao com detector de captura
de elétrons em sistema de cromatografia gasosa (JENSEN, 1998).

Dentre as vantagens de se trabalhar com cromatografia a gas estao a
velocidade de obtengédo de resultados, a alta resolugao, resultados quali e
quantitativos, a sensibilidade do processo além da simplicidade de operagéo
e comp'reenc;,éo (MCNAIR & BONELI, 1968; SPITZ & WEINBERGER, 1971).

8. Aspectos toxicoloégicos

Apesar do éxido de etileno ser utilizado em uma menor escala para
esterilizacdo em hospitais e industrias, € nesta aplicagdo que se dispde de
conhecimento quanto a exposi¢gao ocupacional, principalmente p_elo fato de o
processo ser realizado freqlientemente em locais improprios, sob condigdes
inadequadas de segurang¢a (OLIVEIRA, 2000).

No que se refere a descontaminagdo de fitoterapicos, nos Estados
Unidos o limite residual em drogas vegetais € 50 ppm, embora base
cientifica para tal ndo ter sido encontrada. Até 2000 o mesmo limite era
adotado na Australia, entretanto seguindo as consideragdes de um estudo
preparado pelo New Zealand Institute of Environmental and Scientific
Research (ESR) de titulo Cancer Risk Assessment of Ethylene Oxide
Residues in New Zealand Spices o limite maximo residual foi alterado para
20 ppm (ANZFA, 2000). Atualmente no Brasil nao existe qualquer
regulamentacio sobre controle no teor de dxido de etileno.



24

Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminag8o de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etiteno

Tendo por base informagbes verbais, assim como constatagbes de
procedimentos sendo desenvolvidos de drogas submetidas a
descontaminagao, neste caso 0 risco ocupacional € ainda maior. Isto, além
de ser decorrente da inexisténcia de normatizagao especifica, decorre do
tipo de embalagens utilizadas, ou mesmo de sua auséncia, o que apos
aeragdo do material descontaminado leva a maior exposigao dos
operadores. As grandes quantidades de materiais, muitas vezes de baixo
valor agregado, desestimula o produtor quanto a providéncias de instalagdes
sofisticadas, com transferéﬁcias automatizadas e providas de controles
operacionais remotos. Peca-se também nos controles em geral, entre estes

os de residuos nos produtos e ambientes.

A toxicidade do 6xido de etileno, anteriormente admitida no nivel de 50
ppm de exposi¢ao diaria, teve seu limiar de aceitagao reduzido, pois devido
a sua reatividade com hidrogénio ativo e agentes nucleofilos, o déxido de
etileno, torna-se um gas altamente mutagénico e carcinogénico (OSHA,
1995).

Apesar de ter um limiar de odor por volta de 700 ppm, uma exposi¢do no
nivel de de 200 ppm pode causar irritagdo nos olhos e no sistema
respiratorio superior. Exposicdo de humanos a altos indices de oxido de
etileno resulta em lesdes na pele, irritagdo nas mucosas, nauseas, vomitos,
dor de cabec¢a, convulsdes e morte. Contato com materiais tratados com
6xido de etileno ndo adequadamente aerados para remog¢do de seus
residuos de processo pode causar escamagao da pele (ELLENHORN E
COLABORADORES, 1997). Estudos laboratoriais tém mostrado também
tumores linféides, mesdteliais, subcutaneos, pituitarios e cerebrais, além de
metaplasia nas células estomacais (FOWLES, 2001).

A exposicdo momentanea ou crénica ao Oxido de etileno pode causar
disfungbes no sistema nervoso, o que sugere uma reversivel neuropatia
sensorial, além de deficiéncia neurofisiolégica. Com relagao ao sistema
reprodutivo humano, o 6xido de etileno assim como o seu produto de

degradagao, o etilenoglicol podem causar danos testiculares nos homens;
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nas mulheres, pode causar abortos espontaneos, além de ma formacgao fetal
(ELLENHORN E COLABORADORES, 1997).

O residuo de 6xido de etileno diminue rapidamente, entretanto residuos
de etileno cloridrina persistem por longos periodos de tempo (ANZFA, 2000).
Este derivado do 6xido de etileno tem seu limite de exposi¢do de 1 ppm e a
dose fatal para adultos tanto por ingestdo quanto por inalagdo €é de 1 a 2 mL.
E convertido no organismo presumidamente a acido cloridrico, causando
edema pulmonar, danos vasculares, inibigdo direta do musculo cardiaco,
depressao no sistema nervoso central, além de danos nas fungdes hepaticas
e renais (DREISBACH & ROBERTSON, 1987). Um estudo comparativo da
toxicidade in vitro de Oxido de etileno e etileno cloridrina demostra que esta
ultima é aproximadamente 20 vezes menos mutagénica que o Oxido de
etileno na mesma concentragdo em bactérias, Benson e Teta em 1993
encontraram potencial aumento de céncer pancreatico, lynfopoiético e
hematopoiético em 278 trabalhadores, de em meédia 36 anos, expostos
ocupacionalmente por cerca de 5 anos a este agente. O Programa Nacional
de Toxicologia Americano (National Toxicology Program) classificou a
etilenocloridrina como fraco mutagénico, porém seu subproduto, o 2-
cloroacetaldeido formato pela oxidagdo hepatica, é classificado como
altamente carcinogénico. (FOWLES, 2001).

A principal manifestacdo aguda causada pela etileno cloridrina é a
faléncia respiratoria e circulatoria, ndo ocasionando envenenamento cronico.
Os sintomas aparecem cerca de 1 a 4 horas apds a ingestao, inalagao ou
absorgdo cutdnea e incluem nauseas, vOmitos, dor de cabega, dores
abdominais, excitabilidade, delirios, respiragcdo lenta, queda da presséo
sanguinea, contragdo muscular, cianose e coma (DREISBACH &
ROBERTSON, 1987). A legislagdo canadense permite um limite maximo
residual de 1500 ppm de etileno cloridrina em fitoterapicos baseado em
estudos de fumigagoes realizadas pelo American Spice Trade Association
(ASTA) (ANZFA, 2000).
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Ja o etilenoglicol, segundo derivado de maior importancia, tem seu limite
de exposi¢gao no valor de 50 ppm. Distribui-se pela agua do organismo,
sendo metabolizado pelb acido oxalico, do qual decorrem os efeitos toxicos.
Pode ocasionar danos cerebrais e renais, por mecanismos desconhecidos
(DREISBACH & ROBERTSON, 1987).

As principais manifestacbes de envenenamento por etilenoglicol se
desenvolvem apos ingestdao em doses altas, semelhantes a intoxicagéo por
alcool, evoluindo rapidamente a vomitos, cianose, dores de cabega,
taquicardia, hipotensdo, edema pulmonar, e inconsciéncia com convulsdes
além de, por vezes, hipoglicemia. Pode ocorrer morte em poucas horas por
faléncia respiratoria, ou nas primeiras 24 horas por edema pulmonar.
Pacientes que estiveram em coma prolongado ou convulsdes podem
apresentar danos irreversiveis ao cérebro. No caso de envenenamento
crénico por inalagdo pode ocorrer inconsciéncia induzida e linfocitose
(DREISBACH & ROBERTSON, 1987).

Em 1994 a Agéncia Nacional de Pesquisas para o Cancer alterou a
classificagdo do éxido de etileno do grupo 2A (provavelmente carcinogénico
para humanos), para grupo 1 (carcinogénico para humanos) devido ao
aumento das evidéncias epidemioldgicas e ocupacionais da capacidades
deste gas de promover tumores em animais de laboratorio e humanos por

mecanismos genotdxicos comuns (IARC, 1994).

O Ministério da Saude, em abril de 1999, estabeleceu na Portaria
Interministerial n® 482 (BRASIL LEIS E DECRETOS, 1999), limite de
tolerancia de o6xido de etileno concentrado no ambiente de trabalho em 1,8
mg/m?® ou 1 ppm de concentragdo no ar, para uma carga horéria de 8 horas,;
e estabeleceu também a concentragdo maxima permitida para exposi¢ao em
periodos de até 15 minutos, em 9 mg/m® ou 5 ppm, limites que condizem
com os internacionais recomendados pela OSHA (Occupational Safety &
Health Administratiom) nos Estados Unidos (OSHA, 1995). Esta portaria

entretanto ndo abrange o processo quando aplicado a fitoterapicos,
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permanecendo esta situagdo totalmente normas legislagdo, de qualquer

natureza.






29

Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminagdo de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etileno

Ili- OBJETIVOS

Os objetivos principais do trabalho proposto consistem em:

Determinar os niveis de qualidade e de contaminantes microbianos em
amostras representativas de alcachofra (Cynara scolimus L.), camomila
(Matricaria recutita L.), ginkgo biloba (Ginkgo biloba L.) e guarana
(Paulinia cupana H.B.K.), no aspecto quantitativo e quanto a presencga de

microrganismos indicadores patogénicos;

estudar o efeito do tratamento com 6xido de etileno em tempos distintos
(zero, 30 e 60 minutos), sobre a carga microbiana das drogas vegetais

acima discriminadas;

estudar a seguranca e eficacia do processo de descontaminagio das

drogas vegetais empregando 6xido de etileno;

determinar concentragdes residuais do éxido de etileno e seus produtos

de degradagao, apés de tempos de aeragdo de 3, 7, e 14 dias;

determinar alteragGes provocadas pelo agente de descontaminagdo, nos
principios ativos de alcachofra (Cyhara scolimus L.), camomila (Matricaria
recutita L.), ginkgo biloba’ (Ginkgo biloba L.) e guarana (Paulinia cupana
H.B.K.), respeitando as composi¢des inicialmente presentes de
grupamentos ativos, apos os distintos tempos de tratamento: zero, 30 e

60 minutos.



Material e Meétodo-
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IV- MATERIAL E METODO
1. Material

O objeto de estudo é constituido das seguintes drogas vegetais: guarana,
alcachofra, ginkgo biloba e camomila. Estas foram obtidas de fornecedores
locais, em quantidades de cerca de 1 Kg por amostra, por sua vez em
triplicata de cada uma das trés fontes distintas, perfazendo 9 Kg de cada
espécie de droga vegetal. Apds embaladas em sacos plasticos, as trés
réplicas de cada droga foram submetidas a descontaminacéo por éxido de

etileno a distintos intervalos de tempo.

2. Inspegao visual das drogas vegetais antes do processo de
fracionamento das amostras dos fornecedores A, Be C.

As drogas vegetais foram visualmente inspecionadas, utilizando-se como
parametros de inspegdo as informagbes descritas em monografias de
compéndios oficiais (USP XXVI, 1999/FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988)
e no capitulo referente a “Determinagdo de Material Estranho” da
Farmacopéia Brasileira 4° edicao.

3. Material de embalagem:

Foram utilizadas embalagens de filmes plasticos (polietileno-poliester-
polietileno), providas de “air-vents” em Tyvek®, numa area de
aproximadamente 1000 cm? (35 x 35 cm) com porosidade Gurley de
aproximadamente 200 segundos. A superficie total de embalagem perfaz

area de 2000 cm?.

4. Avaliacado da qualidade sanitaria das amostras

A qualidade sanitaria foi avaliada quantiﬁcahdo a biocarga das drogas
vegetais envolvidas no estudo, trabalho precedido pela validagdo da técnica
de contagem, conforme descrito na USP XXVI e no item 4.2. Investigou-se

-
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adicionalmente a presenga de indicadores patogénicos especificos:
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp e

Escherichia coli.

4.1. Preparo da amostra:

Alcachofra. As folhas de alcachofra foram fragmentadas em liquidificador,
marca Walita®, provido de facas denteadas, modelo Delta eletrénico,
previamente esterilizado. A trituragdo foi durante 5 minutos em rotagao

média, trabalhando-se com técnica asséptica.

Camomila: As flores de camomila foram fragmentadas manualmente, com a
utilizagdo de luvas estéreis, em ambiente biolimpo e com cuidados de

assepsia.

Ginkgo biloba: As folhas foram fragmentadas com a utilizagao de pinga e
tesouras estéreis, de maneira a obter-se como resultado final fragmentos

menores que 3 mm?2, em ambiente biolimpo e com cuidados de assepsia.

Guarang. As sementes de guarana foram pulverizadas em liquidificador
marca Walita®, previamente esterilizado, provido de facas denteadas,
modelo Delta eletrénico. A trituragado foi durante 3 minutos em rotagao
média, trabalhando-se com técnica asséptica.

4.2. Validagao da técnica

Na preparagdo da amostra, apés verificar sua representatividade, deve-se
investigar a presenga de compostos antimicrobiancs, inerentes a sua
natureza, capazes de interferir no resultado final. A eventual constatagao de
tais interferentes estaria induzindo a procedimento de inativagao, conforme
compéndio oficial (USP XXVI, 2003), empregando substancias especificas
nos meios de cultura e diluentes utilizados para a contagem microbiana e

para a pesquisa de patdgenos especificos.
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As amostras foram submetidas a diluigbes seriadas decimais. A cada uma
das dilui¢ées, foi adicionado 1mL da suspensao de cada uma das cepas dos
microrganismos indicados para o desafio (S.aureus ATCC 25923, E.coli
ATCC 25922, P.aeruginosa ATCC 27853, Salmonella sp. e o fungo
Aspergillus niger ATCC 16404), contendo aproximadamente 100 unidades
formadoras de coldnias (UFC). Apos agitagao, aliquotas de 1,0 mL de cada
uma das amostras constituidas pelas drogas vegetais inoculadas com as
distintas cepas microbianas foram semeadas, em triplicatas, para placas de
Petri contendo meio agar caseina-soja. Seguiu-se incubagéo a 37°C por 72

horas.

Para a comprovagao da eficiéncia da técnica e da nao interferéncia da
amostra sobre os resultados, o teste foi acompanhado por controle, no qual
aliquotas de 1mL da suspensdo de cada um dos microrganismos foram
adicionadas em 9mL de solugéo de agua peptonada 0,1% p/v, seguindo-se o

mesmo procedimento de contagem microbiana anteriormente descrito.

4.3. Método de contagem microbiana em meio solido (semeadura da
amostra em profundidade).

As amostras apos serem pulverizadas ou fragmentadas, foram suspensas
em solugdo peptonada (0,1% p/v) respeitando fatores de diluigdo de 10" a
10°. O processo consistiu na transferéncia de aliquotas de 1 mL de cada
concentragéo diluida da amostra, em trés réplicas, para placas de Petri
estéreis, vertendo-se em seguida cerca de 20 mL de meio de cultura solido
4gar Caseina-soja fundido e resfriado a cerca de 45°C, em trés placas, e 20
mL de meio de cultura agar Sabouraud Dextrose fundido e resfriado a cerca
de 45°C, em outras trés placas. Os meios de cultura foram previamente
preparados segundo especificagées do fabricante, e apos sua adicdo sobre
as amostras; efetuou-se a homogeneizagdo com movimentos em 8 sobre a

bancada.

Seguindo a solidificagdo dos meios de cultura, incubou-se as placas em
posicéo invertida, em temperaturas e periodos diferentes: agar Caseina-soja
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para bactérias a temperatura de 30-35°C por 5 dias e agar Sabouraud
Dextrose para fungos a temperatura de 20-25°C por 7 dias.

As colonias foram contadas & vista desarmada, levando em conta
crescimento tanto em profundidade como em superficie. O nimero meédio
das coldnias detectadas nas réplicas multiplicado pelo fator de diluicao
forneceu o niumero de UFC por unidade de peso da amostra. (USP XXVI,
2003, VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1999)

4. 4. Pesquisa de Patogénicos Especificos

Apesar da discrepancia observada nos requisitos quanto a auséncia de
microrganismos patogénicos ou seus indicadores para distintas drogas
vegetais, decidiu-se pelo desenvolvimento da pesquisa de forma
padronizada, abrangendo. Staphylococcus  aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella sp, Escherichia coli e demais microrganismos do
grupo dos coliformes além de fungos do género Aspergillus . Trabalhou-se
sempre com cepas representativas dos controles positivos, paralelamente a

investigagdo de contaminantes.

4.4.1. Enriquecimento em meios de cultura ndo seletivos

Quantidade de aproximadamente 10 g da amostra foi transferida de forma
asseptica para frasco erlenmeyer estéril adicionando-se aliquota
suficiente de caldo lactose para se obter total de 100 mL da suspensao,
para a pesquisa de microrganismos do grupo dos coliformes, entre os
quais Escherichia coli, e de Salmonella sp., com incubagado em estufa por
48 horas a 30-35°C. O mesmo procedimento foi utilizado porém
empregando-se como meio de enriquecimento ndo seletivo o caldo de
Caseina-soja, para a pesquisa de Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. (USP XXVI, 2003)

4.4.2. Enriquecimento em meio seletivo para a pesquisa de Salmonella
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Aliquotas de 1 mL da suspensé&o resultante do meio de enriquecimento
nao seletivo (caldo lactose) foram transferidas respectivamente para 10
mL dos meios seletivos caldo Tetrationato e caldo Selenito Cistina, com
incubagéao por periodo de 24 horas a 30-35°C. (USP XXVI, 2003)

4.4.3 Isolamento em meios de diferenciagao

- Meios de cultura empregados para o isolamento de Staphylococcus
aureus: O crescimento obtido no caldo caseina-soja (item 2.3.1) foi
transferido para placa de Petri contendo 20 mL de agar Vogel-Johnson,
empregando-se técnica de estria em superficie com auxilio de alga de
Henle. A incubagao ocorreu por intervalo de tempo de 48 horas a 30-
35°C. Coldnias pretas circundadas por uma zona amarela foram
indicativas de resultado positivo (USP XXVI, 2003).

- Meios de cultura empregados para o isolamento de Pseudomonas
aeruginosa: Na presenga de crescimento no caldo de caseina soja,
transferiu-se uma algada deste para placa de Petri contendo 20 mL de
agar Cetrimida, empregando-se técnica por estria em superficie. A
incubacao foi conforme descrito para o microrganismo anteriormente
mencionado. A presenga de colbnias esverdeadas e fluorescentes na
presenca de luz ultravioleta é indicativo de resultado positivo. Coldnias
isoladas do agar Cetrimida foram repicadas para placa de Petri contendo
agar para Detecgdo de Piocianina, e ainda para placa de Petri contendo
agar para Deteccdo de Fluoresceina. Apds incubagao a 35 + 2°C, por 48
horas, coldnias esverdeadas a vista desarmada e azuis na presenca de
luz ultravioleta, e amarelas tanto a vista desarmada como a luz
ultravioleta, respectivamente em cada um dos meios de cultura, indicaram
resultado positivo para a detecgdo (USP XXVI, 2003).

- Meios de cultura empregados para o isolamento de Escherichia coli.
Aliquota do crescimento em caldo lactose foi transferida para placa de
Petri contendo 20 mL de agar Mac Conkey, com o auxilio de alca de

Henle empregando-se técnica de estria em superficie. A incubagdo foi
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efetuada por 24-48 horas a 30-35°C. A presenga de coldnias de coloragao
vermelho tijolo € indicativo de resultado positivo para o teste . O
crescimento apresentando essa caracteristica foi transferido para placa
de Petri contendo 20 mL de agar Eosina e Azul de Metileno (agar EMB).
Apés incubagéo por 48 horas a 30-35°C o crescimento de colonias de
coloragdo azul escura e aspecto metélico sob luz visivel indicaram
resultado positivo para o teste (USP XXVI, 2003).

- Meios de cultura empregados para o isolamento de Salmonella sp : O
crescimento obtido nos meios de enriquecimento seletivo foi transferido
para placa de Petri contendo agar Verde Brilhante , agar Sulfito de
Bismuto, agar com Xilose, Lisina e Desoxicolato (agar XLD), empregando
tecnica de estria em superficie. A inCubar,:éo foi efetuada por 48 horas a
30-35°C. A presenga de coldnias pequenas, transparentes, incolores ou
rosas a branco opaco freqlientemente circundadas por zona rosa a
vermelha, vermelhas com ou sem centros negros, coldnias pretas ou
verdes respectivamente para agar Verde Brilhante, agar XLD e agar
Sulfito de Bismuto, indicaram resultado positivo para o teste (USP XXVI,
2003).

4.4 4 |dentificagdo Presuntiva

Coldnias suspeitas obtidas dos meios seletivos foram submetidas a
avaliagdo micromorfologica apds coloragdo pela técnica de Gram.
Adicionalmente foram efetuados testes para identificagdo presuntiva,
conforme segue. (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988):

- Staphylococcus aureus: No caso de resultado positivo, seguiu-se
com observacdo da presenga de cocos gram-positivos formando
grupamento semelhante a cachos de uva. Tambem foi efetuado teste

para detecgao de coagulase, bem como teste de Desoxirribonuclease.

- Pseudomonas aeruginosa. No caso de constatagdgo de

bastonestes gram-negativos foi efetuado teste para a detec¢ao de enzima
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citocromo-oxidase. A confirmagéo de resultado positivo para esse teste
implicou na realizagdo da prova de crescimento a 41°C em agar inclinado

de infusao cérebro coragao.

- Escherichia coli: No caso de caracterizagdao de bastonetes gram-
negativos foram efetuados 0s seguintes testes: agar Triplice Agucar
Ferro, testes de Indol, Vermelho de Metila, Voges Proskauer e de Citrato

como unica fonte de carbono.

- Salmonella sp. Quando da detecgdo de bastonetes gram-
negativos e reagdo caracteristica no teste agar Triplice Agucar Ferro,
prosseguiu-se com os seguintes testes: agar de Lisina Ferro, teste de

Citrato como unica fonte de carbono, Urease e Fermentagéo da lactose.

-

5. Determinagdo da umidade relativa (UR)

A avaliagdo para cada tipo de droga vegetal foi efetuada no material
conforme recebido (anteriormente ao condicionamento ambiental) e apos o
condicionamento ambiental (anteriormente a colocagdo na camara de
descontaminagado). Foi também efetuado apdés o processo de
descontaminagao. Para cada uma das amostras as determinagdes foram em

duplicatas (duas tomadas de ensaio de cada amostra).

5.1. Preparo da amostra

O preparo da amostra consistiu na redugdo da dimensdo das drogas a
medida maxima de 3 mm (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

5.2. Pré umidificagdo antes do processo de descontaminagéo.
(Condicionamento ambiental)

As drogas foram colocadas a condigdes controladas, em estufas pré-
umidecidas (50-70% de umidade relativa) a temperatura de 30°C e nestas

condi¢cbes constantes permaneceram por 48 horas.
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5.3. Perda por Dessecagao: Método Gravimeétrico

Transferiu-se cerca de 2 a 5 gramas da droga vegetal, exatamente pesados,
de amostra preparada conforme instrugdes anteriores, para pesa filtro chato
tarado, previamente dessecado nas condigdes a serem adotadas para a
amostra durante 30 minutos. Dessecou-se a amostra em estufa a 105°C
durante 5 horas antes da pesagem. O ensaio foi dado por concluido quando
duas pesagens sucessivas nao diferiram entre si por mais de 5 mg.
Calculou-se a porcentagem de agua em relagao a droga seca ao ar. O limite
de umidade para Drogas vegetais em geral situa-se na faixa de 8 a 14%.
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

6. Descontaminagio por Oxido de etileno
6.1. Preparo do Material e definigdo de parametros

As embalagens contendo amostras representativas de cada uma das
drogas vegetais, de origens distintas, foram introduzidas na camara de
descontaminacdo apds condicionamento ambiental (item 5.2). As condigdes
de tratamento foram de 50+3°C; 50-70% UR; 600 mg/L de éxido de etileno,
sendo variaveis os tempos de exposi¢gdo, abrangendo zero (material nao

exposto ao agente descontaminante), 30 minutos e 60 minutos.

O total das amostras analisadas, em triplicata, para cada uma das
drogas vegetais foi de nove quilogramas, quantidade fracionada em
embalagens unitarias de 1 Kg., embaladas em sacos plasticos providos de

“air vents” permeaveis aos gases de 6xido de etileno.

6.2 Processo de descontaminacao

O equipamento empregado para os ciclos de descontaminagdo por
oxido de etileno foi o esterilizador SERCON Ind. Com. Ap. Méd. Hosp.
LTDA, modelo HS E 39/40 HETO 3000, com controle automatico e camara
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cilindrica horizontal de 76 litros de capacidade, 40 cm de didmetro e 60 cm
de profundidade, adquirido com recurso de Projeto de Auxilio a Pesquisa,
FAPESP (Processo n® 98/02343-0).

Foi adotado o método de esterilizagdo conforme desenvolvido por Mc
DONALD (MCDONALD, 1972), o qual consiste na em uma seqiéncia de
etapas que inicia com a elevagdo da temperatura até valores préximos a
50°C. Apos a introdugdo do material a ser descontaminado e o subsequente
fechamento da porta do equipamento, procedeu-seo aquecimento, obteve-se
vacuo na camara de -0,75 KgF/cm? e propiciou-se condicbes de
umidificagao (50-70% de umidade relativa). Procedeu-se entdo a introdugao
da mistura gasosa sob pressio positiva e concentragdo de 0,65 KgF/cm? e
600 mg/L, respectivamente. Os tempos de exposigao aplicados foram de
zero (quantidade de material ndo submetido a processo), 30 e 60 minutos.
Ao final do ciclo, foi realizada a redu¢ao da pressao e eliminagido dos gases
através de trés lavagens consecutivas com nitrogénio (OLIVEIRA, 2000).

6.3. Processo de aeragéo

A cada 'ciclo, apdés o término da exposi¢do, aeragao forgada e
abertura do esterilizador, as drogas vegetais foram transferidas para area de
aeragado ambiental. As embalagens forma mantidas hesta sob temperatura
ambiente e aeragéo forgada sob 25 trocas de ar por hora durante periodos
de 1, 3, 7 e 14 dias consecutivos. Apés cada um dos tempos de aerac¢do, foi
tomada uma amostra de cada uma das drogas vegetais para determinagao
de residuos de éxido de etileno e seus derivados.

7. Analise de residuos'de Oxido de Etileno e seus derivados
7.1 Preparo das solugbes padrao

7.1.1. Oxido de etileno
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O padréo estoque utilizado foi fornecido pela Oxiteno do Brasil com teor
de 0,579% (v/v) em agua. Foram preparados padrdes de trabalho,

obtendo-se diluigdes seriadas a partir do padrao estoque.

7.1.2. Etilenoglicol

O Etilenoglicol utilizado como padrao estoque foi reagente padrao
analitico fornecido pela MERCK S.A. Ind. Quim. com 99,5 % de pureza.
Foram preparados padrdes de trabalho, obtendo-se diluicdes seriadas a
partir do padrdo estoque.

7.1.3. Etilenocloroidrina

O Etilenocloroidrina utilizado como padrao estoque foi reagente padrao
analitico fornecido pela FLUKA Prod. GmbH. com 99,9% de pureza.
Foram preparados padrdes de trabalho obtendo-se diluigdes seriadas a
partir do padrao estoque.

7.2. Validagdo do método de extragdo de residuais de éxido de etileno e

seus derivados.

Amostras de 10 gramas exatamente pesadas de cada droga vegetal
foram acondicionadas individuaimente em frasco Schott® de 500 mL de
capacidade. Aliquotas de 1 mL dos padrées de oxido de etileno, etilenoglicol
e etilenocloroidrina nas concentragbes de 1389,60 ppm, 2002,80 ppm e
1882,29 ppm respectivamente, foram adicionadas aos frascos, agitadas em
agitador Vortex por 1 minuto e deixadas em repouso por 6 horas.
Paralelamente, seguindo a mesma metodologia realizou-se extragdes
“branco”, ou seja sem a presenga de 6xido de etileno e seus derivados, para

a verificagao de interferentes inerentes a prdpria amostra vegetal.

O meio de extragdo de residuais de 6xido de etileno adotado foi o
descrito por Marlowe e colaboradores (MARLOWE E COLABORADORES,
1987), empregando como meio extrator a agua destilada. A amostra de 10

gramas de cada droga vegetal previamente pesada foi mantida em contato
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com 90 mL do meio extrator resultando na proporgao 1:10 (m/v). Os frascos
foram agitados por 10 minutos, e permaneceram sob repouso por 36 horas a
temperatura ambiente. Aliquotas de 1mL do meio extrator foram colhidas em
intervalos de 2 horas, sendo*apos cada coleta o mesmo volume reposto em

agua destilada, de forma a respeitar a proporgao meio extrator/amostra.

7.3. Método de detecc¢do de residuos de 6xido de etileno.

Amostras das embalagens representativas de cada uma das trés
réplicas (origens distintas) dos quatro diferentes tipos de drogas vegetais
foram recolhidas e submetidas a analise qualitativa e quantitativa de
residuos do oxido de etileno e de seus derivados, etilenoglicol e

etilenocloridrina, apos intervalos de tempo de aeracao de 1, 3, 7, e 14 dias.

A metodologia de extragao e analise de residuos foi fundamentada
em literaturas existentes (LAO E COLABORADORES, 1995; MARLOWE E
COLABORADORES, 1987, NIESINK E COLABORADORES, 1996).Para a
andlise de residuos de Oxido de etileno e seus derivados utilizou-se o
Cromatografo a gas UNICAN Pré CG® disponivel no laboratério, tendo sido
utilizados os seguintes parametros: t emperaturas de 200°C, 120°C e 220°C
para injetor, coluna e detector respectivamente; 3,5 mL/min de fluxo do gas
de arraste. Os gases utilizados na alimentagdo da chama foram Ar sintético
e Hidrogénio, enquanto como gas de arraste utilizou-se o Hélio, todos grau
FID e fornecidos pela WHITE MARTINS Gases Ind. Os componentes da
amostra foram separados por uma coluna cromatografica RESTEK Rtx®-
200, 30m x 0,32 mmID x 0,50 um df, e reconhecidos por um detector FID
(Flame lonization Detector). Um computador acoplado ao cromatografo
monitorou 0s resultados e registrou em graficos denominados
cromatogramas, em que a abscissa registra 0 tempo de retencéo da amostra
em minutos, enquanto a ordenada registra a resposta do detector em
microvolts (mV). Paralelamente utilizou-se padrées externos de referéncia
(NG, L. 1994) além de curvas de calibragdo para os mesmos.
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Antes do inicio de cada periodo de trabalho foram analisados 3 pontos
da curva de calibragao a fim de verificar variagbes inerentes ao proprio
Cromatografo a gas. Aliquotas de 1 uL de cada amostra coletada foram
introduzidas no injetor com a utilizagdo de microseringas, em triplicatas, e os
resultados registrados em cromatogramas.

8. Analise da eficacia antimjcrobiana do processo

Esta analise foi realizada feita pelo mesmo processo de contagem
microbiana, conforme descrito anteriormente neste mesmo capitulo,
objetivando determinagdo de carga microbiana (UFC/g) e pesquisa quanto a
presenca de Staphylococcus aureus, Salmonella sp, Pseudomonas
aeruginosa Escherichia coli e demais microrganismos do grupo coliforme, e
fungos do género Aspergillus.

9. Anélise de alteragdes dos principios ativos naturais

Para a determinagdo dos principios ativos naturais (antes e apds a
exposicdo ao gas) foram adotados os métodos descritos na United States
Pharmacopéia (USP) XXIV, e em artigos cientificos relacionados.
(SALVADORI E COLABORADORES, 1994). Excluiu-se deste item a
Alcachofra, tendo em vista terem se esgotadas as substancias quimicas de
referéncia, indispensaveis ao estudo, durante tentativas de doseamento dos
marcadores. As dificuldades defrontadas com métodos ndo detalhados e
imprecisos, embora sejam motivagdo adicional, impossibilitam a
continuidade momentanea deste segmento do estudo, pela nao
disponibilidade de material no mercado nacional e impossibilidade de

importagao.

9.1. Camomila

Contetudo de apigenin-7-glucoside:
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Diluigéo do éacido fosférico: 56,0 mL de acido fosforico foram transferidos para
frasco volumétrico de 100 mL contendo aproximadamente 50 mL de agua,

diluiu-se em agua até o volume e misturou-se.

Solugdo A: Uma solugdo 0,005 M de fosfato de potassio monobasico foi

preparada. O pH foi ajustado até 2,55 + 0,05 com acido fosférico.
Solugdo B: Preparou-se a mistura acetonitrila — metanol (65:35)

Fase mével. Usar misturas variaveis da solugdo A e solugdo B conforme

descrito abaixo.

Preparagdo do padrédo:. Dissolveu-se quantidades exata de USP 7-glicosil
apigenina RS e 7-metoxi-curnarina em metanol, quantitativamente foi diluiu-
se com a finalidade de obter uma solugdo contendo 25,0 ug de 7-glicosil

apigenina RS e 10 ug de 7-metoxi-cumarina por mL.

Preparagdo da amostra: Transferiu-se cerca de 1,0 g de camomila,
exatamente pesado, para um frasco acoplado a um condensador de refluxo;
80 mL de metanol foi adicionado e a mistura aquecida sob refluxo por 1
hora. Resfriou-se a temperatura ambiente, filtrou-se em papel de filtro e o
filtrado foi coletado em frasco volumétrico de 100 mL. O frasco coletor foi
enxaguado com 3 mbL de metanol, filtrado e este adicionado ao frasco
volumétrico. Diluiu-se em metanol até o volume e novamente filtrou-se. 25
mL da solugéo filtrada, transferida para um frasco rota-evaporador, 5,0 mL
de solugéo de hidréxido de sddio foi adicionado (preparada dissolvendo 0,4
g do hidroxido de sédio em 5,0 mL de agua). Aqueceu-se a mistura sob
refluxo por 25 minutos. O frasco foi resfriado e o pH da sOIugéo foi ajustado
com &cido cloridrico até 5,0-6,2. A solugao foi quantitativamente transferida
para um baldo volumétrico de 50 mL, diluida com metanol até o volume,
homogeneizada e filtrada, descartando-se os primeiros 10 mL do filtrado.

Sistema cromatografico. Sistema de cromatografia liquida equipada com um
detector de 335 nm e uma coluna octadecilsilano (ODC) com 4 mm x 12,5
cm. A razdo de fluxo foi de cerca de 1 mL por minuto. A variagdo da mistura
entre solugdo A e solugdo B e 26% e permanece no nivel por 3 minutos,
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aumentando linearmente nos proximos 19 minutos, para 85%. Diminuiu
linearmente nos 5 minutos seguintes até 26%, permanecendo neste nivel até
3 minutos antes da proxima injegao. Fez-se os ajustes se necessarios para
obter tempo de retengéo de cerca de 0,63 e 1,0 para 7-glicosil apigenina e 7-
methoxi-cumarin, respectivamente. Injetou-se cerca de 15 pl da solugdo
padrdo e registrou-se os picos de resposta segundo Procedimento abaixo. O

desvio padrdo para réplicas de solugdo ndo excedeu 2,0%.

Procedimento: Separadamente injetou-se em iguais volumes (cerca de 15
ul) de cada solucdo padrao e solugdo teste no Cromatografo, e calcuiou-se
de forma que a amostra nao eluisse em menos de 6 vezes 0 tempo de
retengdo do apigenin-7-glucoside. Registrou-se os cromatogramas, mediu-se
as respostas para todos 0s picos observados no cromatograma da amostra.
Os tempos de retengéo referentes sao cerca de 0,30, 0,47, 0,66, 0,89 e 1,0
para apigenina-7-glucosideo, 7-methoxi-cumarina, apigenina, trans-
spiroether e cis-spiroether réspectivamente. Calculou-se a porcentagem de
7-glicosil apigenina na porcao da camomila segundo a férmula:
12(CW)(rJrs), onde C é a concentragdao, em mg/mL da USP 7-glicosil
apigenina RS do padrdo, W €& o peso em gramas da Camomila na amostra,
fw € s S80 0s picos de resposta obtidos na amostra e no padrdo
respectivamente: nac menos que 0,3% deve ser encontrado. (USP XXV,
2001).

9.2. Ginkgo biloba

Contetido de glicosideos flavondicos:

Solvente de extragdo — 60% (v/v) de solugado de acetona em agua.

Solugdo de acido cloridrico — 10,0 mL de acido cloridrico em frasco

volumeétrico de 50 mL, diluido com agua até o volume.

Fase mével — Mistura de acido citrico (0,6 em 100), acetonitrila e alcool
isopropilico (100:47:5).
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Solugbes padrdo — Dissolveu-se quantidade exata de USP Quercetina RS
em metanol para obter uma solugdo tendo uma quantidade conhecida de
cerca de 0,8 mg/mL (Solugdo padrdo estoque). Transferiu-se para trés
frascos volumétricos de 100 mL, transferiu-se 3,0 mL, 5,0 mL e 10, 0 mL da
solugdo padrao estoque, adicionou-se 10 mL de agua e 30 mL de solugdo de
ac. cloridrico a cada frasco. Os conteldos de cada frasco foram diluidos com
metanol até o volume e misturados obtendo-se solugdes padrées A, B e C
tendo concentragdes conhecidas de 0,024 mg, 0,04 mg e 0,08 mg por mL,

repectivamente.

Solugdo teste: Transferiu-se cerca de 2,5 g de Ginkgo, finamente
pulverizado e exatamente pesado, para um frasco apropriado para
condensador de refluxo. Adicionou-se 50 mL de solvente de extragao, e
aqueceu-se em banho de agua quente, sob refluxo, por 30 minutos. A
solugdo foi resfriada, filtrada e coletada em frasco volumétrico de 100 mL.
Em um segundo momento do residuo do filtro, usando 40 mL de solvente de
extragdo extraiu-se e coletou-se o filtrado no mesmo frasco volumétrico de
100 mL . Diluiu-se o conteiudo do frasco com solvente de extragdo até o
volume, e homogeneizou-se. Evaporou-se 50,0 mL de solugao até secagem
e transferiu-se o residuo paré frasco volumétrico de 50 mL com a adigao de
30 mL de metanol. Adicionou-se 4,4 mL de solugdo de ac. cloridrico, diluiu-
se com agua até volume, misturou-se e centrifugou-se. Transferiu-se 10,0
mL do sobrenadante para um vial de vidro ambar, e fechando-se o vial com
uma rolha seladora e uma capé de aluminio. Aqueceu-se em agua fervente

por 25 minutos, e resfriou-se a temperatura ambiente.

Sistema cromatogréfico. Sistema de cromatografia liquida equipada com um
detector de 370 nm e uma coluna octadecilsilano (ODC) com 4,6 mm x 12,5
cm. A razdo de fluxo & de cerca de 1,5 mL por minuto. A solugio
cromatografica padrao A e registro da resposta dos picos foram conforme
descrito em Procedimento, abaixo, 0 desvio padrao para réplicas de solugao

nao deve ser mais de 2,0%.
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Procedimento: Separadamente injetou-se em iguais volumes (cerca de 10
ulL) de cada solugdo padrao e a solugdo teste no Cromatdgrafo, registrou-se
os cromatogramas, mediu-se as areas das respostas para 0 maior pico e
somou-se as areas de todos 0s maiores picos que sao 0s esperados para
Quercetina, Canferol e Iso-ramnetina no cromatograma da solugéo teste. O
tempo de retengdo relativo dos flavondides glicosilados de interesse s&o
cerca de 1,0 para Quercetina, 1,6 para Canferol e 1,7 para Iso-ramnetina
(Iso-ramnetina algumas vezes coelui com Canferol). Plotou-se as areas de
respostas do maior pico de solugdes padrdo versus concentragdo, em mg
por mL, de USP Quercetina RS e desenhou-se a linha reta mais apropriada
dos trés pontos plotados. A partir dos graficos obtidos, determinou-se a
concentragdo, em mg por mL, de flavondides glicosilados na solugdo teste.
Multiplicou-se os valores obtidos por um fator de massa molecular de 2,514
e calculou-se a porcentagem de flavonédides glicosilados, como 3-0O-(2-O-[6-
O-{p-hydroxi-trans-cinnamoyl}-3-D-glycosyl]-a-L-rhamnosyl)quercetin, com
uma massa molecular de 756,7: ndo menos que 0,8% de flavondides
glicosilados encontrados. (USP XXV, 2001).

9.3. Guarana

Conteudo de cafeina:

-

Tampé&o acetato pH 3,5: Adicionar 6,4 L de acetato de sédio anidro 2 mol/L
em 93,6 mL de acido acético 2 mol/L.

Reagenfe de Carrez 1 — Dissolveu-se 21,9 g de acetato de zinco dihidratado
em agua, adicionou-se 3 mL de acido acético glacial e diluiu-se para 100 mL

com agua.

Reagente de Carrez 2 - Dissolveu-se 10,6 g de ferrocianido de potassio em

agua, completou-se para 100 mL.

Solugéo padrdo de cafeina: 0,1% (p/v) em solugdo 0,4% de hidroxido de

potassio.
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Solugédo teste: O método adotado de extragdo foi descrito por Hatfull e
colaboradores. Para um frasco do 250 mL adicionou-se 0,25 g de guarana
pulverizado e 30 mL de agua. Aqueceu-se a mistura a 80 °C sob de refluxo
por‘ 1 hora. Resfriou-se a temperatura ambiente. Apéds clarificagcao com 0,25
mL.de cada reagente de Carrez (1 e 2), a mistura foi centrifugada a 2500
rom por 15 minutos e o sobrenadante transferido para frasco volumétrico de

100 mL, e completado até o volume com agua.

Sistema cromatografico. Sistema de cromatografia liquida equipada com um
detector de 267 nm e uma coluna octadecilsilano (ODC) com 4 mm x 125
mm. A razao de fluxo foi de cerca de 1 mL por minuto. A coluna foi mantida a

uma temperatura abaixo de 35°C durante toda a analise.

Procedimento: Injetou-se uma aliquota de 10 ulL no sistema de HPLC em
triplicata. (SALVADORI E COLABORADORES, 1994)

9.4 Validag&o de metodologia de analise de determinagao das alteragdes
dos principios ativos naturais por HPLC (Resolugdo ANVS 84/2002)
(BRASIL LEIS E DECRETOS, 2002).

9.4.1. Determinagao da linearidade

A concentragao do marcador foi determinada por uma analise exploratéria
utilizando-se o padrdo analitico especifico, este ponto foi definido como o
teor 100%.

Foram preparadas diluigcbes do padrao segundo a metodolbgia especifica
para cada droga vegetal tendo como base os valores de 70, 85, 100, 115,
130%. (USP XXV, 2001)

Na construgao da curva cada ponto foi injetado no sistema em triplicata. O
coeficiente de correlagao linear (rz) para a reta obtida com estes pontos deve
ser maior ou superior a 0,99. (USP XXV, 2001)
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9.4.2. Determinag¢ao da Exatidao e Precisao

Por se tratarem de drogas vegetais e estas nao possuirem excipientes foram

elaboradas amostras simuladas conforme segue:

Foi realizada uma extragdo da droga vegetal e em baldo volumétrico de 10
mL acrescentou-se 5 mL de extrato e 5 mL da solugdo padrdo previamente
preparada para a realizagdo da determinacdo da linearidade nas
concentragdes de 70% (concentragdo baixa), 100% (concentragdo media) e
130% (concentragdo alta) (Brasil leis e decretos, 2002). Paralelamente foi

preparada uma amostra de 100% de extrato vegetal, utilizada como branco.

Cada ponto foi injetado no sistema em triplicata. O desvio padrao relativo
entre as injegdes deve ser menor que 15% (BRASIL LEIS E DECRETOS,
2002).
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V - RESULTADOS

Observa-se, nas tabelas 01 a 04, informagdes disponibilizadas pelos
fornecedores B e C das drogas vegetais. Apesar das tentativas de contato e
convencimento junto ao fornecedor A, no sentido de preencher a lacuna
observada nestas tabelas, ndo se obteve resposta. Ainda a tabela 05
decorre da forma como os fornecedores disponibilizam os materiais, desta
feita com foco no material de embalagem dos mesmos.

Prosseguindo, observa-se nas tabelas 06 a 09 e figuras 01 a 04
observagdes macroscopicas das distintas drogas vegetais, permitindo facil
comparagdo com a descrigdo apresentada nas Farmacopéias Brasileira 3*
edigdo e XXV edigdo. Na tabela 10, visualiza-se ainda o aspecto de natureza
macroscopica, evidenciando os materiais estranhos de diferentes naturezas
que contaminavam as drogas vegetais, conforme obtidas.

Aspectos microbiologicos, abrangendo validagdes metodoldgicas,
determinagbes quantitativas de bactérias e fungos e qualitativas de
indicadores patogénicos, nas diferentes espécies e origens de drogas
vegetais, s80 apresentados nas tabelas 11 a 31.

Apresentagdo de dados relativos a determinagao de umidade relativa

apresentam-se dispostos nas tabelas 32 a 35.

Na continuidade, tabelas de 36 a 47 apresentam aspectos de
validagdo e resultados obtidos quanto a determinagdo, por cromatografia
gasosa, de Oxido de etileno, etilenoglicol e etilenocloridrina. Também as
figuras 05 a 11, ilustram dados de validagdao e determinagdo de tais

residuos.

Por fim, podemos observar nas tabelas 48 a 50 bem como nas figuras
12 a 14 os resultados referentes as andlises de alteragdes dos principios

ativos naturais das drogas vegetais estudadas.



51

Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminagdo de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etileno

Y

OPEJILISD OU BISUOD OBN ##

so21bojo1qo1di
sajuBUILIEIUOD

# opezijeas OeN _ ap esinbsad
oedeulwejuoossap
aAnoY BN BANOY OEN joedezijuels3
#H oqunyd wa wdd gl ap sousy sopesad siejoy
SOANe
## seplouoAel eled oAAlisod 8)sa ) soidioupnd ap asieuy
ajuasne ‘eyueliss BLIBIBI
%9'E SIDANOSUI SBZUID
%8'L | Sielo} sezui) apepuaul
## %G'C |l apepiwn @ ezaind ap saysal
e01doas0oJojW 8
BOlISLIB}ORIED) BONS1I8)0BIEY)D) ooey oedeolijuap]
SO0Ns}JoY0RIED seondajouebio

soonsuaiorIe) JOPO 8 Joges ‘BpeapJassa oedelo|o) sesljsusjoeIe)
20/200 16/20QTV 9j07
jiselg yseig wabup
2 ens3 wabeoas opop
L00Z/Z0 1002/80 Blayjod
$002/20 £002/80 apepieA
Byjo4 eyjo4 epezi|yn ayed
#H "7 SNWII03S BIBUAD : asijgue ap eolURIOq "JUIP)
SNwijoos eseuld "7 SNwWijoos BJeufd OpnNE| 0 NOYUIWEDUS OBU JOPIO3UIOH OD11JU3ID SWON

o) g

Jjopajsaulo4

' 9g 'y selopadauio

sojad sopeiAud (" snwijoas eieuls) eijo0yoed|y ap 9SIjEUR 3P SOPEIIJIISD SOU SIJUBISUOCD SeIISIIBIORIBY L0 Bjoqel



52

Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminag&o de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etileno

OpEDIILISD OU BISUCD OBN ##

‘soo1bojoiqosoi
S9JUBLIWEIUOD

#4 opezijeas OBN ap esinbsayg
oedeulwejuoosap
aAnoYy OBN 8ANOY OBN jogdezijisysy
#it oqunyd wa wdd ol ap sousy sopesad siejopn
%39'L IN2|OA 08|0 8p JO9 | soAle
#H saplouoaey) eled oaAisod 91531 soidiouud ap asijpuy
8JUSSNE 'BUUBLS3 BLIgJE
%%S 0 SISANjOsUI Sezul)
%%Z'8 S1ej0) sezul) apepuaju|
H#H %0'0l spepiwn @ ezasnd ap s9)S9|
eoidoasotoiw
soolsIRPRIED sooNSLIBORIRY) oJoepy opdesynuap)
SOON}S1J810BJBI SODIIEWO.. J0p0 3 JOGeS seondgjouebio
soolsLIeORIRY ‘epe|alewe ‘einoss epled oedelo|o) seonsuajoele)
Z0/200 10/L04WYD 9j01
lisesg op NS liselg wabug
. ## BJQUIOS wabeoas opop
1002/50 1002/80 Bjlayjod
£002/50 #002/80 apepljeA
Jol4 1014 BpEZIjijn ajred
H J ejgnoal euedujep asijeue ap opne| BoIURIOq JUdP|
= eji3nool eueouiep q ejnoal euedLiel| 0 NOYUILLIEDUS OBU JOPaosuUL0] 021 1JUBID SWON
0 g A"/
dopdadaulo4

‘D9 g 'y salopadsulioy

sojad sopeiAua (*] el13Noas BlIRILIR) BjIWOWE ) 8P S|[BUR 9p SOpPNE| SOU S3jUBISUOD SBOIIISIIajoRIRY (70 Bjoqel



53

Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminagdo de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etileno

OpEDIILIAD OU B)SUOD OBN ##

$02160]01G0IoIW
sojuRUILIRIUOD

#H opezijea: OBN ap esinbsay
opdeulwejuoossap
8ANoOY OBN 8ANOY OBN joedezyusisy
#H# oqunyd wa wdd Q| ap sousy sopesad siejop
SOAlR
## %9'0 SOOUQARY S0BPISOoL|D ap Joa ) soidiouud ap asijeuy
%0} -eyuelisa U
%%E" | SleAnjosul sezul)
%/, '8 SIel0} sezuiy apepuajul
4 %1°/ epeplun @ ezaind ap s3)s9)
eoidoosoionu 9@
soonsBRIR) soonsiiajoeRIR) ouoepy oedesynuap|
SO0NS1JeoBIED JOPO seandejouebio

soofislaeien) 9 10Qes ‘opesaplaass op.ed oedelo|o) seoljsusjoeie)
_ ¢0/200 LO/EOMNIO 8307
BUIYD ByUBWS|Y wabuo
i Bjnisg wobeoas opoy
. 0002/40 1002/40 eyayjod
¢002/.0 £002/.0 apeplieA
eyjo4 ey|o4 epezijin aped
i  eqojq oByuIH eojug}oq ‘Jusp|

_ osijeue ap
1 eqoyiq obyuio = 2qoyq obxyuIe opnE| © NOYUILWEDUS OBU JOP8oaLLI0 O2113UB1D SWON

o) g \'4
Jjopadsaulo4

"5 8 g ‘Y S810padauioy

“sojed sopelaua ("] eqojiq obyuI9) eqojiq obyuUIS 8p 9SIBUER 8P SOPNE| SOU S3JUBRISUOD SBIIISIId)ORIRY (€0 Bl3qe]



54

Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminagédo de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etileno

OPEO1i}JOD OU BISUOD OBN ##

s021boj01qoIoI
SajUBUIWIRILOD

i opezijes) oeN ap esinbsad
opdeuiwejuoosap
BANOH OBN 8AnoOY CBN Jjoedeziuajsy
# oquny) ap wdd g| ep sousiy sopesad siejop
%8'E BuI8)ED 8p JOB] SOAle
#Ht sopiojeoje eled oajisod 8188 soidisuud ap asljeuy
ajuasne 'BUueiSa eldley
% 0 SIBANOSUl SBZUID
%Q°} sieio} sezuld apepubajul
#H %B'L1 apepiwn 9 ezaund ap sajsay
eo1doosoloiw 9
oolsuaRIE) soonseRIR) osoep opdesynuap|
"S021}S118}0BIED JOPO seondajouebio
oonslsloeIR) 8 Joges ‘opeyjsuLiaae opled oedeiojo) seofsus)oRIR)
L0/9%} L0/S0YVYNO 8307
jIselg nse.g wabup
## ojuswidenbe wWoo ouIoH wabeosas opoy
1002720 1002/S0 elayjod
£00¢/20 ¥002/G0 speplieA
AuaWasg sjusWes epezijyn aped
#H 'g'H euedno euned eoluejoqg Juapy
asijeue ap

euedno eluned 'g'H evedno eluned OpnEj 0 NOYUIWEJUS OBU JOPa0aUI0 02113UaLd BWON

o) = |

10pPd2duULI04

‘09 g ‘Y S210padauIo

sojad sopejAud ("y'g'H euednd ejujjned) Buesenc) ap 9Si|BUB 8p SOPNE| SOU SSJUBISUOD SBIISLIIORIRYD H( Bjage]



55

Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminagdo de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etileno

Tabela 05: Descrigdo do material de embalagem das amostras

conforme recebidas dos fornecedores A, B, C

Fornecedor

Alcachofra
(Cynara
scolimus L.)

Camomila
(Maticaria
recutita L.)

-

Ginkgo biloba
(Ginkgo biloba
L.)

Guarana
(Paullinia
cupana H.B.K.)

>

Embalagem de
polietileno
envolta em um
saco de rafia.

Embalagem de
polietileno
envolta em um
saco de rafia.

Embalagem de
polietileno
envolta em um
saco de rafia.

Embalagem de
polietileno
envolta em um
saco de rafia.

Embalagem de
polietileno
envolta em um
saco de rafia.

Embalagem de
polietileno
envolta em um
saco de rafia.

Embalagem de
polietileno
envolta em um
saco de rafia.

Embalagem de
polietileno
envolta em um
saco de rafia.

Embalagem de
polietileno
envolta em um
saco de rafia.

Embalagem de
polietileno
envolta em um
saco de rafia.

Embalagem de
polietileno
envolta em um
saco de rafia.

Embalagem de
rafia.




56
Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminagdo de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etileno

Tabela 06: Descrigdo macroscopica das amostras de alcachofra

(Cynara scolimus L.) no material conforme recebido dos fornecedores

A, BeC.
Conforme. Fornecedores
Farmacopéia
Brasileira 3° ed.
A B Cc
Folha cujo Folhas secas Folhas secas Folhas secas

tamanho atinge inteirigas, com fragmentadas em fragmentadas em
mais de 1 mde  comprimentode cercade 0,3cm. cercade 1cm.

comprimento, cerca de um Coloragao verde Coloragao verde
pina partida, com metro com escuro e folha e algumas
segmentos espinhos curtos  algumas partes  partes com
irregularmente e contorno com aparéncia aparéncia
partidos, de irregular. veludosa e veludosa e
contorno geral Coloragao verde esbranqui¢ada. esbranquigada
lanceolado; a escuro

pagina superior &€ acinzentado, um

verde escuraea pouco mais claro

inferior, veludosa na base que

e esbranquigada. apresenta-se
veludosa e

esbranquigada
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Tabela 07: Descrigao macroscopica das amostras de camomila

(Matricaria recutita L.) no material conforme recebido dos fornecedores

A,BeC.
Conforme USP o
XXV Fornecedores
A B C
Cabega da flor Flores secas Flores secas com Flores secas com
hemisférica, com com cabega cabega cabega

cerca de 6 mm de hemisférica de hemisférica de Hemisférica de

diametro, cercade5mm cercade 5 mm cerca de 5 mm
composta de de diametro, de diametro, com de diametro, com
pequenas e com invélucro invélucro verde, invélucro verde,
nuMerosos verde, numerosas pétalas amarelas
discos florais, numerosas pétalas amarelas claras. Peciolos

envolta por um pétalas amarelas claras. Peciolos florais de em
receptaculo claras. Peciolos florais de em média 1,8 cm.
verde. As pétalas florais de em média 1,0 cm.

sdo amarelas, de meédia 1,0 cm.

cerca de 2mm de

comprimento.
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Tabela 08: Descrigdo macroscopica das amostras de ginkgo biloba

(Ginkgo biloba L.) no material conforme recebido dos fornecedores A,

B e C.
Conforme USP ‘
Fornecedores
XXV
A B C
Folhas com ou Folhas secas Folhas secas Folhas secas
sem Peciolos, inteiras ou inteiras ou inteiras ou
variando de levemente levemente levemente
coloragdo verde fragmentadas, fragmentadas, de fragmentadas, de
kaki a marrom de coloragéo coloragao coloragao
esverdeado. A verde kaki e marrom marrom
largura das folhas dimensdes esverdeado e esverdeado e
variamde 2 a 12 médias de 8 cm dimensdes dimensodes

cm e a altura de 2
a9,5cm,
freqientemente
1,5 a2 vezes
mais largo que
longo. Margens
sdo concavas,
sinuosas e
truncadas
centralmente. O
Tamanho do
Peciolo varia de 2
ag8cm.

de comprimento
e 5cmde
largura.

A margem da
folha € concava
truncada no
centro.
Presenga de
Peciolo de cerca
de 6 cm.

médias de 9 cm
de comprimento
e 6 cmde
largura.

A margem da
folha é céncava
truncada no
centro.

Presenca de
Peciolo de cerca
de 5cm.

médias de 8 cm
de comprimento
eS5cmde
largura.

A margem da
folha é céncava
truncada no
centro.

Presenca de
Peciolo de cerca
de 5 cm.
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Tabela 09: Descrigdo macroscoépica das amostras de guarana

(Paullinia cupana H.B.K.) no material conforme recebido dos

fornecedores A, B e C.

Conforme. Fornecedores
Farmacopéia

Brasileira 3? ed.

A B C
Frutos com o Frutos de Frutos de Frutos de
comprimento de  capsula com capsula de em capsula com
0,6 20,8 cm. Sao tamanhos média 1 cm de tamanhos
pequenas irregulares comprimento irrequlares

capsulas com
peddnculo longo.
Esferoidais
quando ha uma
semente apenas.

O manto seminar

a reveste quase

totalmente Este é

o0 arilo, que &
branco, tornando
o fruto parecido
com uma
castanha. Tem o
peso médio de
0,5¢.

variando de 0,2
cma 0,8cmde
comprimento
alguns
esferoidais,
outros nao.
Presencga de
manto seminal
revestindo parte
da capsula.

Em alguns
observou-se
internamente a
formagéao de
mais de um
fruto.

Peso médio de
amostragem de
20 sementes é
0,57 g.

alguns
esferoidais,
outros nao.
Presenca de
manto seminal
revestindo parte
da capsula.
Em alguns
observou-se
internamente a
formagao de

mais-de um fruto.

Peso médio de

~amostragem de

20 sementes é
0,70 g.

variando de 0,2
cma 0,8cmde
comprimento
alguns
esferoidais,
outros nao.
Presencga de
manto seminal
revestindo parte
da capsula.

Em alguns
observou-se
internamente a
formagao de
mais de um fruto.

Peso médio de

amostragem de
20 sementes é

0,62 g.
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Tabela 10: Descricao de material estranho encontrados nas amostras
de drogas vegetais recebidas dos fornecedores A, B, C

Alcachofra Camomila Ginkgo biloba Guarana
Fornecedor  r hara (Maticaria (Ginkgo (Paullinia
scolimus L.) recutital.) biloba L.) cupana
H.B.K.)

A Auséncia de Auséncia de Cascas citricas Auséncia de
materiais materiais e material materiais
estranhos estranhos mineral estranhos

(pedras).

B Auséncia de Auséncia de Material Material animal
materiais materiais mineral (insetos)
estranhos estranhos (pedras)

c Auséncia de Auséncia de Auséncia de Auséncia de
materiais materiais materiais materiais
estranhos estranhos estranhos estranhos
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Tabela 11: Dados obtidos na validagdao da metodologia de contagem de
microrganismos, com indculo interno, referente a Alcachofra (Cynara
scolimus L.), proveniente do fornecedor B, com biocarga original de
5,1x10° UFC/g.

Inéculo Interno In6culo Padronizado* Contagem total
recuperada*
Escherichia coli 6,8x10° 2,2x107
Pseudomonas aeruginosa 1,7x10° 1,7x107
Salmonella sp. 4,7x10° 2,2x107
Staphylococcus aureus 3,3x10° 3,1x107

(*) Média dos resultados obtidos apartir de trés replicas

Tabela 12: Dados obtidos na validagdao da metodologia de contagem de
microrganismos, com inéculo interno, referente a Camomila (Matricaria

recutita L.), proveniente do fornecedor B, com biocarga original de

7,2x10* UFCIg.
Inéculo Interno Inéculo Padronizado* Contagem total
recuperada*
Escherichia coli 6,8x10° 2,4x10°
Pseudomonas aeruginosa 1,7x10° 3,7x10*
Salmonella sp. 4,7x10° 2,3x10°
Staphylococcus aureus 3,3x10° 1,0x10°

(*) Média dos resultados obtidos apartir de trés réplicas
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Tabela 13: Dados obtidos na valida¢do técnica da metodologia de
contagem de microrganismos, com inéculo interno, referente ao
Ginkgo biloba (Ginkgo biloba L.), proveniente do fornecedor B, com
biocarga original de 5,4x10° UFC/g.

Inéculo Interno Inéculo Padronizado* Contagem total
‘ recuperada*
Escherichia coli 6,8x10° 1,6x10°
Pseudomonas aeruginosa : 1,7x10° 3,6x10*
Salmonella sp. 4 7x10° 5,9x10*
Staphylococcus aureus | 3,3x10° 7.8x10*

(*) Média dos resultados obtidos apartir de trés réplicas

Tabela 14: Dados obtidos na validagdo técnica da metodologia de
contagem de microrganismos, com in6culo interno, referente ao
Guarana (Paullinia cupana H.B.K.), proveniente do fornecedor B, com
biocarga original de 4,5x10* UFC/g.

Inéculo Interno Inéculo Padronizado* Contagem total
recuperada*
Escherichia coli 6,8x10° 2.9x10°
Pseudomonas aeruginosa 1,7x10° 1,3x10°
Salmonella sp. 4,7x10° 6,6x10*
Staphylococcus aureus 3,3x10° 8,9x10*

(*) Média dos resultados obtidos apartir de trés réplicas
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Tabela 15: Dados obtidos na validagao técnica da metodologia de
contagem de microrganismos, com inéculo interno de 6,1 x 10% UFC/g
de Aspergillus flavus, nas drogas vegetais provenientes do
fornecedor B.

Droga vegetal Biocarga original Contagem total
recuperada*

Alcachofra (Cynara 5,3x10° 6,5x10°
scolymus L.)
Camomila (Matricaria 4,5x10° 1,2x10°
recutita L.)
Ginkgo biloba (Ginkgo 5,8x10? 9,8x10°
biloba L.)
Guarana (Paullinia 5,8x10° 4,6x10*

cupana H.B.K.)

(*) Média dos resultados obtidos apartir de trés réplicas
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Tabela 16 — Resultados obtidos na determinagdo de contaminagao
bacteriana*, expressa como unidades formadoras de colénias (UFC),
em drogas vegetais obtidas de trés fornecedores (A, B, e C), ndo
submetidos a processos de descontaminagao.

Droga vegetal Fornecedor Fornecedor Fornecedor
A B C
Alcachofra (Cynara scolymus L.) 7,8x10’ 5,1x10° 5,1x10°
Camonmila (Matricaria recutita L.) 4,8x10* 7.2x10* 3,8x10*
Ginkgo biloba (Ginkgo biloba L.) 1,0 x10* 5,4x10° 1,0x10*
Guarana (Paullinia cupana H.B.K.) 5,9x10° 4,5x10* 7.8x10°

(*) Média dos resultados obtidos a partir de trés replicas

Tabela 17 - Resultados obtidos na determinagido de contaminagao
fungica*, expressa como unidades formadoras de coldnias (UFC), em
drogas vegetais obtidas de trés fornecedores (A, B, e C), ndo

submetidos a processos de descontaminagao.

Droga vegetal Fornecedor Fornecedor Fornecedor
A B Cc
Alcachofra (Cynara scolymus L.) 7,0x102 5,3x10° 2,7x10?
Camomila (Matricaria recutita L.) 3,9x10° 4,5x10? 4,3x10*
Ginkgo biloba (Ginkgo biloba L.) 4,4x10° 5,8x10? 1,2x10°
Guarana (Paullinia cupana H.B.K.) 2,3x10* 5,9x10° 2,1x10°

(*) Média dos resultados obtidos a partir de trés réplicas
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Tabela 22 ~ Resultados obtidos na determinacdo de contaminagdo
bacteriana*, expressa como unidades formadoras de colénias (UFC),
em drogas vegetais obtidas de trés fornecedores (A, B, e C),
submetidos a processo de descontaminagao por 6xido de etileno.

Tempo de exposigdao de 30 minutos.

Droga vegetal | Fornecedor Fornecedor Fornecedor
A B ‘ c
Alcachofra (Cynara scolymus L.) 8,0x1 O.3 1,2x10? 1,0x10°
Camonmila (Matricaria recutita L.) 5,6x102 4,8x10? <10
Ginkgo biloba (Ginkgo biloba L.) 3,7x10? 1,0x10? 1,0x10?
Guarana (Paullinia cupana H.B.K) 7,5x102 <10 5,0x10

(*) Média dos resultados obtidos a partir de trés réplicas

Tabela 23 - Resultados obtidos na determina¢do de contaminagdo
fungica*, expressa como unidades formadoras de coldénias (UFC), em
drogas vegetais obtidas de trés fornecedores (A, B, e C), submetidos a
processo de descontaminagdo po 6xido de etileno. Tempo de
exposi¢cdao de 30 minutos.

Droga vegetal Fornecedor Fornecedor Fornecedor
A B Cc
Alcachofra (Cynara scolymus L.) 3,5x10? 3,6x10° 2,8x10?
Camomila (Matricaria recutita L.) <10 <10 <10
Ginkgo biloba (Ginkgo biloba L.) 1,2x10% <10 <10
Guarana (Paullinia cupana H.B.K.) 3,4x10? 1,2x10 7,8x10?

(*) Média dos resultados obtidos a partir de trés réplicas
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Tabela 26: Resultados obtidos na identificagdao de contaminantes

microbianos isolados em drogas vegetais obtidas de trés fornecedores

(A, B e C) submetidos a processo de descontaminagéio por 6xido de

etileno com tempo de exposigao de 30 minutos.

Resultados
. Meios de Amostra
Pesquisa de Diferenciagdo Fornecedores Controle (+)
A/B/C '

E. coli Mac Conckey 1)) (+)

o 5 P.aeruginosa Cetrimida OYEONIC (+)

‘s § @ Salmonella sp Verde Brilhante QIACYAQ! (+)

S S E Sulfito de Bismuto 1) (+)

302 Xilose, Lisina e CYEONC! (+)
< 3 Desoxicolato

S.aureus Vogel Jonhson () ()] () (+)

E. coli Mac Conckey 1)) (+)

og~P aeruginosa  Cetrimida ()11 E) (+)

ESw Salmonella sp Verde Brllhgnte OYEQYAC) (+)

(E) S :§ Sulfito de Bismuto Y1) (+)

323 Xilose, Lisina e OYAONAQ] (+)
— s : Desoxicolato

S.aureus Vogel Jonhson (1)) (+)

m E. coli Mac Conckey OYAOYAQ) (+)

S ___ P.aeruginosa Cetrimida (1)) (+)

e §,-—| Salmonella sp Verde Brilhante ()1 ()1() (+)

o€ Q8 Sulfito de Bismuto (1) () (+)

20 = Xilose, Lisina e () ()7 () (+)
o) Desoxicolato

S.aureus Vogel Jonhson ()1 (9)1() (+)

—~ E. coli Mac Conckey OIAQYAQ. (+)

. ¥ P aeruginosa Cetrimida OAOYED) (+)

c g g Salmonella sp Verde Brilhante ()1 C) ) (+)

5> o Sulfito de Bismuto 1) (+)

ol § Xilose, Lisina e (1)) (+)
e Desoxicolato

© S.aureus Vogel Jonhson ()1 ()1 () (+)
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Tabela 27 — Resultados obtidos na determinagédo de contaminagédo
bacteriana*, expressa como unidades formadoras de coldénias (UFC),
em drogas vegetais obtidas de trés fornecedores (A, B, e C),
submetidos a processo de descontaminagao por 6xido de etileno.
Tempo de exposi¢gdao de 60 minutos.

Droga vegetal Fornecedor Fornecedor Fornecedor
A B (o
Alcachofra (Cynara scolymus L.) <10 <10 <10
Camonmila (Matricaria recutita L.) <10 <10 . <10
Ginkgo biloba (Ginkgo biloba L.) <10 <10 <10
Guarana (Paullinia cupana H.B.K.) = <10 <10 <10

(*) Média dos resultados obtidos a partir de trés réplicas

Tabela 28 - Resultados obtidos na determinagao de contaminagao
fungica*, expressa como unidades formadoras de coldnias (UFC), em
drogas vegetais obtidas de trés fornecedores (A, B, e C), submetidos a
processo de descontaminagdo po 6xido de etileno. Tempo de
exposi¢do de 60 minutos.

Droga vegetal Fornecedor Fornecedor Fornecedor
A B Cc
Alcachofra (Cynara scolymus L.) <10 <10 <10
Camomila (Matricaria recutita L.) <10 <10 <10
Ginkgo biloba (Ginkgo biloba L..) <10 <10 <10
Guarana (Paullinia cupana H.B.K.) <10 <10 <10

(*) Média dos resultados obtidos a partir de trés réplicas
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Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminag8o de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etileno

Tabela 31: Resultados obtidos na identificagdo de contaminantes

microbianos isolados em drogas vegetais obtidas de trés fornecedores

(A, B e C) submetidos a processo de descontaminagio por éxido de

etileno com tempo de exposigéo de 60 minutos.

Resultados
. Meios de Amostra
Pesquisa de Diferenciagao Fornecedores Con+trole

A/BIC (*)

E. coli - Mac Conckey OYEOYED) (+)

® ~5 P.aeruginosa Cetrimida (<Y1 (1) (+)

S ‘g @ Salmonella sp Verde Brilhante (1)) (+)

G S E Sulfito de Bismuto ()1 () (+)

RIS Xilose, Lisina e SYASYAS) (+)
< 8 Desoxicolato

S.aureus Vogel Jonhson ()1 (/1) (+)

E. coli Mac Conckey OFEOVED) (+)

« . — P.aeruginosa Cetrimida (-)7(¢-)1() (+)

= § = Salmonella sp Verde Brilhante ()1 ()1 () (+)

g = I‘g Sulfito de Bismuto ()11 () (+)

@ ‘3" 3 Xilose, Lisina e CYAGKAC) (+)

oS e Desoxicolato )

S.aureus Vogel Jonhson (<) ()1 () (+)

o © E. coli Mac Conckey 1)) (+)

2 ‘8 P.aeruginosa Cetrimida 1)) (+)

5 & _ Salmonella sp Verde Brilhante 1¢)1 () (+)

o9 Sulfito de Bismuto YOS (+)

g’_g Xilose, Lisina e )1 ()1 () (+)
0O Desoxicolato

~  S.aureus Vogel Jonhson (-)/ () (-) (+)

—~ E. coli Mac Conckey (1)) (+)

< © X P aeruginosa Cetrimida ()1 ()1 () (+)

c § g Salmonella sp Verde Brilhante ()1 ()1 () (+)

&S © Sulfito de Bismuto (1 (¢-)1(-) (+)

8 L S Xilose, Lisina e OVEOYED) (+)
e Desoxicolato

O S.aureus Vogel Jonhson )/ () () (+)
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Tabela 32 — Resultados obtidos na determinacao de Umidade Relativa
nas Drogas Vegetais antes do processo de Pré - umidificagdo segundo
especificagdes da Farmacopéia Brasileira 4° edigao*.

Droga vegetal Fornecedor Fornecedor Fornecedor
A B o
Alcachofra (Cynara scolymus L.) 12,345% 13,397% 6,042%
Camomila (Matricaria recutita L.) 9,875% 10,068% = 10,328%
Ginkgo biloba (Ginkgo biloba L.) 10,180% 10,020% 9,945%

Guarana (Paullinia cupana H.B.K.) 10,072% 11,782% 10,909%
(*) 105°C/ 5 horas

Tabela 33 — Resultados obtidos na determinagao de Umidade Relativa
nas Drogas Vegetais apos o processo de Pré — umidificagio (30°C / 50-
70% UR / 48 horas) segundo especificagoes da Farmacopéia Brasileira

4? edigdo*.
Droga vegetal Fornecedor Fornecedor Fornecedor
A B o
Aléachofra (Cynara scolymus L.) 15,780% 17,524% 14,632%
Camomila (Matricaria recutita L.) 13,651% 12,635% 12,365%
Ginkgo biloba (Ginkgo biloba L.) 12,631% 11,235% 13,265%

Guarana (Paullinia cupana H.B.K.) 13,258% 13,102% 12,923%
(*) 105°C/ 5 horas
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Tabela 34 — Resultados obtidos na determinagéo de Umidade Relativa

nas Drogas Vegetais ap6s processo de descontaminagao de por 6xido

de etileno, ciclo de 30 minutos de exposi¢ao, segundo especificagdes
da Farmacopéia Brasileira 4° edigao*.

Droga vegetal Fornecedor Fornecedor Fornecedor
A B C
Alcachofra (Cynara scolymus L.) 11,678% 12,002% - 5,998%
Camomila (Matricaria recutita L.) 8,997% 11,003% 9,002%
Ginkgo biloba (Ginkgo biloba L.) 9,883% 8,121% 10,003%
Guarana (Paullinia cupana H.B.K.) 9,236% 10,001% 9,053%

(*) 105°C/ 5 horas

Tabela 35 — Resultados obtidos na determinacao de Umidade Relativa

nas Drogas Vegetais apés processo de descontaminagado de por 6xido

de etileno, ciclo de 60 minutos de exposigao, segundo especificagdes
da Farmacopéia Brasileira 4 edigao*.

Droga vegetal Fornecedor Fornecedor Fornecedor
A B Cc
Alcachofra (Cynara scolymus L.) 12,553% 13,852% 10,993%
Camomila (Matricaria recutita L.) 10,980% 10,873% 11,623%
Ginkgo biloba (Ginkgo biloba L.) 10,005% 9,993% 12,373%

Guarana (Paullinia cupana H.B.K.))  11,053% 12,003% 10,879%
(*) 105°C/ 5 horas




79

oeyjiw Jod saped = wdd eutIpuooous|ig = 1013

ogdusjes op odwe = |y ‘ looljBousii3 = 1913 ous|i® ap opIXQ) = 03
000 00'0 00'0 88'8E} 14222 ¥8' Ly 00'68 vv'6. 20've- o€
000 00'0 000 G6'G9} Zr'ose IE'0F ze'ovl 65'11T 20've- ve
000 00°'0 000 (X Ad! 1£'082 €0'9€ LL'opL SZ'vS 6122 Ze
000 000 00'0 GL'OvL ¥8'95¢ 16'6Z 6S'¥¥ 8.'LE} 20'LZ 0g
000 000 08'sy 00'6Z}) Ov'ere 0922 G.'%01L 25'861 0v'69 4
000 00'0 89'02 0£'201 ov'vee 012 05'€S 8E'GLL zlLp T4
00'0 GE'VL ~ B9'ET 1004 00'0€2 12'22 192y GE'P0E 06'GY vz
Ly'€TL 00'90L Sl'ly v.'9L1L 06'90Z ov'vZ L2'ore X 4%> GL'zs (44
85211 L8'VEL 20'se ev'cll L¥'sS2 12’61 00'LET Ze'06¢€ vZ'vb 0z
vL've 99'0p zs'sy £2'004 L£'0ET GE'LL YT 16'0.Z /809 8l
G9'vZl 000 8E'v9 €L'6/ oz'she ov'/. 8€'¥0T 61211 'L/ ol
S6'€S 6L'L ov's8 18'v6 G6'SLe 060} Gl'8yl 14 WAY4 9€'96 vl
98'LE £6'7ET 8.'68 gb'LEL ¥9'642 ¥'e ze'eol 1S'vSY vZ'c6 14!
10'69 09'sEl ¥9'88 82801 £e'stl el'y 6e'cLL €6'€5C 1626 01
98'c. £6'G8 Zr'e8 86'29 068'0LL oL's ¥8' Lyl £8'961 25'96 8
/8'09 v6'8vl 08'6 8y'cl . 18'Z04 89'S GE'p. 62'lST Br'SlL 9
000 8.'c6 0S'cy 00'0 Ly'0S €E'C 000 9Z'virl £8'Gh 14
1€'6E 000 06'.€ 000 86'8 00'0 LE'6E £9'81 06'L€ 4
1913 10 08 ooMiTiw  cosield  00Flold  osLlolM  O0SielM  o0Sieid  (sesou)
(wdd) () - (v) (8) _(wdd) ogdesusouog v {uicc] ogdenuoiod T odue
jeIouaalp op epeinojes ogdesjuasuo) (zujew) sesysowy (1933 8p ocual

3 D13 ‘013 8p opdipe+zuep)essowy

Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminagdo de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etileno

(1 snwyjoos eseuhn) eijoyoed|Y 9p SBIJSOWE W3 BULPLIOJOOUI|R
a [0o11Bous)|s ‘ous)ile ap OPIXO ap OrSeIIXD Bp OPOIW OP ORSepIjeA B S3)uala}al SOPRYNSaY:9¢ Blaqe ]



80

oeyw Jod seped = wdd BUIPLOOOUSINT = 1013
opdusyal op odws} = 1Y joolibous|i3 = 1913 ous|i}d 8p opIxQ = 0i3
zl'l 00'0 00'0 ¥5'95 6£'€82 99'285 9zZ'v9 L¥'0Zh 29'6Sy 9¢
yZ've 00'0 00°0 12'0S 61112 €6'20/ G6'v8 8Z'EEl £Z'y¥s ve
ZE'LL 000 000 ¥9'0. 20'2ve Lp'Z09 16'L8 /8'Cel 65'06S 43
00‘2 00'0 00'0 LE'LL 1£'222 80'8.4S 1£'8L 65’8zt 18265 0g
9e'L 00'0 000 Zr'9s op'vT €L'LLS 6.'€9 £0'651 €2'695 82
00'0 00'0 000 z6'LZ) £2'982 05'28s 68811 G9'/91 8.'8.S 14
9'9l 00'0 9/'6l or's6 ¥€'6ET 8e'88y 0L'ShL 60'¥0Z 1'80S ve
§9'ZZ 000 82'69 z8'z6 G6'002 £0'80F or'sil ov'Le Ve LLY 44
00'0 ev'9 00'0 0L'9L z8'8ll 14 K444 (IR44 GZ's8l ¥S'0Zh 0z
G9'61 000 00'0 4514 vl L6l LL'VES 1189 96'v61 0L'Ery 8l
00'0 £G4 09'op 0'L.L 10012 ¥9'S0F zz'0- 19'21Z vZ'eSy ol
000 0l'sz 000 89'se - 6E'8YL 29'.0¥ o'yl 60'vLL ¥Z'00¥ i
0z'ze ¥Z'8E 69’y Al 0Z'88 \Z'Lov 09'9¢ er'oZt 06'60¥ 4!
000 8¥'e Lv'09 80'6€ 10'SS ¥6'G62 00'0 6v'8/ L p'9GE ]!
000 Zr'e ze'ss 98'G9 6512 €£'9ET 000 10'se G9'vZe 8
Ep'oe 0yl Gl1'68 €.'0 €6'L) 91'seT JAWA> €z'ze ZEVLE 9
00‘0 20'0¥ 26'96 000 8501 LE'681 000 S90S €2'98C 14
000 00'0 000 00'0 00‘0 SZ'6vi 00'0 00'0 96°.L¢€ Z
1943 1043 o3 om_wWE 00Soly  0OMelM  0Ssioly | o0sielt  00iaLy hmm%ww
() o1 pseausouoo (otonioo) obrpod wos sensouy 1012 Tona o wes sesgowy P oL

Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminagdo de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etileno

(1 e3nnoas eeoiyew) ejiwowe) 9p SEIISOWE WS BULIPIIO|I0US|}D
a jo21j60ud)}a ‘Ous|d ap OPIXO ap oeSelIXe 8p OPO}3W Op OBIBPI|BA B S2)Ud1ajd] SOPEIINS3Y : /¢ BlaqeL



81

oey|iw Jod ssued = wdd BUlIpUOPOUl|T = |13

ogdusjal op odws) = 1 Y jooyBousi3 = {913 oua|i}® 3p opixQ = 03
95'¥S 09'96 ¥€'60} 000 669 000 95'yS 65'191 vE'601 9e
2e'05 66'CP 88'oy 000 05'/8 00'0 ze'05 8v'0E1 88'ov ve
68'LY 000 9z'62 00'0 26'901 000 68'LY ¥8'05 oz'62 ze
18'98 00'0 gL'l 00'0 G5'oz) 00'0 18'98 'V gL'/l 0g
08'6€ 80Pl  ez'sy 000 68'8LL 000 08'6E 86'C€1 £Z'sy 82
6C'LE €G'e £8°2S 000 80°/2L 00'0 6C'LE 19'0E) €82S o
12'09  60'9ZL ¥5'8S 00'0 LS'cll 00°'0 12'09 09'6€2 ¥G'8S vZ
6v'9 000 vl'l 00'0 ZE'Y0L 00'0 6v'9 6182 vL'L (44
12'ee 15851 68'6y 00'0 88'GlL1 000 12'€ 6E'P.LT 68'6Y 0z
687 G9'/61 S.'%e 000 ve'eLl 00'0 68'v2C 86'0.2 SL'PT 8L
16'LY 20'221 £eey 00'0 0c'6. 00'0 16'LY 92'90¢ ee'zy 9l
LE'€0L G2'022 26'0¢ 000 Ge'9l 00'0 LE'€0L 01'262 Z5'0¢ bl
96'68 10'00} 8L'ce 000 Z8'€9 00'0 96'68 y8'col 8L'ce 45
¥0'L2g ZL'ssl 20'Le 000 v1'ss 000 ¥0'LZ oz'eLe Z0'Le 0l
00'0 oe'ze or'ol 000 £8'61 000 A4 [ AXA4 oyl 8
19'1 86'G8 (284> 00'0 LE'S 00'0 19'1 62'68 v.'ve 9
000 vi'S. ZL've 000 4:X4 000 00'0 92'8. ZL've 14
000 Ov'¥S 19'0v 00'0 00‘0 00'0 00'0 Ov'yS 19'0p Z
103 1933 o om_mWE oo_mowwpm 8% ol ostbely SM‘WE 00c oL hm%%o

(wdd) jeas opdenuasuo) ?_o.s_n“wﬂwwwwwm..ﬂww MMW%OE,( 1913 A.._M.“M v.MawM Nﬂw MMHWOE< 3p odway

Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminagdo de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etilenc

("1 eqoy1q obxyui9) eqojiq ob)UID ap Seljsowe Wa eULIPLIO|OOUR|1}d
a j021jBoua|ie ‘ousj}a ap OpIX0 ap oedeiIxa ap OPOIJW Op OBSLPIjEA B S2)JUa1d§d1 SOPBIINSAY 8¢ elaqe



82

oey|iw Jod ssued = wdd BulpLojoous|ig =1013
ogdusyal ap odwsa) = 1Y jootbouaing = 1913 ous|i}d 8p opIXQ = 013
00'0 00'0 00'0 £2'064 LE'P8L 16'G6 G1'96 98'cll 96'p8 9e
00'0 . 68'06 00'0 £5'961 Gz'zol GS'v8 GE'SH pL'€SZ 95'Ly 14>
J1'8 00'0 00'0 ge'Lze GE'0EL £G6'G. 25'622 ov'Ll 09'C} 43
000 v8'0v 16'€C gr'sie ¥G'ogl ge'sy 8S'LLL 6€'291 ¥Z'69 0g
ge'oLl 00'0 00°'0 60'/C} 19'€01 G6'sL SY'ePe GZ'v6 99'cL 82
000 08'6l Gl'ol 80'c22 6v'26 89'z. 85'/6 62'ZL1 £v'68 9z
16'8pl Ep1E SE'vh 9g'/ee 16°C0} 80'v. €£'9.€ pE'YEL ep'8ll ¥Z
18'val 00'0 09'92 90'8zZ 16'C0L 12'0S 88'26€ 89'96 18'9Z1 (44
86'891 0.'9/1 £8'p2 ¥0'71Z 9¢'68 ZL'99 Z0'€8E 90'992 ¥6'06 0z
8r'0ct I LGL 68'cl L0'epL €1'8g 16'ot G6S'€L2 €6'61¢ 98'0Z1 8l
00'0 Ge'/0l 00'0 zl'opl 91'09 20'69 00821 1G'/91 €5’V 9l
26'68 86'801 22'0L vy'6l 62'/6 0Z'¥S 9€'601 12'902 16'%9 1
eV'Z 60'122 88'LY €15l 6E'C6 z6't 9621 pr'yle 18'6Y 4]
'L 00'0 00'0 00'0 000 00'0 ! 2s'12- 08'¢- oL
G§'s 99'0 000 00‘0 00‘0 00'0 6S's 99'0 25 g
8Z'lZ 9e'y0l 8G'c 000 000 00'0 8Z'LC 9E'v01L 8S'c 9
00'0 000 10'€C 000 00°0 00'0 1G'6- 60'LL- L0'€Z 4
000 000 68'86 00'0 00'0 00'0 G8'e ov'6i 68'86 4
193 1033 o 04 1oLy oo%uumhm 008 L1 om_me oo_mwuumhm 00t" WE hwmmuww
(1udd) fee1 ogdesusau0d (o1011555) e wies sensouy 1013 1013 Or tios semmoury P 8wl

Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminagdo de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etileno

(">'g’'H euedna ejujned) eueiens ap SeJ)SOWE Wa BULIPLIO|O0US|}d
a |o216oua|}a ‘ous|i}d ap OpIXO ap oedel}xa ap OPOIAW Op OBSBpI|RA B SAJUDISJBI SOPER)NSIY (6€ Bleqel



83

Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminagdo de Drogas Vegetais empregando Oxido de Elileno

jooBousing = 1913 BULIPLIOPOUBING = |03 ousi}@ 8p OpIXQ = 013

00'0 00'0 000 vZ'lc 10'eS zL'8l G8'e 00'0 00'e 00'0 00'0 00'0 oe
00'0 88'6v 00'0 ZL'sz 6S'€Z GL'EE 0L'ZL 00'0 00'0 00'0 00'0 000 Ve
80'v 000 00'0 26'02 00'0 2012 G9's 00'0 00'0 000 000 00'0 zZe
00'0 p'2Z 12'2) Ge'er 00'0 96'60} 0S'E 00'0 00'0 000 00'0 000 0E
0L'8s 00'0 00'0 18'6} €L'L gs'ze 89'c 000 000 00'0 00'0 69'cE 82z
00'0 18'0L 90'Zh 29'sl v6'L £0'8€E 00'0 00'0 00'0 000 00'0 68'vL oz
8E'v.L GzZ'LL £6°LE 60'0€ 61'69 GL'ek le'8 000 eZ'vl 000 os‘op 90'LL vz
6228 00'0 Gl'ss vZ'e 000 lS'S b1 000 88'6¥ G9'49 L1'8S 8E'VE 44
IE'v8 96'96 18'1) 65t 86'98 Z6'SE 00'0 €5'E 00'0 L2'8S €0'vL z0'st 0z
G1'S9 80'e8 BL'es Er'zL 15'98 z8'L 18'6 00'0 00'0 S0'Z4 1£'22 Go'ce gl
000 16'85 00'0 Z6'€T £2'69 8r'0¢ 00'0 El'p Gs'ee ¥2'29 00'0 Ge'or 9l
06'tv 18'65 Gl'L 8S'1S #1121 86'le 000 0L'¥l 00°0 £6'92 G9'0 £5°'19 vl
12 0g'hZL lb'vE 26'ry 88'vs  68'€e 60°LL 86'0C 8e'S 16'GL  Z6'8ZL  $9'%9 4}
99'0 00'0 00'0 0S'0L 10'98 ££'2Z 000 68'CL es'ey or'ze 90'9L 96'€9 o]
11T 9e'0 00'0 000 ye'zL G8'LL 00'0 88'L 85'c9 88'0E SL'ly G9'e9 8
£9'04 1T'16 8s'c . €8 gL'y 10'sz 6L'gt 68 6L'v9 6E'0E €2'18 S0'2 9
00'0 00'0 95'gl 000 oF'Ly 95'v2 00'0 66'lZ 11'69 000 or'is 09'cg 4
00'0 00'0 6Ll 00'0 G8'62 ¥2'62 000 00'0 000 £9'61 00'0 62'/2 4
(%913 (%1913 (%013 (o3 (%013 (%033 (%193 (%013 (%)013 (%93 (Wh3¥3 (%) 013 (sesoy)
("\'a’H euedns ejujned) (1 eqoyrq obyuo) (1 einoas eueoLye) (1 snwijods eseuf)) owmwmwww
puURIRNS) eqojiq obyu1o gjluowe) BIjOYORI|Y

siejoboa sebo.q op SeJjSoWe Wwa eullplIojdoud)na @ jodljbous|is
‘Ouaji}@ ap oOpIx9 ap oedeixa ap opolaw op oedepijeA e ssjualajal (oeplex3) oedesadnoal ap wabejuadiod :of eleqel



84
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Tabela 41: Relagdo entre concentragoes crescentes de 6xido de etileno,
etilenoglicol e etilenocliridrina e resultados equivalentes a estas em
area (mV;min), bem como seus desvios padrdes e desvios padrdes

relativos.
Média das
C°"(°:;rt':§‘93° é’f;;iggz 3 Desvio Padrio  DPR (%)
(mV/min)

5,20 13939 690 4,95

. 46,32 21632 589 272
= 92,64 45428 4712 10,37
= 138,96 70124 7139 10,18
° 231,60 105120 6378 6,06
S 347,40 147978 10383 7,01
& 463,20 201768 4693 2,32
694,80 284363 1236 0,43

926,40 378633 14545 3,84

11,51 12480 710 5,69
9 25,03 11351 1819 16,03
'§a 50,07 27655 767 2,77
< 100,14 42793 4188 9,79
= 169,76 60000 5954 9,92
200,28 67080 5028 7,50
4,68 27695 3230 11,66
62 9,41 30001 4099 13,66
83T 23,50 34714 4439 12,78
w2 47,06 53469 4664 8,72
94,15 72063 3565 4,94

ppm = partes por milhdo
DPR = Desvio padrdo relativo = coeficiente de variacao
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Tabela 42: Concentragdo (ppm) de éxido de etileno, etilenoglicol e
etilenocloridrina em Drogas vegetais, provenientes do fornecedor A,
submetidas a 30 minutos de exposi¢dao ao agente descontaminante,

apo6s aeragdo a temperatura ambiente

Tempo de aeragdo

24 horas 3 dias 7 dias 14 dias
j Oxido de 123 5411 103,6557 27,9324 <5
'g etileno ’ ' ’
E
s & Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
S
® g Etileno-
S > g . <5 <5 <5 <§
< ©Q cloridrina
Oxido de ,
etileno 191,8734 161,6065 89,9106 8,2423
< . — Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
= 5
ESS
OL S .
gg 3 Etileno- <5 <5 <5 <5
G = @ cloridrina
Oxido de
j etileno 68,8169 78,3686 34,6620 <5
85
2= Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
T Q
o ©
2 3’ Etileno-
c .S 1o <5 <5 <5 <5
0 Q cloridrina
Oxido de 132,8037 995946 44,3826 <5
© etileno
&
S
o Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
“«s T
E % ; Etil
© o ileno-
8921' cloridrina <5 <5 <5 <5
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Tabela 43: Concentragdo (ppm) de 6xido de etileno etilenoglicol e
etilenocloridrina em Drogas vegetais, provenientes do fornecedor B,
submetidas a 30 minutos de exposigao ao agente descontaminante,

apos aeragao a temperatura ambiente

Tempo de aeragao

24 horas 3 dias 7 dias 14 dias
5 Oxido de .
g etileno 259,5336 173,3256 75,8123 <5
E
® § Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
B w
§ § Etileno
28 cloridrina < < © <
g Oxidode 1630414 1167140 195232 <5
= etileno ’ ' '
3
Q
[}
- . .
© . Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
—
E S
Ay .
Es Etileno-
S =75 cloridrina <> > <3 <°
_. Oxidode 97,6347 71,2687 9.0472 <5
_i etileno ' : ' ’
83
=% Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
28
'E’E' Etileno- <5 <5 <5 <5
0 © cloridrina
Oxido de
. etileno 132,8424 84,4838 24,5618 <5
e
[3:]
S
o Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
w S
§§§2 Etileno
© . e -
3 gg cloridrina <5 <5 <5 <5
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Tabela 44: Concentragdo (ppm) de 6xido de etileno etilenoglicol e
etilenocloridrina em Drogas vegetais, provenientes do fornecedor C,
submetidas a 30 minutos de exposigao ao agente descontaminante,

apés aeracgao a temperatura ambiente

Tempo de aeragao

24 horas 3 dias 7 dias 14 dias
J Oxidode 1659792  123,8392 55,2545 <5
g etileno ’ ! '
E

= & Etilenoglicol <10 <10 <10 <10

2

- ‘:" Etileno-

ﬁ Lif cloridrina <5 <5 <5 <5
Oxido de 2062151 1703220  44.2697 7.8036
etileno ' ! ' !

o .8 — Etilenoglicol <10 <10 <10 <10

=54

ES S

lo Il ~] .

E & 3 Etileno-

S= ¢ cloridrina | < <5 < <>
_. Oxido de 94 5454 98,3521 19,4802 | <5
_i etileno ' ' '

88

=% Etilenoglicol <10 <10 <10 <10

LD

()
é’ 3’ Etileno
IS -
'L-E, o cloridrina <5 <5 <5 <
Oxido de

. etileno 55,8674 38,6235 7.0714 <5

<

(5]

S

o Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
w .S
§ % ; Etileno

35X .

8 é.';g cloridrina <5 <5 <5 <5
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Tabela 45: Concentragdo (ppm) de 6xido de etileno, etilenoglicol e
etilenocloridrina em Drogas vegetais, provenientes do fornecedor A,
submetidas a 60 minutos de exposigao ao agente descontaminante,

apos aeracgao a temperatura ambiente

Tempo de aeragdo

24 horas 3 dias 7 dias 14 dias
Oxido de
4 etileno 319,5867 294,9821 65,6751 5,9823
E
IS
g8 Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
o
8% Etil
S __ Etileno-
é’ Q7§ cloridrina <5 <5 <5 <5
Oxido de
etileno 267,9651 184,3329 98,9437 11,5281
-8 77 Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
ESs
g k> § Etileno
= .
SE ¢ cloridrina < <3 <3 <
_.  Oxido de '
3 etileno 199,3476 101,4175 62,9321 <5
© 8 :
-8 [}
=3 Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
o8
2% Etileno
C - -
® 9 cloridrina <5 <5 <5 <5
Oxido de |
g etileno 231,5681 148,3950 30,2122 <5
©
S
: Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
' O
S5 —
8 3m tileno-
3 é‘,-_f cloridrina <5 <> < <3
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Tabela 46: Concentragao (ppm) de 6xido de etileno etilenoglicol e
etilenocloridrina em Drogas vegetais, provenientes do fornecedor B,
submetidas a 60 minutos de exposigao ao agente descontaminante,

apos aeragao a temperatura ambiente

Tempo de aeragdo

24 horas 3 dias 7 dias 14 dias

Oxido de -
4 etileno 302,4391 182,5810 86,6594 10,9332
kS
S
25 Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
Owm
8 € Etileno- <5 < < <
< O cloridrina
8 Oxido de
§ etileno 382,4515 201,5642 91,7592 8,5520
Q
g
© 2 Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
ES
by
Ew Etileno-
S =7 cloridrina <5 <5 < <
~ Oxido de -
_; etileno 129,7439 92,3428 19,6730 <5
53
o= . .
= & Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
9 S
= E Etileno- <5 <5 <5 <5
0 QO cloridrina
Oxido de
o etileno 200,7633 110,8659 39,6582 7,5283
a. .
3
: Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
«w ©
c o~
@ =
§ gé Etileno- <5 <5 <5 <5
® L x cloridrina _
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Tabela 47: Concentragao (ppm) de 6xido de etileno etilenoglicol e
etilenocloridrina em Drogas vegetais, provenientes do fornecedor C,
submetidas a 60 minutos de exposi¢gdo ao agente descontaminante,

apos aeracgao a temperatura ambiente

Tempo de aeragdo

24 horas 3 dias 7 dias 14 dias
w Oxidode 2314967  198.8774  101,8663 14,8732
S etileno
E
°

25 Etilenoglicol <10 <10 <10 <10

O

S8 o

S 1neno-

é’ O 7 cloridrina <5 <5 <5 <3
Oxido de 3921034 2749833  120,8733 17,9845
etileno

=87 Etilenoglicol <10 <10 <10 <10

E3s

8 S § Etileno

© -
S= 8 cloridrina <5 <5 <5 <5
~ Oxido de
3 atiteno 190,9384 97,3498 56,9387 7.5430
T Q9
S
= & Etilenoglicol <10 <10 <10 <10
o 8
< § Etileno
C - =
® QO cloridrina <3 <2 S <>
, Oxidode 126,8347  101,9348 49,3987 <5
e etileno
(1
)
g Etilenoglicol <10 <10 <10 <10

Y+ Rl .

: % Etil

© =~ feno-

SE T cloridrina <5 <5 <3 <5
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Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminag&o de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etileno

Tabela 49: Concentragdo dos marcadores de drogas vegetais em
amostras provenientes de trés fornecedores (A, B e C), ndo submetidos
a processo de descontaminag¢do por 6xido de etileno.

Droga vegetal Marcador Fornecedor
A B (o4

Alcachofra (Cynara ..
scolymus L.) Ac. Cafeoquinico
Camomila (Matricaria Apigenin-7- o o .
recutita L.) glucoside 0,16% 0,27% 0,41%
Ginkgo biloba (Ginkgo Flavondides o . .
biloba L.) Glicosideos 121% 1,50% 1,34%
Guarana (Paullinia Cafeina 3.52% 4.01% 3.85%

cupana H.B.K.)




93
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Tabela 50: Concentragdao dos marcadores de drogas vegetais em
amostras provenientes do fornecedor C, antes e apés ciclo de
exposi¢ao de 30 e 60 minutos ao 6xido de etileno.

Antes da

Droga vegetal Marcador _ Apos ciclo Apos ciclo
gaves desconta- “y4 in 60 min
minagdo

Alcachofra (Cynara . '
scolymus L.) Ac. Cafeoquinico
Camomila (Matricaria Apigenin-7- o o o
recutita L.) glucoside 0,41% 0,43% 0,40%
Ginkgo biloba (Ginkgo Flavondides 349 0 0
biloba L.) Glicosideos 1.34% 1.28% 1,35%
Guarana (Paullina Cafeina 3,83% 3,93% 3,55%

cupana H.B.K.)
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!

b

Fornecedor B recedor €

Figura 01: Observacao macroscopica de 100 g de cada amosira de
alcachofra {(Cyniara scolimus L.} proveniente dos fornecedores A, Be C.
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Fornecedor A

Figura 02: Observacao macroscopica de 50 g de cada amostra de
camomila {Matricaria recutita L.)
proveniente dos fornecedores A, B e C.
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Fornecedor A

“ornecedor C

Figura 03: Observagao macroscopica de 100 g de cada amostra de
ginkgo biloba {Ginkgo bifoba L.}
proveniente dos fornecedores A, Be C.
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Fornecedor A

Fornecedor B

Figura 04: Observacao macroscopica de 100 g de cada amostra de
gurana {(Pauflinia cupana H.B.K.} proveniente
dos fornecedores A, B e C.
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Estude da Aplicabiiidade do Processo de Descontaminacio de Drogas Vegetals empregando Oxido de Etileno

Area mvV/min

400000 -

350000 - y = 398 78x + 10442
R =0,0989 /

300000
250000
200000
150000
100000

50000

T [ i T 1

o 200 400 600 800 1000
ppm EtO

Figura 05

: Curva de calibragdo de determinagao residual de Oxido de

etileno por cromatografia gasosa

s

Area (mV/min)

80000

60000

40000

20000

-y =300,32x + 9023
R% =0,9794
& i T B | 1
0 50 100 150 200 250
ppm EtO

Figura 06: Curva de calibracdo de determinagao residual de
Etilenoglicol por cromatografia gasosa



G

Ty

studo da Aplicabifidade do Processo de Descontaminac3o de Drogas Vegetais empregando Oxido de Filleno

80000 -
70000 —
60000
50000
40000 -

30000 +—ee==— ,
20000 ' '
10000

2ad L

Area (mV/min)

Figura 07: Curva de calibragao de determinacdo residual de
Etilenocloridrina por cromatografia gasosa

150,00 i;—a—EtO
| —=— EtC
EtGl

Concentragao (ppm)

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36

Tempo de extragdo (thoras)

Figura 08: Curva de concentragdao empregando-se diferentes tempos de
extracao de éxido de etileno, etilenoglicol e etilenocloridrina,
previamente inoculados, de amostras extraidas de suspensao aquosa
{1:10} de Alcachofra (Cynara scofimus L.}.
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T 120,00 7
& 100,00 M

S 80,00 L —e—EtO
$ 60,00 {f lﬂ\ - Y
T 40,00 . 2 EtGI
S 20,00 e i l—f—~

S 000 bt W ARG punan

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36

Tempo de extragdo (horas)

Figura 09: Curva de concentracao empregando-se diferentes tempos de
extragao de dxido de etileno, etilenoglicol e etilenocloridrina,
previamente inoculados, de amostras extraidas de suspensio aguosa
(1:10} de Camomila (Matricaria recutita L.}.



E
o
=z
o |—e—EtO
© (—&— EtC]
= i
g 5 EtG
=]
e = v ¢ .
Q ; % R 24 i
) 0,0G* : R T [
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36

Tempo de extragao (horas}

Figura 10: Curva de concentracdo empregando-se diferentes tempos de
extragao de oxido de etileno, etilenoglicol e etilenocioridrina,
previamente inoculados, de amostras extraidas de suspensdo aquosa
{1:10) de Ginkgo biloba (Ginkgo bifoba L.}.

B

& 200,00

150,00

(&

S 100

£ 10000 +o—#—

?;; 50.00 oo } i
e U e e ) B 7

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36

Tempo de extracao

Figura 11: Curva de concentracao empregando-se diferentes tempos de
extracédo de Oxido de etileno, etilenoglicol e etilenocloridrina,
previamente inoculados, de amostras extraidas de suspensao aquosa
1:10) de Guarana (Paudinia cupana HB.K.}.



da Aplicabilidade do Frocesso de Descontaminagio «

10
de

Wit oie s
Yegetais em

Concentracao mg/ml

o~
ol
i
o
4""’?4#
= v =2E-D6x+ 00043
- 2
o R™=10]
o
<4 eﬁ.
e
P
-
-
— T ¥ .
Z.000.000 2 500 D60 3.000.000 3500 000 4.000.000
Ares

Figura 12: Curva de calibrag3o de Apigenina - 7 — glucoside

0,035

0030

determinada por Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia

=
.’(’-
,-"/>
4-/ S
’/ 5
o il
= i
== b e B! & T
S00D0D 1300000 1 E0D0DD 1700000

Figura 13: Curva de calibracao de Flavondides Glicosideos
determinada por Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia



Estuda da

103
Aplicabilidads do Processo de Descontaminacio de Drogas Yegetals empregando Oxido de Etileno

Concerdracas gl

L
0,14
y=SED2x- 0P127
013 B
g R =049723 g
e f"“-
I_ 1 ‘1 Iy ’
=
-
r'/J
o 7o
0.1 -
o
.’f
G0 - i
;’lr,d
oo — e
A
r/ 3
_,
e A
ops P
e
f”
o7 T T T T T T T d
1500000 1200000 100060 2100050 2300000 280000 200000 2900000 3100000

frea

Figura 14: Curva de calibracio de Cafeina determinada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia



(ECUSSEAO-



105
Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminagéio de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etileno

VI - DISCUSSAQO

A Resolugdo — RDC n°17 (BRASIL LEIS E DECRETOS, 2000)
publicada em fevereiro de 2000 e tendo em anexo o “Regulamento Técnico
sobre Registro de Medi.camentos Fitoterapicos”, apresenta algumas
diretrizes pertinentes. Dentre estas consta a pesquisa de contaminantes

microbiol6gicos, preocupagao que se sabe ser pertinente.

Tendo em vista o elevado risco intrinseco decorrente da procedéncia
das drogas vegetais, que tende a conferir a estas uma alta contagem
microbiana, 0 mesmo regulamento menciona a utilizagao de métodos para
eliminagdo de contaminantes, exigindo descricdo do método utilizado e

pesquisa de eventuais alteragées na matéria-prima.

Dentre os métodos de descontaminagdo existentes, aquele
empregando 6xido de etileno constitui-se em alternativa eficiente, de custo
baixo, que se caracteriza por baixa temperatura e umidade relativa.

Apesar das vantagens, este tipo de tratamento apresenta alguns
pontos a serem estudados, tais como residual de oxido de etileno e seus
derivados durante e apds a aeracio, eficacia do tratamento sob diferentes
parametros como tempo de exposigcdo, temperatura, concentragéo do gas,
além de alteragdes na estrutura molecular do principio ativo.

Tendo em vista a problematica apontada, justifica-se a importancia de
elaborar estudo minucioso quanto a condigdes de eficacia antimicrobiana do
processo, avaliagdo de potenciais riscos decorrentes de derivados do
agente, assim como de eventuais alteragbes nos principios ativos naturais

que possam comprometer a sua eficacia.

Desta forma idealizou-se o presente trabalho, de natureza ampla, no
sentido de proceder as investigagdes propostas. Inicialmente, as tabelas 01
a 04 trazem informagdes apresentadas nos certificados encaminhados pelos

fornecedores B e C, junto as amostras. Apesar da omissao do fornecedor A



106
Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminagdo de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etileno

e da nao uniformidade de informagdes proveniente dos demais, assim como
a qualidade insatisfatéria das informagbes, considerou-se relevante sua

apresentagao.

Numa primeira abordagem, justamente para que se visualize 0
estagio insipiente em que se encontram, no geral, as possibilidades de
obtencdo de drogas vegetais comercialmente disponiveis. Numa outra, em
particular decorrente da leitura da tabela 03, observa-se a origem do ginkgo
biloba, seja da Alemanha ou China. Pode-se também salientar informagéo
disposta na tabela 02, evidenciando para a camomila obtida de um dos
fornecedores apenas, origem especificando a regido sul do Brasil, em
contrapartida a todas as demais que apenas especificam o pais.

Informagbes desta natureza conduzem a reflexdes que se
constituiram em motivagdes adicionais para o desenvolvimento do presente
trabalho.

A descrigdo do material de embalagem no qual as drogas vegetais
foram recebidas proveniente dos fornecedores A, B e C esta apresentada na
tabela 05. As drogas em geral foram recebidas embaladas com dupla
embalagem (polietileno/rafia ou polietileno/papel), o que confere seguranga
no transporte e diminui o risco de contaminacdes externas. Entretanto o
material de polietileno retém umidade no seu interior, promovendo a
proliferacdo de bactérias e principalmente de fungos quando de longos
periodos de armazenagem. O guarana proveniente do fornecedor C foi o
unico a ser recebido com uma Unica camada protetora (saco de réafia), com
aberturas que em contrapartida podem também propiciar contaminagdes a
partir do meio externo.

As drogas vegetais foram fracionadas em embalagens de fiimes
plasticos (polietileno-poliester-polietileno), providos de “air-vents” em Tyvek,
numa area de aproximadamente 1000 cm? (35 x 35 cm). Esta superficie,
frente a dimenséo total de embalagem de 2000 cm?, proporciona porosidade
adequada (Porosidade Gurley de aproximadamente 200 segundos),
permitindo a permeabilidade ao 6xido de etileno e ao ar, sem entretanto
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comprometer no sentido da recontaminagdo do material contido na
embalagem. A caracterizagdo da embalagem constituiu-se em item
polémico, pois sabe-se da pratica que a introdugido das drogas vegetais em
camaras de descontaminagdo nem sempre ocorre da maneira ideal. Estes
materiais s80 apenas dispostos em bandejas metalicas, sem qualquer
acondicionamento prévio, ou ainda embalados em sacos de rafia, com
aberturas, ndo possibilitando situagcdo de controle de umidade relativa ou
padronizagdo de permeabilidade. Situagdes também capazes de permitir a
recontaminagdo do material apds o processo, e ainda proporcionar elevado
risco ocupacional aos operadores envolvidos, por induzir a manipulagdo

subsequente ao processo.

No decorrer do fracionamento das amostras com a finalidade de seu
acondicionamento em material de embalagem permeavel ao gas 6xido de
etileno foram realizadas inspe¢des visuais em 100% do material. Os
resultados obtidos, expressos nas Tabelas 06, 07, 08 e 09, revelaram nao
uniformidade entre as amostras de uma mesma droga vegetal, proveniente
de fornecedores distintos. Comparando-se as especificagbes apresentadas
nos compéndios oficiais, a alcachofra obtida do fornecedor A, pode ser
valorizada frente as demais analisadas em fungéo do pleno atendimento as
especificacdes. Nesta amostra observou-se todas as caracteristicas
descritas pela Farmacopéia Brasileira 3 edigo, inclusive aquela relativa a
coloragdo. Os demais lotes ndo permitiram avaliagdo consistente em
decorréncia do estado de fragmentagdo. No que diz respeito & coloragéo, a
droga adquirida do fornecedor B apresentou-se em conformidade com o
especificado, sendo observada a coloragdo verde-escura. De forma
contrastante, o material adquirido do fornecedor C apresentou coloragao
verde-folha, conforme Figura 1 e, portanto, distinta da especificada.

Para as amostras de guarana as dimensdes observadas nao foram
semelhantes para as trés amostras. Nas amostras provenientes dos
fornecedores B e C havia grande variagdo no tamanho dos frutos de um
mesmo lote, entretanto a média dos pesos desses estdo em conformidade
ao especificado pela Farmacopéia Brasileira 3% edigdo (Figura 04). Quanto a
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presenga de materiais estranhos, para o guarana proveniente do fornecedor
B constatou-se a presenga de material de origem animal na amostra
inspecionada (Tabela 10). As inspe¢des referentes a camomila revelaram
presen¢a de diferentes dimensdes dos peciolos. Para o material obtido do
fornecedor B observou-se peciolos com dimensdes inferiores aqueles
observados no material do fornecedor C. Além disso, para esse Ultimo
fornecedor foi observada coloragao esverdeada na droga. Para a drogas
obtida do fornecedor C nédo foram detectados macroscopicamente materiais
estranhos, minerais ou vegetais (Tabela 10). De forma contrastante, o
ginkgo biloba referente aos fornecedores A e B, apresentou contaminagéo
de origem material mineral (pequenas pedras com dimensdo aproximada de
1 cm®) sendo que a quantidade desses contaminantes encontrada no
fornecedor A foi cerca de 2 vezes maior quando comparada ao fornecedor B.
Também foi constatada a presenga de fragmentos de casca de fruto citrico
no fornecedor A.

As diferengas entre as drogas vegetais provenientes de diferentes
fornecedores podem ser decorrentes das diferentes datas de colheita, bem
como, no caso do ginkgo biloba, do distinto local de plantio (Tabelas de 01 a
04). O solo intervém no desenvolvimento dos vegetais de diversas formas, e
sua composicao quimicé, o pH, e a porosidade podem interferir de maneira
acentuada na formacao de principios ativos (OLIVEIRA E
COLABORADORES,1998.). Estas diferengas poderéo ser melhor avaliadas
apos a identificagcdo e doseamento dos extratos vegetais. Com relagédo a
colheita, para ser bem executada depende do conhecimento perfeito da
espécie vegetal em questdo. A morfologia, a fisiologia e a maneira como
variam os principios ativos no vegetal, sdo dados da maior importancia e que
um coletor deve conhecer, pois variam com a idade, época de colheita e
mesmo com o periodo do dia no qual este procedimento & efetuado
(OLIVEIRA E COLABORADORES, 1998.).

Os ensaios para a validagdo da contagem microbiana, previstos n a
USP XXV, com a finalidade de detectar qualquer efeito inibitério do

crescimento microbiano inerente a amostra foi realizado com as drogas
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vegetais provenientes do fornecedor B e os resultados estdao apresentados
nas tabelas 11, 12, 13, 14 e 15. Este ensaio preconiza a inoculagdo da
amostra com numero reduzido de células (10° UFC), que deve ser
transferido para a amostra previamente diluida. No presente trabalho 100%
das amostras analisadas apresentaram niveis de recuperagado superiores a
10* UFClg, portanto pelo menos 10 vezes maior que a quantidade de inéculo
interno recomendada para o ensaio de validagado, impossibilitando o calculo
da porcentagem de recuperagdo. Assim sendo, uma vez que foram
detectadas cargas microbianas elevadas em todas as drogas vegetais
provenientes dos trés fornecedores, assumiu-se que as amostras
apresentaram 00~ndi§6es para manterem a viabilidade de contaminantes
sendo que, desta forma, os possiveis efeitos inibitorios inerentes a prépria
droga vegetal ou provenientes de técnicas agricolas como da aplicagéo de
defensivos, podem ser considerados nao relevantes.

No que se refere a biocarga detectada, verificaram-se elevados niveis
de carga microbiana em todas as amostras testadas. Esse resultado
corroborou com estudos anteriores e corresponde a expectativa, uma vez
que o material de origem natural ndo havia sido previamente submetido a
qualquer processamento com a finalidade de reduzir a carga microbiana.
Para bactérias verificou-se faixa de aproximadamente 4 ciclos logaritmicos
entre a amostra com maior carga contaminante, a alcachofra (7,8 x107
UFC/g), e a amostra que apresentou a menor carga, gingko biloba
fornecedor B (5,4 x10° UFC/g). Esses resultados podem ser decorrentes de
inUmeros fatores incluindo qualidade da agua para irrigagéo, se potavel ou
proveniente de bacia hidrografica ou po¢o artesiano, colheita manual ou
mecanizada, processo de secagem em ambiente climatizado ou n&o
controlado, umidade relativa da droga. Embora solicitado, os fornecedores
nao apresentaram informagdes relativas ao procedimento de plantio, coleta e
secagem da droga. No caso do ginkgo biloba, tratando-se de materiais de
procedéncia estrangeira, mais dificil a obtengdo de tais informa¢des. No
caso da alcachofra e do guarand o fornecedor ndo registrou qualquer
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procedimento especifico no processo de obteng¢ao da droga, que tivesse por
finalidade minimizar possiveis contaminantes microbianos.

A anadlise das mesmas drogas obtidas por distintos fornecedores
revelou diferengas de aproximadamente 2 ciclos logaritmicos entre a maior e
a menor contaminagao, para o guarané e a alcachofra. Esses resultados
podem demonstrar procedimentos. diferenciados no armazenamento da
droga, assim como condicdes de obtengdo da mesma com distintas
condigdes de higiene (Tabela 16). Para o ginkgo e a camomila os resultados
apresentaram maior uniformidade. As determinagbes revelaram carga
microbiana média de 10* UFC/g com excecdo para o ginkgo biloba
proveniente do fornecedor B (ver a média das duas drogas para todos os
fornecedores). Comparando os distintos fornecedores, observou-se sempre
maiores cargas microbianas nas _drogas obtidas daquele fornecedor
identificado como A (Tabela 16). Os demais fornecedores apresentaram
resultados semelhantes, sendo a média dos niveis dos contaminantes
detectados (média de todas as drogas) nos produtos do fornecedor B menor
que C. Pode-se inferir que as drogas obtidas no fornecedor A apresentaram
qualidade inferior quando comparada aos demais fornecedores. Qutra
possibilidade, que pode ou nao ser somada a esta, refere-se as condigbes
de armazenamento. Locais com alta umidade relativa podem promover
aumento da populagdo microbiana inicialmente presente na amostra. Desta
forma, o conhecimento das condicbes de higiene da obtengdo da droga,
assim como de seu armazenamento, constituem-se informagbes de
fundamental importancia na interpretacéo dos resultados obtidos.

A anadlise dos resultados relativos aos fungos revelou ocorréncia
desses microrganismos em niveis entre 10° e 10°, conforme Tabela 17. Os
dados obtidos n&o apresentaram uniformidade entre as diferentes drogas de
distintos fornecedores, assim como para as drogas de um mesmo
fornecedor. A presenga de bolores e leveduras no material avaliado foi
prevista apds analise de estudos anteriores. Entre as drogas testadas, o
guarana e a camomila apresentaram maiores cohtaminag;ées (em média

10*) quando comparada as demais drogas (em média: alcachofra 10° e
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ginkgo 10%. Evidenciou-se, na contagem de fungos, elevada carga de
leveduras na amostra de camomila do fornecedor C.
Os resultados referentes a contagem microbiana sdo semelhantes

aos de Katusin-Razem e colaboradores em 2001 (KATUSIN-RAZEM E
COLABORADORES, 2001), que encontraram em seu abrangente estudo
resultados semelhantes, sendo para analise de folhas e flores de 104 - 108

UFCl/g e para frutos e sementes 102 - 106 UFC/g.

No que se refere a padrdes microbianos a legislagdo vigente (RCD
17, de 24/02/00) o item “Registro de Medicamento Fitoterapico Novo” cita
que a pesquisa de contaminantes microbiolégicos deve seguir critérios
farmacopéicos ou as determinagbes da Organizagdo Mundial da Saude,

portanto em coeréncia com o desenvolvimento do trabalho.

Ao compararmos os resultados da contagem de nimero de unidades
formadoras de colbnias de bactérias aerobias totais com os limites exigidos
pela Farmacopéia Americana 25 edigdo para a camomila e ginkgo biloba,
este quesito mostra-se atendido embora no limite superior (10* UFC/g) Esta
é também a conclusdo ao se observar as especificagdes quanto a
contaminag&o microbiana da Ultima atualizagdo da Organizagdo Mundial da
Satide (variam de 10° a 10’ UFCJ/g). (WHO, 1992) No caso da alcachofra e
do guarana, os valores obtidos encontram-se de acordo com os limites
microbianos adotados, comuns a todas as drogas vegetais, conforme a
Organizagdo Mundial da Saude, pois as Farmacopéias Americana e
Brasileira ndo apresentam monografias especificas para estas drogas.

Em relagdo a contagem total de unidades formadoras de col6nias de
bolores e leveduras segundo a Organizagdo Mundial da Saude todas as
drogas avaliadas estariam de acordo com os limites, desde que destinadas
para o emprego como chas ou infusées. No caso de uso interno distinto
estariam em desacordo a camomila do fornecedor C e o guarana dos

fornecedores A e C. Entretanto, se compararmos com os limites definidos
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pela Farmacopéia Americana o ginkgo biloba dos fornecedores A e C
estariam também acima dos limites microbianos aceitaveis.

A Organizagdo Mundial da Saude diferencia os padroes microbianos para
diferentes destinos a que seriam encaminhadas as drogas vegetais
entretanto segundo estudo de Katusin-Razem e colaboradores que em 1988
avaliaram a sobrevivéncia microbiana apds processo de infusao que resultou
em 0,2 a 81% (KATUSIN-RAZEM E COLABORADORES, 1988), mais tarde
em 2001 os mesmos autores analisaram drogas vegetais apds 0 processo
de produgao de extratos liquidos e secos e estas apresentaram-se com
contagens microbianas variando-se de 10® a 10° (KATUSIN-RAZEM E
COLABORADORES EM 2001).

Além da contagem microbiana total foi também realizada a pesquisa
de patogénicos especificos, sendo que os resultados obtidos encontram-se
nas tabelas 18, 19, 20 e 21. Para os resultados negativos nos meios de
diferenciagcdo adotou-se a nao aplicabilidade dos testes confirmatorios, visto
que -a presenga do microrganismo estudado foi descartada. Observou-se a
suspeita de Escherichia coli para quase todas as amostras estudadas com
excec¢ao as folhas de ginkgo biloba proveniente dos trés fornecedores.

Dentre toda a pesquisa de patogénicos especificos o Staphylococus
aureus e a Salmonella sp foram os microrganismos menos detectados (0%
das amostras). Em contrapartida a Pseudomonas aeruginosa foi o
microrganismo mais amplamente observado, com excegao apenas da
camomila e do ginkgo biloba provenientes respectivamente dos
fornecedores B e A.

Com relagédo & contagem microbiana apds exposicdo 30 e 60 minutos
ao agente descontaminante éxido de etileno verifica-se a eficacia do
processo ao analisar os dados apresentados nas tabelas 22, 23, 27 e 28,
além de uma melhor visualizagao nas tabelas comparativas 24, 25, 29 e 30
que relacionam as amostras antes e apds ciclo de exposi¢dao ao agente
descontaminante. Segundo os resultados comparativos da tabela 24

observa-se uma diminuigdo na carga bacteriana para o ciclo de exposigdo
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de 30 minutos de acima de 98%, com excegao do ginkgo biloba proveniente
do fornecedor A (96,30% de redugao), ja nas tabelas 27 e 29 observou-se
que apos 60 minutos de exposi¢ao ao agente ocorreu uma redugao maior
que 99,8% a nivel de sensibilidade do método, ou seja menor que 10 UFC/g.
No que se refere a contaminagao fungica apés 30 minutos de exposi¢ao ao
oxido de etileno (Tabelas 23 e 25) observa-se que para a alcachofra
proveniente dos trés fornecedores houve uma menor porcentagem de
redugéo variando-se de 0 a 50%. Com relagdo as restantes drogas vegetais
observou-se uma diminuigdo de acima de 97%. Estes resultados
demonstram uma maior resisténcia por parte de determinados fungos ao
agente descontaminante. Por outro lado nas tabelas 28 e 30, assim como
para a carga bacteriana, apés ciclo de 60 minutos observou-se redugao até
valores abaixo de 10 UFC/g. Portanto podemos concluir que auséncia total
de microrganismos contaminantes depende, neste caso, do tempo de
exposi¢do da droga ao agente descontaminante. A sua importancia varia de
acordo com a finalidade a que se destina a droga, como por exemplo é
extremamente necessaria 0 controle da carga microbiana para drogas
vegetais em “sachet” ou na forma de extrato seco, podendo esta ser mais

atenuada se o destino da droga vegetal for a produgdo de extrato alcodlico.

Quanto a pesquisa de patdgenos especificos apdés os ciclos de
descontaminagdo (Tabelas 26 e 31) foi constatada a auséncia de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp,
Escherichia coli. Estes resultados ndo surpreendem, por ja haver sido
comprovada a alta sensibilidade destes microrganismos ao agente
esterilizante (MICHAEL & STUMBO, 1970).

No quesito determinagdo da umidade relativa agregada ao material
conforme recebido, a metodologia analitica utilizada foi a Perda por
Dessecacio segundo Farmacopéia Brasileira 4® edigdo, que no seu capitulo
“Determinagdo de Agua em Drogas Vegetais® apresenta parametros
aplicaveis a estes. Nos resultados apresentados na tabela 32 observa-se
que quanto aos limites de umidade, com excegdo da alcachofra proveniente

do fornecedor C (6,042%), todas as drogas estdo dentro da faixa de 8 a 14%
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agua. O teor de agua na droga consiste em caracteristica muito importante
para sua conservagdo. Quanto maior for este teor, mais sujeita a agentes
deletéricos a droga fica. Bactérias e fungos necessitam respectivamente de
cerca de 40 a 45% e 15 a 20% de umidade na droga para se desenvolverem
(OLIVEIRA E COLABORADORES, 1998).

Com o intuito de ocasionar a esporos e células na forma vegetativa o
grau de hidratagdo necessario, apés um periodo de 48 horas, a
condicionamento ambiental padronizado de 50 —70 % de Umidade Relativa e
30 °C de temperatura, realizou-se novamente a determinagdo da umidade
relativa do processo. Os resultados estdo apresentados na tabela 33.
Observou-se um aumento de 2 a 4% na umidade relativa do material vegetal
Este cuidado foi somado a etapa de pré-umidiﬁcagéo quando do préprio ciclo
esterilizante, em que sob vacuo € incorporado periodo de umidificagdo no
material contido na camara de descontaminagdo/ esterilizagdo. Esta
umidade é fator importante no que refere a atividade de agua na agdo do
agente descontaminante, e sabidamente essencial para o processo de
descontaminagdo ou esterilizagdo por 6xido de etileno, atuando seja
diretamente como meio de reagéo covalente (polar) seja como solvente
aumentando a disponibilidade do agente frente ao microrganismo. (PINTO &
AMOEDO, 2002)

Nas tabelas 34 e 35 podemos observar os resultados referentes a
determinagdo da urmidade relativa nas drogas vegetais ap6s os ciclos de
descontaminag&o por éxido de etileno. Observou-se que, apés a eliminagéo
dos gases através de trés lavagens consecutivas com Nitrogénio, houve
Uma redugdo na umidade relativa quando comparada com as drogas apds a
pré-umidificagdo. Estes resultados sdo considerados positivos devido ao fato
de que as drogas vegetais apds o ciclo de esterilizagdo sdo armazenadas
até a comercializagdo e a baixa umidade desfavorece a proliferagdao de

microganismos.

No que tange a metodologia aplicada a extragdo dos residuos do
agente de descontaminagdo, assim como de seus derivados, considerando
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tanto as caracteristicas moleculares quanto os dados obtidos da revisao de
literatura, a opgdo ideal consiste na cromatografia gasosa (LAO E
COLABORADORES, 1995, MARLOWE E COLABORADORES, 1987,
NOGUEIRA, 1989; WOJCIK-O'NEILL & ELLO, 1991 E WOODROW E
COLABORADORES, 1995). Ha de se considerar portanto, nos aspectos de
validagdo do método, a observancia as caracteristicas aplicadas aos
métodos analiticos em geral, quais sejam precisdo, exatiddo, lineridade de
curva de calibragdo no intervalo considerado, especificidade (ou
seletividade) do método, limite de quantificagdo e robustez do método
(BTASIL LEIS E DECRETOS, 2002).

O desvio padrdao relativo ou coeficiente de variagdo pode ser
observado na tabela 41. Constatada a repetibilidade dos resultados com a
inexisténcia de valores percentuais acima de 15, conclui-se pela precisao
inter-corridas do método. No que se refere-se & curva de calibragdo como
podemos observar os resultados nas figuras 05, 06 e 07, o coeficiente de
regressdo linear € 0,9989, 0,9794 e 0,9770 para O6xido de etileno,
etilenoglicol e etilenocloridrina respectivamente, resultados considerados
satisfatorios para o método de detecgéo adotado.

Com relagao a especificidade ou seletividade, durante o processo de
extragcdo dos residuais de 6xido de etileno e seus derivados em agua, é
inevitavel a extragdo paralela de componentes inerentes a prépria droga
vegetal. E também implicito que alguns destes atuem como interferentes na
obtencéo direta da concentragdo dos agentes estudados. Para contornar
esta situagdo foi realizado paralelamente, e inclusa ao processo de
validagdo, uma extragdo controle contendo apenas as drogas vegetais e
agua. Nas tabelas 36, 37, 38 e 39 observa-se os resultados das amostras
contendo 6xido de etileno, etilenoglicol e etilenocloridrina, amostra sem os
padrbes (controle) e a concentragao real dos residuais em ppm, sendo esta
ultima calculada a partir das diferengas entre as anteriores, respeitando o
mesmo tempo de extragao.
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No quesito Limite de detecgdo, estabelecido por meio de analise de
solugdes de concentragbes conhecidas e decrescentes de 6xido de etileno e
seus derivados, até o menor nivel detectavel, sequndo a tabela 41 sio0: para
0 oOxido de etileno 5,20 ppm, para etilenoglicol 11,51 ppm e para
etilenocloridrina 4,68 ppm. Com relagdo ao item robustez considerado
durante a fase de desenvolvimento do método, pode-se considera-lo isenta
das variagdes tipicas de cromatografia gasosa pelo fato de ter-se utilizado a
mesma coluna cromatografica, bem como o por se trabalhar com

temperatura e fluxo constantes.

Quanto a exatidao inter-corridas do método, representado para as
diferentes drogas vegetais na tabela 40, observa-se que para a alcachofra
obteve-se uma boa recuperagéo , por volta de 60%, 70% e 35% de éxido de
etileno, etilenocloridrina e etilenoglicol, respectivamente, entre 10 e 14 horas
de extragdo. indices de etilenoglicol maiores em maior tempo de extragio
devem-se certamente a degradacdo do o6xido de etileno. No caso da
camomila, o methor intervalo de extracdo se altera para de 4 a 10 horas, e
60%, 20% e 20% de recuperagado para 0s mesmos componentes.

O intervalo de tempo de extragdo que apresenta methor porcentagem
de recuperagéo ou exatidido para a ginkgo biloba e guarana é 16 a 20 horas,
resultando em 35%, 80% e 20% e 54%, 80% e 80% respectivamente para
ginkgo biloba e alcachofra de Oxido de etileno, etilenocloridrina e
etilenoglicol. Estes resultados, embora em relagdo & concentragdo
recuperada, podem ser também observados nas figuras 08 a 11. Alguns
pontos incoerentes nas curvas foram observados, entretanto devem-se

certamente a variagdo na coleta da fragdo.

As extragbes foram realizadas em meio liquido e as inje¢des no
cromatdgrafo gasoso foram efetuadas de forma manual. A literatura
descreve método de extragdo e injegdo por “Head Space” com injetor
automatico acoplado como sendo mais eficaz e capaz de promover maior
indice de recuperagdo (CARDEAL E COLABORADORES, 1995; BICCHI E
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FRATTINI, 1982) entretanto limitagoes em relacdo ao equipamento impediu

que se adotasse tal procedimento.

As concentragdes de residuais apds o processo de descontaminagio
por 6xido de etileno podem ser observadas nas tabelas 42 a 47. As
presengas de etilenoglicol e etilenocloridrina detectada mantiveram-se para
todas as amostras testadas, dentro do limite de sensibilidade do método
adotado (5 ppm para etilenocloridrina e 10 ppm para etilenoglicol). J& no
caso do 6xido de etileno seja para ciclo de exposigdo de 30 ou 60 minutos,
as drogas vegetais alcachofra e camomila sdo responsaveis pelos maiores
indices de residuais para este agente. Pode-se constatar também intensa
reducdo a indices aceitaveis de dxido de etileno, apoés 14 dias de aeragio
ambiental, respeitando temperatura ambiente e apenas favorecidas pelas 25
trocas de ar por hora, obtendo-se apds este periodo de aeragdo indices
abaixo dos aceitaveis pela ANFZA (20 ppm) e EUA (50 ppm) (ANFZA, 200Q)

Estes resultados condizem com os de FOWLES e colaboradores que
em 2001 realizaram experimento semelhante e apés 14 dias de aeragédo
ambiental apenas 31 de 200 especiarias vegetais estudadas apresentaram
resultados acima do limite de detecgdo de 2 ppm. Com base em dados de
monitoramento conclui-se que ndo ha riscos cancerigenos inerentes ao
oxido de etileno em consumidores de especiarias e drogas vegetais
descontaminadas. Esta constatagdo é inteligivel, apesar de os dados
toxicologicos para os derivados ainda serem limitados, pois o dxido de
etileno € um gas aitamente volati e se dissipa rapidamente apds a
fumigagdo. Dados da USEPA (1998) tém mostrado que os niveis deste
agente diminuem rapidamente nos primeiros dias e entdao mais lentamente
até se tornar ndo detectavel (<0,1 ppm) apés 2 meses.(FOWLES, 2001)

Estes resultados sdo promissores, tendo em vista que os 14 dias de
aeragdo certamente estardo sendo compativeis com etapas de embalagem
final do produto, previamente a sua distribuicdo e consumo. Os reduzidos

niveis de etilenogiicol e etilenocloridrina, produtos com caracteristicas
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problematicas seja pela néo volatilidade ou pela elevada toxicidade do
segundo, consistem em aspecto extremamente favoravel (FOWLES, 2001).

No que se refere as analises quimicas objetivando investigar
eventuais alteragdes de principios ativos foram adotados marcadores, ou
seja substancias constituintes na droga vegetal as quais foram
quimicamente definidas e com propésitos de controle de qualidade (WHO,
1993). Com relagdo as validagbes das metodologias de analise por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE, as metodologias
farmacopéicas nao obrigatoriamente requerem validagdo, conforme CFR
211.194 - American National Standards Institute (USP XXV). Assim
extrapolou-se esta afirmagao parcialmente para métodos - obtidos da
literatura, visto que tratavam-se de metodologias validadas anteriormente.
Foram entretanto adotados os pardmetros de precisdo, exatiddo e
linearidade, a semelhanga de orientagdo preconizada na resolugdo RE 475
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria de 19 de margo de 2002
(BRASIL LEIS E DECRETOS, 2002) de forma a verificar-se as possiveis
variagbes das COndigées de analise, decorrentes por exemplo do
equipamento, operagdes analiticas e amostra. Os resultados obtidos estéao
'apre'sentados nas tabelas 48, 49 e 50 e figuras 12, 13 e 14.

Com relag8o as analises de alcachofra a Farmacopéia Brasileira 3°
edigdo de 1977 descreve um método de extragdo e doseamento de cinarina
por espectrofotometria entretanto a descrigéo do método apresenta-se
superficial e imcompleta (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988). Na versdo
mais atual ndo consta esta monografia (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
1988). Apesar de algumas literaturas cientificas mostrarem analise de
flavondides da alcachofra por cromatografia em camada delgada, este
meétodo €& incapaz de quantificar estes compostos com prescisao
(GEBHARDT & FAUSEL, 1997; FINZELBERG, 1998).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia seria a metodologia mais
adequada para a realizagdo destas analises. Foram testados os
procedimentos encontrados em literaturas para extragdo e
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identificagao/quantificagdo (ADZET E PUIGMACIA, 1985, FINZELBERG,
2000). O método descrito por Adzet e Puigmacia esta descrito
superficialmente, ndo especificando sequer a quantidade de solvente de
extragdo e nem a concentragdo da fase mével (ADZET E PUIGMACIA,
1985). A Finzelberg da Alemanha gentiimente cedeu a metodologia de
determinagao de acidos caffeoquinicos por eles utilizada, entretanto esta por
ser direcionada a extratos secos, os resultados para a droga vegetal in
natura foram insatisfatorios, sendo inclusive indetectavel para a resposta
referente a cinarina (FINZELBERG, 2000). Portanto infelizmente, as anadlises
correspondentes a alcachofra proveniente dos trés fornecedores nédo
puderam ser realizadas tendo em vista a inviabilidade de metodologias de
extragdo e de analise por CLAE capazes de detectar e dosear o marcador
desta droga vegetal de maneira satisfatéria. Estes resultados seriam de
extrema importéncia visto que na inspeg¢ado visual (Figura 01) observou-se
diferengas consideraveis entre as alcachofras provenientes dos
fornecedores A, B e C. Acresce momentaneamente a dificuldade na
aquisicao de substancias quimicas de referéncia, esgotadas nos estudos
feitos, tendo em vista a dificuldade de importagdo. Desta forma, abre-se mao
do desenvolvimento desta etapa do trabalho, permanecendo eventualmente
para inclusao em Projeto de Doutorado, que se tenciona desenvolver.

A precisdo e exatidao dos métodos de analise das drogas vegetais
por CLAE estao apresentadas na tabela 48. A precisado foi determinada em
intercorridas com 3 concentragdes de marcador, 100% (teor encontrado nas
drogas vegetais), 70% e 130% com 3 réplicas de cada e esta expressa como
desvio padrao relativo — DPR - ou coeficiente de variagdo. Todas as
amostras apresentaram DPR menor que 15%, valor considerado maximo
pela resolugao RE 475. Ja a exatidao avaliada interdias e intercorridas foi
calculada tendo por base as curvas de calibragdo (Figuras de 12 a '14) e
apresentaram variagées de no minimo 94,32% para 70% de guarana e no
maximo de 122,05% para 70% de ginkgo biloba. Foram consideradas
satisfatérias, por se tratar de drogas vegetais que possuem varios

interferentes, nem sempre eliminados pelo processo de extragao.
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Na tabela 49 podemos observar as concentragdes dos marcadores
nas drogas vegetais ndo submetida a processo de descontaminagido por
oxido de etileno. Os resultados obtidos do teor de cafeina no guarana foram
3,52%, 4,01% e 3,83% respectivamente para os fornecedores A, B, e C,
estes estdo de acordo com a Associagdo Brasileira de Industrias
Alimenticias que na publicacdo da Comissdo Brasileira de Legislagdo e
PadrGes para Alimentos estabelece que: “O teor de cafeina esperado € de
minimo 3%” (BRAZILIAN NATIONAL COMMISSION OF LEGISLATION AND
STANDARDS FOR FOOD, 1985). Carlson e Thompson em 1998 declararam
que o teor de cafeina no guarana deve ser entre 3 a 6% (CARLSON E
THOMPSON, 1998).

No que se refere ao ginkgo biloba o teor de glicosideos flavonodicos,
descrito na Farmacopéia Americana XXV, deve ser maior que 0,8% e
portanto os resultados de 1,21%, 1,50% e 1,34% estdo satisfatérios. Hasler,
Sticher e Meier na Alemanha em 1992 publicaram estudo comparativo entre
teores de glicosideos flavondicos provenientes de folhas de ginkgo biloba
colhidas em diferentes meses do ano e obtiveram concentragbes que
variavam de 0,29 a 1,11% (HASLER, STICHER E MEIER, 1992).

De maneira contraria a concentragdo de apigenin-7-glucoside das
camomilas provenientes dos fornecedores A e B foram 0,16 e 0,27%
respectivamente e encontram-se com teor abaixo de 0,3%, especificado
pela USP XXV. Apesar do fornecedor A nao ter apresentado o certificado de
analise, podemos considerar que este resultado pode ser proveniente de
diferentes dadas de colheita’ As datas de colheita diferem em 3 meses, os
fornecedor B e C colheram seus produtos nos meses de agosto e maio de
2001 respectivamente. Ambas as drogas em questao foram cultivadas no
Brasil mas apenas o fornecedor C indicou a regido. A diferenga de clima
também é um fator importante na concentragdo dos marcadores nas drogas
vegetais (OLIVEIRA E COLABORADORES, 1998). Estudo realizado por
Redaelli e colaboradores apresentou diferentes conteudos de apigenina-7-
glucosideo em camomilas provenientes de paises como Argentina (5,02%) e
Iltalia (2,85%) (REDAELLI E COLABORADORES, 1981).
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Devido ao fato de estarmos analisando as mesmas drogas vegetais,
somente diferenciando o fornecedor, adotou-se como escolha para as
analises de principios ativos naturais apds os ciclos de exposi¢ao ao gas
oxido de etileno as drogas provenientes do fornecedor C. Como se pode
observar na tabela 50, a exposicdo de 30 e 60 minutos ao agente
descontaminante ndo promoveu efeitos deletéricos nas concentragdes e
tempo de retengcdo dos marcadores utilizados. Variagdes menores que 5%
foram consideradas aceitaveis como erros analiticos.

Os resultados apresentados neste estudo comprovam a necessidade
de implantagdo de medidas mais sérias na fiscalizagdo de drogas vegetais
comercializadas, seja na qualidade fisica, microbiologica ou quimica afim de
que os fornecedores adeqiem-se aos requisitos de qualidade impostos pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria através da RDC 17 de 2000
(BRASIL LEIS E DECRETOS, 2000).

Evidenciou-se a eficacia e seguranga da descontaminagéo de drogas
vegetais por 6xido de etileno, visto que & um potente agente antimicrobiano
de residuos facilmente removiveis e que nao interfere na identificagao e
doseamento dos marcadores estudados. Vale lembrar na necessidade de
cuidados especiais na manipulagdo e remog¢do de residuos, regras
essenciais que infelizmente nem sempre sao adotadas no mercado nacional.



Gorclusdo-



124
Estudo da Aplicabilidade do Processo de Descontaminag&o de Drogas Vegetais empregando Oxido de Etilenc

VIl - CONCLUSAO

1. Os laudos de analise de alcachofra, camomila, ginkgo biloba e guarana
avaliados, apesar da omissao do fornecedor A, apresentaram resultados néo
uniformes entre si;

2. As embalagens nas quais as drogas vegetais provenientes dos
fornecedores A, B e C foram recebidas protegem o material em questao,
entretanto o fato de a maioria das embalagens serem de polietileno facilita a
retengao de umidade no interior promovendo a proliferagéo de bactérias e

fungos;

3. Nao houve uniformidade entre as amostras de alcachofra, camomila,
ginkgo biloba e guarana provenientes dos fornecedores A, B e C no quesito
inspegao visual, tendo sido encontrados materiais de origens mineral,

vegetal e animal,

4. Na alcachofra, camomila, ginkgo biloba e guarana analisados continham
elevados niveis de bactérias e fungos, e ndo evidenciaram interferentes
relevantes no teste de contagem microbiana. Foram detectados

microrganismos patogénicos nas amostras estudadas;

5. A exposigao das drogas vegetais provenientes dos fornecedores A, B e
C, de 30 e 60 minutos ao gas 6xido de etileno é capaz de eliminar cerca de
90% e 99,8% respectivamente da carga microbiana inicial de drogas

vegetais com biocarga da ordem de 10%;

6. A exposi¢do de drogas vegetais provenientes dos fornecedores A, B e C
de 30 minutos ao gas 6xido de etileno foi capaz de eliminar todos os

patogénicos especificos encontrados anteriormente;

7. Os residuais de etilenoglicol e etilenocloridrina nas amostras de
alcachofra, camomila, ginkgo biloba e guarand, apds os ciclos de exposi¢io
ao gas oxido de etileno, mantiveram-se dentro do limite de sensibilidade do
método adotado;
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8. Os niveis residuais de 6xido de etileno, apds exposigdo de 30 e 60
minutos das drogas vegetais analisadas, foram reduzidos a indices

aceitaveis apds 14 dias de aeragado ambiental,

9. As camomilas provenientes dos fornecedores A e B encontraram-se,
anteriormente ao tratamento, com niveis de apigenina-7-glucosideo menores
que o exigido pela USP XXV,

10. Nao houve alteragdo nas concentragdes dos marcadores das drogas
vegetais camomila, ginkgo biloba e guarana analisadas mesmo épés ciclo de

exposi¢cao de 60 minutos ao gas 6xido de etileno.

11. O processo de descontaminagao de drogas vegetais por oxido de etileno
€ um processo eficaz e seguro, desde que sejam adotados os requisitos de

seguranga necessarios.
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