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RESUMO

No Brasil os fitoterapicos movimentam milhdes de dolares por ano, possuem como principio ativo,
extratos vegetais. A populacdo tem procurado a fitoterapia na tentativa de obter habitos de vida
mais saudaveis, ndo deixando de existir, a preocupacdo em relacdo a qualidade deste produto. A
planta utilizada neste estudo foi a Cassia angustifolia, conhecida como sene, tendo como indicagao
principal o tratamento da constipacéo intestinal. De acordo com a resolucdo RDC n° 48 de 16 de
marco de 2004, a pesquisa de contaminantes em fitoterapicos deve estar de acordo com a
Farmacopeia Brasileira. Com o objetivo de avaliar a contagem global de fungos e determinacgéo
de Staphylococcus aureus de amostras de Cassia angustifolia, de acordo com as especificagdes da
Farmacopeia Brasileira de 2010. Desta forma realizou-se uma pesquisa na cidade de Mineiros-
GO, verificando a presenca de fungos bem como de Staphylococcus aureus nas folhas de Cassia
angustifolia comercializadas em suas embalagens originais. Foram encontradas trés amostras de
fabricantes diferentes, as quais foram submetidas aos testes microbioldgicos. Os resultados
confirmaram a auséncia de Staphylococcus aureus, e de crescimento fungico. Diante das analises
pode-se afirmar que os fabricantes das amostras analisadas estdo cumprindo com o controle de

qualidade de fungos e de Staphylococcus aureus do produto testado.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Sene, Constipagéo intestinal, Controle microbioldgico.
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ABSTRACT

In Brazil the herbal move millions of dollars a year, have as a principle active plant extracts. The
population has sought phytotherapy in trying to get more healthy lifestyle, do not cease to exist,
the concern about the quality of this product. The plant used in this study was the Cassia
angustifolia, known as senna, having as main indication the treatment of constipation. According
to Resolution RDC No. 48 of March 16, 2004, the survey of contaminants in herbal medicines
should be in accordance with the Brazilian Pharmacopoeia. In order to assess the overall count of
fungi and determination of Staphylococcus aureus samples Cassia angustifolia, according to the
specifications of the Brazilian Pharmacopoeia 2010. Thus we carried out a survey in Mineiros -
GO, verifying the presence of fungi and Staphylococcus aureus in Cassia angustifolia leaves sold
in their original containers. We found three samples of different manufacturers, which were
subjected to microbiological tests. The results confirmed the absence of Staphylococcus aureus
and fungal growth. Given the analyzes it can be stated that the manufacturers of the samples are
complying with the quality control of fungi and Staphylococcus aureus product tested.

Keywords: Herbal medicines, Sene, Constipation, Microbiological control.
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INTRODUCAO

A sociedade tem buscado a fitoterapia como recurso terapéutico, na tentativa de obter
habitos de vida mais saudaveis. Ndo deixando de existir, a preocupagdo em relacdo a qualidade
destes produtos, ficando atento com a qualidade da informacdo e formacéo de profissionais. A
qualidade pode ser definida como um conjunto de atributos que se deseja para um determinado
produto, ou seja, um conjunto de critérios que caracterizam tanto a matéria-prima quanto o produto
final [1,2,3,4].

Cassia angustifolia é uma planta classificada como laxativa antranoide. Sua indicacao
principal € para o tratamento da constipagdo por inércia intestinal em situacdes em que se exigem
facilidade de defecacdo. O uso continuo ou sobredosagem pode resultar em diarreia com perda
excessiva de potassio, albuminuria e hematuria [5,6].

Para se obter um produto fitoterapico exige que a producdo esteja de acordo com 0s
conceitos atuais de qualidade. A partir de estudos realizados, pode-se ressaltar a importancia do
controle de fitoterapicos. Foi realizado um estudo pela Universidade Estadual de Maringa, no
Parana, de produtos feitos com folhas de maracuja e de eucalipto entre outros, onde apontaram
contaminagdo com microrganismos e insetos [2].

A falta de habitos de higiene e limpeza do local podem contaminar o produto com fezes,
insetos, fungos patogénicos e bactérias, entre elas Salmonella spp.coliformes totais, fecais e
Staphylococcus aureus. Considera-se também o contato com o produto e a contaminacado derivada
de operadores significante. A contaminacdo durante o uso ou estocagem do produto também é
considerada e dificil de se prever [7,8].

A resolucdo RDC n° 48 de 16 de marcgo de 2004 [9], dentre suas disposic¢des, estabelece
que a pesquisa de contaminantes microbiologicos em fitoterapicos deve estar de acordo com
especificacbes da Farmacopeia Brasileira.

Diante disso, este trabalho teve como propdsito, verificar a presenca de fungos e
Staphylococcus aureus em amostras de folhas de Cassia angustifolia destinadas a fazer chas, em
suas embalagens originais, comercializadas na cidade de Mineiros-GO, salientando desta forma

sobre os cuidados e orientacdo necessaria para manipulacdo de plantas medicinais.
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MATERIAIS E METODOS

Obtencao das amostras

Realizou-se uma pesquisa na qual foram encontradas trés amostras de Cassia angustifolia
de fabricantes diferentes no comércio da cidade de Mineiros-GO. As quais foram representadas
por amostra do fabricante A (Validade: Agosto/2014, Lote/026), fabricante B (N&o foram
fornecidos data de validade e lote) e fabricante C (Validade: Outubro/2014, Lote 1457G1-
0139ECO).

Anélise Microbioldgica

As analises foram todas realizadas em triplicata no laboratério de microbiologia, nas
dependéncias da Faculdade Mineirense -FAMA.

Os materiais utilizados foram separados e esterilizados de acordo com a necessidade de
utilizacdo. Verificados quanto a validade e estados de uso. Para esterilizacdo foram necessarios
autoclave, estufa para secagem, papel crepado e fita para autoclave. Bancadas desinfetadas de
acordo com os procedimentos padrdes, utilizando etanol a 70%.

Os meios de cultura e provas de identificacdo foram preparados de acordo com a
metodologia a seguir: primeiramente foi preparado o caldo de enriquecimento, Caldo de Caseina
de Soja (Prodimol Biotecnologia®), logo apds foram preparados os meios contendo Sal Manitol
(Prodimol Biotecnologia®) nas placas. Para preparagdo dos meios, antes de adiciona-los ao
erlenmeyer ou as placas, estes passaram por um processo de esterilizagéo na autoclave 15 minutos

a 120°C sobre pressdo de 1,6 atm.

Determinacéo de contaminantes fungicos

Pesou-se 1 g de cada amostra, maceradas em gral previamente esterilizado.
Posteriormente, diluiu-se em 9 mL de tampéo fosfato pH 7,0, e submeteu-se aos processos de
agitacdo e filtracdo em gaze. Em seguida, pipetou-se 1 mL do filtrado e transferiu-se para um
erlenmeyer contendo 9 mL de tampao fosfato pH 7,0, realizando 3 dilui¢cBes decimais sucessivas
[1].

Para preparacdo da solucdo tampao fosfato pH 7,0, dissolveu-se o fosfato de potéssio

monobasico (Vetec®) em 500 mL de agua destilada, acertou-se o pH para 7,0 com hidréxido de
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sodio (Vetec®) 4%, completou-se o volume com agua. Esterilizado e conservado sob refrigeracéo
de acordo com a Farmacopeia brasileira 52 edi¢do (2010) [10]. Transferiu-se 100 [JL de cada
diluicdo para tubos de ensaio contendo meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (Prodimol
Biotecnologia®) e incubadas a 25°C, por 5 dias [1].

Determinacéo de Staphylococcus aureus

Preparou-se a amostra usando diluicdo 1:10 de 1g do produto. Utilizou-se 10 mL da
diluicdo para 90 mL de Caldo Caseina de Soja (Prodimol Biotecnologia®). Homogeneizou-se e
incubou-se 32,5°C durante 24 horas. Ao testar o dispositivo transdérmico filtrou-se 50 mL de
Caldo de enriquecimento e transferiu-se a membrana para 100 mL de Caldo Caseina de Soja
(Prodimol Biotecnologia®). Incubou-se a 32,5°C durante 24 horas. Para sele¢do e subcultura,
agitou-se e transferiu-se uma alca para placa contendo Agar Sal Manitol (Prodimol
Biotecnologia®). Incubando a 32,5 °C durante 72 horas, critérios preconizados pela Farmacopeia
brasileira 52 edi¢do (2010) [10].

De acordo com a Farmacopeia brasileira 52 edi¢cdo (2010) [10], para interpretacdo da
andlise, observa-se a presenca ou nao de crescimento de colénias amarelas ou brancas rodeada por
uma zona amarela que indica a presenca provavel de S. aureus, em caso de confirmacéo, seréo

realizados testes de identificacdo microbiana.

Prova da Catalase

Para a realizacdo da prova da catalase, as ldminas foram numeradas de 1 a 9, fez-se dois
circulos, um para controle e outro para amostra. Colocou-se sobre a lamina uma col6nia da bactéria
da amostra analisada, e em seguida adicionou-se uma gota de peroxido de hidrogénio 3%
(Farmax®). A presenca ou auséncia da atividade da catalase é um teste simples para subdividir
varios géneros. Quando uma gota de perdxido é colocada sobre a coldnia da bactéria produtora de

catalase, aparecem bolhas de oxigénio [11].

Prova da Coagulase

Em seguida, realizou-se a prova da coagulase, na qual numerou-se as laminas de 1 a 9,
tracou-se dois circulos com lapis de cera em uma lamina de vidro para cada amostra em triplicata,

colocou-se duas gotas de dgua destilada ou solucéo fisioldgica estéreis dentro de cada circulo. Com
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auxilio da alca de platina agregou-se a colonia em estudo, homogeneizando delicadamente em cada
circulo. Adicionou-se uma gota de plasma para a prova da coagulase em um dos circulos. No outro
circulo, adicionou-se uma gota de agua destilada como controle. Homogeneizou-se com palito de
madeira, inclinou-se a lamina para frente e para tras. Onde foram observadas a presenca ou ndo de

aglutinacdo [12].

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da contagem global de fungos em triplicata demonstraram que, ndo houve
presencga de contaminantes nas amostras, conforme tabela 1, nas diluigdes testadas. Gerando um
certo questionamento, mas de acordo com os fabricantes, seus produtos passam por um rigido
controle de producdo, com técnicas modernas, esterilizacdo individual dos produtos, exclusivo

sistema de colheita, secagem e embalamento.

Tabela 1: Resultados obtidos para analise fungica de amostras de Cassia angustifolia comercializadas em suas

Amostra 1 - Fabricante A Auséncia de Fungos

embalagens originais

Amostra 2 - Fabricante A Auséncia de Fungos
Amostra 3 - Fabricante A Auséncia de Fungos
Amostra 4 - Fabricante B Auséncia de Fungos
Amostra 5 - Fabricante B Auséncia de Fungos
Amostra 6 - Fabricante B Auséncia de Fungos
Amostra 7 - Fabricante C ~ Auséncia de Fungos
Amostra 8 - Fabricante C ~ Auséncia de Fungos

Amostra 9 - Fabricante C ~ Auséncia de Fungos

De acordo com Barbosa e colaboradores (2010) [13], alto nivel de contaminacdo fungica

pode estar diretamente ou indiretamente relacionado com as condic¢Bes climaticas da regido,
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adubacdo, qualidade da agua de irrigacdo e outros. Conforme Rocha e colaboradores (2012) [14],
a presenca de fungos foram constatadas em 100% das amostras analisadas, mas refletiam a
inadequacdo das condigfes de higiene presentes nos comeércios e nas plantas, por serem de feira
livre. O que diferencia das amostras analisadas neste presente estudo, pois possuiam embalagens
originais, fabricantes cadastrados na ANVISA, e inclusive uma delas apresentava na embalagem
que o produto passou por processo de esterilizacgéo.

Realizou-se andlise de determinacdo de Staphylococcus aureus, ap6s 72 horas de
incubacio a 32,5°C em Agar Sal Manitol observou-se o crescimento de coldnias amarelas rodeada
por uma zona amarela em todas as amostras, mas ndo podendo afirmar a real presenca de S. aureus,
necessitando assim das provas de identificacao.

A coloracdo de Gram foi determinada, onde, as bactérias Gram positivas coram-se de
roxo, e as bactérias Gram negativas coram-se de vermelho. As Idminas analisadas apresentaram a
presenca de bactérias Gram positivas, e em forma de bacilos, o0 que ndo é indicativo da presenca
de Staphylococcus sp.

Segundo Murray, Rosenthal & Pfaller (2009) [11] as células destes cocos Gram positivos
do género Staphylococcus crescem com um perfil que se assemelha a cachos de uvas, no entanto
podem aparecer como células Unicas, pares ou em cadeias. Sdo capazes de crescer em alta
concentracdo de sal e a temperaturas que variam de 18° C a 40°C. As coldnias de Staphylococcus
aureus sdo douradas como resultado de pigmentos carotenoides formados durante o seu
crescimento, Unica espécie encontrada em seres humanos que produz a enzima coagulase.

Diante da presenca de bacilos gram positivos nas amostras, surgiram novos
questionamentos. Foi feita uma anélise da diferenca do Agar Sal Manitol e Agar Sal Manitol gema
de ovo polimixina, no qual encontrou-se uma pequena diferenga na composigéo, apresentando
apenas NaCl. De acordo com Prodimol Biotecnologia® e outros fabricantes, o Agar Sal manitol
tem como finalidade o isolamento de Staphylococcus aureus. J4 0 Agar manitol gema de ovo
polimixina da Himedia, é usado para identificacdo das espécies de Bacillus e Staphylococcus
patogénicos.

Suspeitou-se a presenca Bacillus subtilis nas amostras, o que motivou a realiza¢do de uma
pesquisa sobre tal microrganismo. Devido a diferenca minima entre os meios de cultura, despertou-
se 0 interesse sobre o bacilo em questdo. Bacillus subtilis € uma bactéria gram positiva, nao
patogénica, ndo colonizadora de tecidos, utilizada como modelo de estudo de bactérias gram
positivas, bactéria habitante natural do solo que pode colonizar todos os 6rgdos vegetativos da
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planta, sendo bom agente de biocontrole. Sua aplicacdo no solo traz beneficios diretos para a
producédo agricola, desde a germinacdo de sementes até a producéo de gréos [15,16,17].

Na prova da catalase realizada neste trabalho, todas as amostras apresentaram catalase
positiva, pois apareceram bolhas de oxigénio na presenca de peroxido de hidrogénio 3%. A
formacéo de bolhas na prova da catalase indica ser a familia Microccocaceae, como por exemplo
Staphylococcus, Micrococcus, Planococcus, Stomatococcus. E quando ndo ha formacao de bolhas
indica ser a familia Streptococcacea, como Enterococcus spp., Streptococcus spp., Aerococcus
spp., Gemella spp., Leuconostoc spp., Lactococcus spp [12].

Para uma identificacdo correta do microrganismo seria necessario a realizacdo de outros
testes especificos para bacilos gram positivos, o que ndo foi o propdsito do trabalho.

A utilidade da prova da coagulase refere-se na separacdo de espécies de importancia
clinica, S. aureus- coagulase positiva, das demais espécies — coagulase negativa. Quando as células
bacterianas sdo suspensas em plasma (fibrinogénio), formam-se corddes de fibrina entre elas, o
gue causa agrupamento sob forma de grumaos visiveis [12].

Em relacdo a determinagdo de Staphylococcus aureus, ndo houve crescimento dos
mesmos. No teste da coagulase as amostras apresentaram auséncia do microrganismo, nédo

aglutinando visivelmente. Os resultados se encontram abaixo na tabela 2.

Tabela 2: Resultados obtidos para analise S. aureus de amostras de Cassia angustifolia comercializadas em suas

embalagens originais

1-Fabricante A positivo Bacilo positivo positivo negativo
2-Fabricante A positivo Bacilo positivo positivo negativo
3-Fabricante A positivo Bacilo positivo positivo negativo
4-Fabricante B positivo Bacilo positivo positivo negativo
5-Fabricante B positivo Bacilo positivo positivo negativo
6-Fabricante B positivo Bacilo positivo positivo negativo
7-Fabricante C  positivo Bacilo positivo positivo negativo
8-Fabricante C  positivo Bacilo positivo positivo negativo
9-Fabricante C  positivo Bacilo positivo positivo negativo
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As provas realizadas proporcionaram a verificagdo de um outro microrganismo na
coloracdo de Gram, confirmando com a prova da catalase, sendo indicativo de Bacillus subtilis, a
qual seriam necessarios outras provas de confirmagé&o.

Segundo Furlaneto Marins & Endo (2003) [18], as amostras analisadas ndo apresentaram
presenca de Staphylococcus aureus, ressaltando que este microrganismo ndo é contaminante
comum desse tipo de material devido a baixa atividade de 4&gua, embora outros autores detectaram
4,4% das amostras contaminadas por este microrganismo. Porém, a producdo de enterotoxinas por
S.aureus requer condicGes apropriadas, como elevada atividade de agua, o que ndo ocorre de tal

material.

CONCLUSAO

Houve dificuldade na obtencdo das amostras, pois, a venda de C. angustifolia é grande,
porém vende-se mais a planta na forma de p6 ou extrato.

Pode-se concluir que as amostras analisadas de Cassia angustifolia estdo dentro dos
padrdes previstos de acordo a auséncia de fungos. A anélise de fungos nas determinadas diluigdes,
foram satisfatorias, confirmando que as amostras obtidas estdo dentro dos parametros
farmacopeicos aceitos pela ANVISA.

Em relacdo a determinacdo de Staphylococcus aureus, o produto analisado esta dentro

dos padr@es previstos para anélise.
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