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Resumo

Aespécie Schinus terebinthifolius Raddi, conhecida como aroeira da praia, € utilizada na medicina tradicional para
o tratamento de lesdes e Ulceras de pele e mucosas, infecgdes do sistema respiratorio, digestivo e geniturinario.
Sendo um dos maiores problemas enfrentados pela industria de fitoterapicos a contaminagdo microbiana das
matérias-primas, este trabalho objetivou avaliar a influéncia dos processos de autoclavagao e microondas sobre
a contaminagéo microbioldgica e teor de taninos e flavondides totais do p6 e de extratos hidroalcodlicos de
aroeira. Os extratos foram obtidos por maceragéo na proporgéo de 1:10 de planta/solvente com alcool a 40%,
50%, 60% e 70%. Os métodos microbioldgicos utilizados foram o de contagem de microrganismos em placa por
pour plate e o da pesquisa de patdégenos, analisando em triplicata cada uma das amostras. Nos pds autoclavados
houve apenas crescimento bacteriano (0,12 x 10?2 UFC/g). No processo por microondas ocorreu crescimento
para bactérias (0,50 x 10> UFC/g) e fungos (0,10 x 102 UFC/g). Os pds quando néo tratados, apresentaram
maior crescimento de bactérias (3,68 x 10> UFC/g) e fungos (0,26 x 10?2 UFC/g). Os extratos tratados com
alcool apresentaram menor contaminagao microbiana. O processo de esterilizacao por autoclave nao acarretou
reducéo de polifendis e taninos totais.

Abstract

The Schinus terebinthifolius Raddi, known as aroeira da praia, is used in traditional medicine for the treatment
of lesions and ulcers in the skin and mucosa, infections in the respiratory threat, digestive and urinary systems.
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One of the biggest problems faced by the fitotherapic industry is the microbian contamination of the drug.
This work aimed at assessing the influence of the autoclavation and microwave processes on the microbian
contamination, and the total content of tannins and flavanoids of the powder and hydroalcoholic extracts of
the aroeira. The extracts were obtained by maceration in the proportion of 1:10 of plant/solvent with alcohol at
40%, 50%, 60% and 70%. The microbiologic methods used were the microorganism count on a dish by pour
plate and the pathogeneous research, performing a triplicate analysis of the samples. On the microbian count
after autoclavation, no fungal growth was observed, but there was bacterial growth (0.12 x 10> UFC/g). In the
microwave process bacterial growth occurred (0.50 x 10?2 UFC/g) as well as fungal growth (0.10 x 102 UFC/g).
The powder, when untreated, show greater bacterial growth (3.68 x 102 UFC/g) and fungi (0.26 x 102 UFC/g).
The extracts treated by alcohol showed less microbian contamination. The sterilization process by autoclavation
did not lead to a decrease in the polyphenols and total tannins contents.

Introducéo

Calixto (2001) relata que os vegetais tém sido utilizados
como fonte alimenticia e medicamentosa. As diversas
enfermidades sdo tratadas através de chas, infusos,
decoctos, macerados, sucos, tinturas, banhos, cata-
plasmas e unglentos, que sdo preparados a partir de
determinadas partes das plantas, ou drogas vegetais.
No entanto, essas drogas podem conter um grande
numero de fungos e bactérias, geralmente, provenien-
tes do solo, pertencentes a microflora natural de certas
plantas ou mesmo introduzidas durante a manipulagao.
Dependendo das condi¢bes de manejo, secagem e ar-
mazenamento, 0s microrganismos podem desenvol-
ver-se, intensificando a contaminagao (WHO, 1998).

A contaminacgédo por fungos e bactérias Gram-nega-
tivas (Escherichia coli) tem sido observada, e foi de-
monstrado que vem afetando a qualidade microbiol6-
gica das drogas vegetais, evidenciando a necessidade
de se estabelecer normas de boas praticas de cultivo,
coleta e certificagdo de fornecedores (Dall’Agnol e
Nascimento, 1998).

Os limites de contaminag&o microbiana em drogas ve-
getais dependem do tipo de material vegetal e de seu
uso. Em seu estado cru, ndo tratado, considerando
a coleta em condi¢des higiénicas e processamento,
tais como procedimentos de descontaminagdo qui-
mica ou fisica (aquecimento, extracdo com alcool e
outros), podem apresentar limites de contaminacéo
de no maximo 10* UFC/g para Escherichia coli e 10°
UFC/g para fungos filamentosos. Para uso topico, os
limites sdo de no maximo 107 UFC/g para bactérias
aerobicas, 10?2 UFC/g para Escherichia coli e de 10*
UFC/g para fungos (leveduras e filamentosos), ndo
sendo admitida a presenca de Salmonella sp. (WHO,
1998; Brasil, 1999). A Farmacopéia Européia (2002)
apresenta como limites auséncia de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus e
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limites para bactérias aerébicas de 10° UFC/g e para
fungos de 10* UFC/g.

Quanto ao produto final, além da qualidade microbia-
na adequada para comercializagdo, o medicamento
ou cosmético deve ser seguro ao consumidor, garan-
tindo a manutencéo da qualidade durante o uso, con-
forme a eficacia do conservante e outros adjuvantes,
porém ha varios fatores relacionados as formulagdes
que podem afetar o comportamento de conservagéo
dos produtos, como, pH do produto, adsor¢cdo pelo
material de acondicionamento, coeficiente de parti-
cao, presenca de tensoativos, agentes umectantes,
temperatura de fabricagdo e a estocagem (Ohara,
Fischer e Saito, 1991; Ohara e Saito, 1984 a,b).

Na matéria-prima vegetal, 0 composto ou classe de
compostos quimicos, como por exemplo, alcaldides,
flavonoides, acidos graxos e outras substancias pre-
sentes na matéria-prima, preferencialmente, tendo
correlagdo com o efeito terapéutico é utilizado como
referéncia no controle de qualidade da matéria-prima
vegetal ou do fitoterapico, e € denominado marcador
guimico (Brasil, 2004).

Na casca de Schinus terebinthifolius Raddi (S. t.),
Anacardiaceae (“aroeira” ou “Brazilian Peppertree”),
0s taninos representam um dos principais constituin-
tes, sendo considerados como marcadores quimicos
no controle de qualidade dessa espécie, pois apre-
sentam atividades biolégicas como antiinflamatéria,
antimicrobiana, antifungica, além de cicatrizantes, an-
ticarcinogénica e antimutagénica (Simdes et al., 1999;
Vital et al., 2004; Monteiro et al., 2005).

O objetivo desse estudo foi avaliar a eficacia do mé-
todo de esterilizagao por autoclave e microondas e a
influéncia da concentragdo de alcool na carga micro-
biana e no teor dos marcadores quimicos (taninos e
polifendis totais) de Schinus terebinthifolius Raddi.
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Materiais e Métodos
Amostras

Cascas secas de Schinus terebinthifolius Raddi fo-
ram coletadas no municipio de Guarabira na regiao
da Mata Atlantica do Estado da Paraiba. A espécie foi
identificada e registrada no Herbario Parque das Du-
nas da Universidade Federal do Rio Grande do Norte,
sob o namero 20.

Tratamento da droga vegetal e preparagdo dos
pés das cascas de S. terebinthifolius

As cascas foram previamente secas em estufa de ar
circulante a 45°C, durante cinco dias e pulverizadas
em moinho de facas. A droga vegetal foi dividida em 3
partes, sendo duas delas tratadas e esterilizadas em
autoclave a 121°C durante 15 minutos e microondas
na poténcia de 540 W por dois minutos, a outra parte
nao sofreu tratamento.

Preparacdo dos extratos hidroalcodlicos das
cascas pulverizadas de S. terebinthifolius

Em seguida foram preparados extratos com a droga
pulverizada. Os macerados foram preparados numa
proporgdo droga/solugdo alcodlica de 1:10 (m/v) a
temperatura ambiente. O material vegetal ficou em
maceracao por cinco dias com agitacdo esporadica.
Foram preparados os extratos hidroalcodlicos em
concentragbes de etanol decrescentes a 70%, 60%,
50% e 40% (v/v).

Analise Microbiolbgica
Preparo dos Meios de Cultura e de Solugdes

Os meios de cultura Sabouraud-dextrose para fun-
gos e meio caseina-soja para bactérias foram pesa-
dos conforme as quantidades especificadas em cada
rétulo, e esterilizados em autoclave a 121°C por 15
minutos. Em seguida foram distribuidos em placas de
Petri em ambiente asséptico. Apds resfriamento, foi
realizado o teste de esterilizagdo dos meios distribu-
idos em estufa por um periodo de 24 horas. Todas
as placas foram acondicionadas com papel de filme e
guardadas em geladeira.

Contagem Microbiana

Foi realizado o método direto em placas e todas as
analises foram realizadas em triplicata para cada
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amostra. O método consiste na contagem da popula-
¢do de microrganismos que apresentam crescimento
visivel em quatro dias em Agar caseina-soja incuba-
das a uma temperatura de 30-35°C, e sete dias em
meio Sabouraud-dextrose incubados a uma tempe-
ratura de 20-25°C. Transferiu-se 10 g ou 10 mL da
amostra para um Erlenmeyer de 250 mL contendo 90
mL de tampao fosfato pH 7,2. Em seguida, foi reali-
zada agitagdo até dissolugéo e ajustou-se o pH entre
6,5-7,5 com acido cloridrico 0,1 M. Transferiu-se 1 mL
desta diluicdo para 9 mL de agua. Aliquotas de 1 mL
de cada diluicdo foram transferidas para quatro placas
de Petri, logo em seguida foram adicionados 0os meios
de cultura, sendo duas placas com o meio Sabouraud
dextrose e duas placas com o meio caseina-soja,
ambos liquefeitos a 45°C. O meio foi homogeneizado
e deixou-se solidificar. Os meios foram incubados e
contaram-se as colbnias, calculando-se por fim o nu-
mero de microrganismos.

Como os poés foram submetidos a processos com
elevada temperatura e umidade em autoclave, foi
realizado o doseamento dos marcadores — polife-
nois e taninos totais - em amostras dos extratos a
fim de averiguar se ocorreram diminui¢gées no teor
dessas substancias.

Em trabalho anterior sobre o desenvolvimento e va-
lidacdo de metodologia analitica para doseamento
de taninos e polifendis totais em extratos de Aroeira
(Vasconcelos 2003), observou-se que, em funcédo do
tempo, temperatura e valor de pH, ocorre hidrélise
dos taninos hidrolisaveis levando a formagéo do seu
mondmero, o acido galico. Assim, os autores decidi-
ram se certificar da possivel influéncia dos processos
empregados sobre o teor dos marcadores.

Determinagdo Quantitativa de Polifendéis Totais e
Taninos Totais por Espectrofotometria Através da
Leitura Direta (Vasconcelos, 2003)

Foram transferidos 10,0 mL do extrato para bal&o vo-
lumétrico de 100,0 mL e o volume completado com
agua destilada. Uma aliquota de 3,0 mL desta solugéo
foi diluida em 100,0 mL com agua destilada. A absor-
vancia foi determinada em 263nm, utilizando agua
como branco. Para determinacéo da fracdo néo-ta-
nante (FTN), 10,0 mL da solucao foi submetida a agi-
tacdo em agitador magnético, com 150 mg de caseina
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(agente complexante) durante uma hora, em seguida,
a solugao foi filtrada. Depois, foi retirada uma aliquo-
ta de 5,0 mL e diluida com 25 mL de agua destilada.
A absorvancia foi determinada em 263 nm, utilizando
agua como branco. Os resultados foram calculados
segundo as equacgdes abaixo e expressos em (g%) de
acido galico, através da média de trés determinacdes.
(Vasconcelos, 2003)

PTF = A, x FD/(m — p) x A %
FNT = A, x FD/(m — p) x A %
TT = PFT - FNT

Onde:

PFT = Polifendis Totais.

FNT = Fracédo ndo-tanante (g%).

TT = Taninos Totais (g%).

A, = Absorvancia de polifendis totais.

A, = Absorvancia da fragdo n&o-tanante.

FD = Fator de diluigéo.

m = massa de matéria-prima vegetal (g).

p = perda por dessecac¢do de matéria-prima (g).

A" = coeficiente de absorgéo especifica do acido galico.

Resultados e Discussao

Na contagem microbiana realizada nos pds submeti-
dos ao processo de esterilizagdo por autoclave, ndo
foram visualizados crescimentos de fungos, mas hou-
ve crescimento bacteriano (0,12 x 10? UFC/g). No
processo por microondas ocorreu crescimento tanto
para bactérias (0,50 x 10?2 UFC/g) quanto para fungos
(0,10 x 10?2 UFC/g). As cascas pulverizadas de aroei-
ra, quando nao tratadas, apresentaram maior cresci-
mento de bactérias (3,68 x 102 UFC/g) e fungos (0,26
x 10?2 UFC/g). Comparando-se os dois tratamentos foi
verificada uma redugao da carga microbiana maior no
processo de autoclavagdo em relacdo as cascas nao
tratadas.

A tabela 1 apresenta a contagem microbiana em ex-
tratos de diferentes concentragdes alcodlicas obtidos
a partir de cascas autoclavadas e nao tratadas. Ao ob-
servar a influéncia do alcool presente nos extratos nas
amostras autoclavadas e nédo tratadas, verificou-se
que, de um modo geral, os extratos com tratamento
prévio apresentaram menor contaminagao microbiana
que os obtidos de cascas ndo tratadas. Além disso,
um percentual maior de etanol favoreceu a obtengéo
de uma carga microbiana menor. Essas diferencas
séo estatisticamente significativas tanto para bacté-
rias como para fungos, pelo teste de ANOVA.
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Tabela 1 — Contagem microbiana (UFC/mL) nas
amostras de extratos hidroalcodlicos de S. tereben-
thifolius com ou sem esterilizacdo em autoclave.

Agar Agar Agar Agar

Sabouraud- Caseina- Sabouraud- ~ Caseina-
Extratos dextrose soja dextrose soja

Nao Tratado Nao Tratado Tratado Tratado

40% 0,4 x 10? 2,38 x 102 0,10x 10> 0,14 x 10?
50% 0,16 x 102 2,9x10? NC NC
60% NC 1,23 x 10? NC NC
70% NC NC NC NC
Controle NC NC NC NC

NC = Nenhum crescimento

O alcool etilico € um importante desinfetante por pos-
suir caracteristicas microbicidas direcionadas a bacté-
rias na forma vegetativa e fungos, mas ndo tem acao
contra os esporos. Portanto, caracteriza-se como de-
sinfetante, anti-séptico, sem propriedade esterilizante.
Sua atividade é provavelmente pela desnaturagdo de
proteinas e remocao de lipidios da membrana. A ati-
vidade germicida maxima ocorre quando é diluido em
agua, sendo a concentragdo recomendada 70% (Ha-
rinen et al., 2007; Koransky, Allen e Dowell Jr, 1978;
Mazzola et al.,, 2009; Metcalf, Chambers e Pithie,
2004; Santos et al., 2002).

As amostras dos extratos hidroalcodlicos a 50% e
60% de cascas ndo tratadas apresentaram maior teor
de polifendis e taninos totais do que os extratos a
40% e 70%. Entre as quatro concentragdes, o extrato
a 70% foi o que apresentou o menor teor (tabela 2).

Tabela 2 — Determinagao do teor de polifendis to-
tais, taninos e fragdo nao tanante para os extratos
hidroalcoodlicos das cascas néo tratadas em auto-
clave de S. terebenthifolius.

Concentracéo

0, 0, 0,
dos Extratos PFT g% ENT % TT g%
40% 8,53+ 0,09 1,44 +0,14 7,09+0,13
(0,0107%) (0,0998%) (0,0184%)
5006 10,43+0,25  1,08+0,12 9,35+ 0,31
0 (0,0246%) (0,1137%) (0,0336%)
0% 10,510 ,04  1,44£0,19 9,06 + 0,23
° (0,0039%) (0,1371%) (0,0261%)
200 7,88+ 0,08 1,28 £0,25 6,61+ 0,34
° (0,0113%) (0,2007%) (0,0517%)

Siglas: PFT - Polifendis Totais; FNT - fragdo nédo-tanante; TT-
Taninos Totais. Valores representam média + desvio-padréo
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Em fung&o desses resultados, apenas os extratos a
50% e 60% foram analisados quanto a eventual influ-
éncia da autoclavacéo e microondas sobre o Teor de
Taninos e Polifendis Totais (Tabela 3).

O teor de polifendis e taninos totais dos extratos hi-
droalcodlicos das cascas de S. terebinthifolius tratadas
previamente por autoclave a 121°C por 15 minutos néo
foi alterado pela influéncia desse processo de esterili-
zacao em relagdo as cascas nao tratadas. (Tabela 3).

O método ANOVA aplicado aos dados dos taninos
totais dos extratos hidroalcodlicos mostrou que as di-
ferencas nao foram estatisticamente significativas, ja
que o valor de F (0,300352) foi menor do que o valor
de F-critico (3,098393).

O teor de polifendis e taninos totais foi superior nas
amostras dos extratos de cascas previamente subme-
tidas a tratamento por autoclave (tabela 3), quando
comparado com os extratos de cascas nao tratadas
(tabela 2).

Tabela 3 — Determinacao do teor de polifendis totais,
taninos totais e fracdo nao tanante para extratos hi-
droalcodlicos das cascas tratadas em autoclave de
S. terebinthifolius.

Tratamento /
FNT %

Concentragédo
dos Extratos

PFT g% TT 0%

Autoclave 11,17 £ 0,11 1,57 £ 0,04 9,60 £0,17

50% (0,011%) (0,0307%) (0,058178%)
Autoclave 11,56 £ 0,26 1,66 +0,12 9,90 + 0,36
60% (0,0228%) (0,0779%) (0,036%)
Microondas 11,08 + 007 1,41 +0,04 9,68 £ 0,11
50% (0,0068%) (0,0316%) 0,0123%)
Microondas 11,21+ 0,38 1,34+0,15 9,87 £ 0,40
(0,0346%) (0,1184%) (0,0405%)

60%

Siglas: PFT - Polifendis Totais; FNT - fragdo nédo-tanante; TT-
Taninos Totais. Valores representam média + desvio-padréo
Através do método ANOVA, os resultados obtidos
quanto a presenca de polifendis e taninos totais dos
extratos hidroalcodlicos das cascas submetidas a tra-
tamento por autoclave, microondas e sem tratamen-
to, mostraram que as diferengas nao foram estatis-
ticamente significativas. Esse resultado também foi
encontrado quando compararam-se 0s extratos com
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tratamento e sem tratamento, sugerindo que 0s pro-
cessos de autoclavagdo e microondas nao alteraram
o teor dos marcadores desta planta.

Conclusao

Os extratos das cascas pulverizadas submetidas
previamente ao processo de esterilizagdo por au-
toclave ndo apresentaram reducédo de polifendis e
taninos totais. Estudos futuros avaliardo se outros
métodos de esterilizagdo podem ser utilizados para
plantas medicinais.
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