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Cordia verbenacea DC e Mikania sp.: interferéncia
no ensaio de controle da qualidade microbiolédgico
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ABSTRACT

This study aims to evaluate the microbial contamination of Mikania sp. (plant drug, tincture and syrup) and Cordia
verbenacea (plant drug, tincture and ointment). Furthermore, it had been investigated the possible interference caused
by secondary metabolites from these species on proposed evaluation. The microbial contamination was determined
using the pour plate method. The evaluation of the interference in the process of the microbiological quality was per-
formed by determining the recovery of viable microorganisms using Escherichia coli (ATCC 25922) and Candida al-
bicans (ATCC 90028). In the evaluation the microbiological quality, dried leaves from C. verbenacea and Mikania sp.
showed 4.5 x 104 CFU/g and 2.08 x 104 CFU/g of bacteria, respectively. Regarding count of C. verbenacea tincture,
was found 3.3 x 103 CFU/mL for yeasts and molds and 2.2 x 103 CFU/ mL for bacteria. For the ointment containing C.
verbenacea tincture was found 1.1 x 103 CFU/g of bacteria, while fungi were not detected. Regarding microbial con-
tamination of the syrup was not observed growth of bacteria, molds and yeasts in any of repetitions. Also, derivatives
from both species were able to inhibit the growth of strains of E. coli and C. albicans. Thus, the presence of secondary
metabolites with antimicrobial activity on C. verbenacea and Mikania sp. seems to interfere in the evaluation of the
microbiological quality of products derived from plant drug.
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RESUMO:

Este estudo visa avaliar a contaminag@o microbiana de Mikania sp. (droga vegetal, tintura ¢ xarope) ¢ Cordia verbena-
cea (droga vegetal, tintura ¢ pomada). Além disso, foi investigada a possivel interferéncia ocasionada pelos metaboli-
tos secundarios presentes nos dois derivados vegetais. A contaminagdo microbiana foi determinada seguindo o método
de semeadura em profundidade. O estudo da interferéncia no método de avaliagdo da qualidade microbioldgica foi
realizado por determinacdo da recuperagdo de microrganismos vidveis, utilizando as cepas Escherichia coli (ATCC
25922) e Candida albicans (ATCC 90028). Na avaliagdo da qualidade microbioldgica, as folhas secas oriundas de
C. verbenacea e Mikania sp. apresentaram 4,5 x 104 UFC/g e 2,08 x 104 UFC/g de bactérias, respectivamente. Em
relagdo a tintura de C. verbenacea, foi encontrada a contagem de 3,3 x 103 UFC/mL para bolores e leveduras e 2,2 x
103 UFC/mL para bactérias. Para a pomada contendo a tintura de C. verbenacea foram encontradas 1,1 x 103 UFC/g
de bactérias, e ndo houve crescimento de fungos. No xarope ndo foi observado crescimento de bactérias, bolores
e leveduras em nenhuma das repeti¢des realizadas. Quanto a atividade antimicrobiana, os produtos derivados das
duas espécies mostraram inibir o crescimento das cepas de E. coli e C. albicans. Assim, a presenca de metabolitos
secundarios com atividade antimicrobiana em C. verbenacea e Mikania sp. parece interferir na avaliagdo da qualidade
microbioldgica de produtos derivados da droga vegetal.

Palavras-Chave: guaco; erva baleeira; Escherichia coli; Candida albicans; técnicas microbiologicas.
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INTRODUCAO

As espécies do género Cordia pertencem a fami-
lia Boraginaceae, ¢ sdo encontradas em areas tropicais
e subtropicais do mundo, incluindo Asia, Africa, Aus-
tralia, Guiana e Brasil (1, 2). Conhecida popularmente
como baleeira, erva-baleeira e camarinha, ocorre, no
Brasil, a partir da regido Amazonica até o Rio Grande do
Sul, preferencialmente a uma distancia de 0,5 a 10 Km
da costa (3, 4).

Estudos indicam que o extrato obtido das partes
aéreas, principalmente das folhas da Cordia verbenacea
tem atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana e antio-
xidante, dentre outras (5, 6). Ticli et al (2005) relataram
a inibi¢do da fosfolipase A, pelo 4cido rosmarinico, pre-
sente no extrato metandlico desta planta (7). Os efeitos
anti-inflamatorios, antioxidantes, ¢ antidepressivos do
acido rosmarinico também sdo relatados na literatura (8,
9). Ha trés partes da planta C. verbenacea em uso me-
dicinal: folhas, hastes e raizes. Trata-se de um arbusto
ramificado, ereto e aromatico, com la 2 metros de altu-
ra, suas folhas sdo tipicamente verrucosas, as flores pe-
quenas e brancas e os frutos vermelhos quando maduros
(10). E indicada para artrite, reumatismo e problemas
osteoarticulares, sendo administrada na forma de cha. O
uso topico das folhas ¢é indicado para fins anti-inflama-
torios em forma de compressa, infusdo ou pomada (11).

Em sua composicao quimica podem ser identifica-
dos monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, flavonoi-
des e acidos graxos (11).

Conhecida popularmente como guaco, Mikania sp.
pertence a familia Asteraceae e o género possui 171 es-
pécies, ocorrendo de norte a sul do Brasil, sendo encon-
trada principalmente em Minas Gerais, Rio de Janeiro e
Séo Paulo (12, 13).

O uso de guaco como agente broncodilator ¢ de
longa data. No Brasil colonial, o encontro das praticas
de jesuitas e indios consta como difusor de varios conhe-
cimentos acerca do tratamento de doengas, associando
o uso de ervas a rituais indigenas (14). O guaco ¢ usa-
do por indios brasileiros para picada de cobras, gripes
e resfriados (15). Outras propriedades do guaco ainda
estdo sendo estudadas. Segundo Amaral et al. (2003), o
extrato hexanico de Mikania glomerata contém substan-
cias antimicrobianas (16). Refor¢ando esta ideia, Duar-
te et al. (2005) constataram que o 6leo essencial de M.
glomerata apresentou grande atividade contra Candida
albicans (17).

O Governo do Distrito Federal conta com o pro-
grama de Farmacia Viva situado no Riacho Fundo I, o
qual distribui medicamentos fitoterapicos com retengao
de receita a 21 unidades de atencdo a satde. Dentre as
plantas medicinais utilizadas para preparo de medica-

mentos na Farmacia Viva do DF estdo C. verbenacea
e Mikania sp. O xarope contendo extrato Mikania sp.
¢ prescrito com a indica¢do de expectorante e bronco-
dilatador (18, 19). Quanto a pomada de C. verbenacea
¢ prescrita como anti-inflamatorio em caso de dores
associadas a musculos e tenddes (20).

Devido ao fato de os produtos vegetais estarem
em contato direto com o solo rico em microrganismos,
patas de insetos e animais, o controle da qualidade mi-
crobiologico de plantas medicinais apresenta grande re-
levancia (21). Este tipo de contaminagéo pode acarretar
deterioracdo do material e causar o desenvolvimento de
doengas nos usuarios. Assim, € preciso garantir a quali-
dade e seguranca deste tipo de produto desde a coleta,
armazenamento ¢ manipulacgdo até o produto final (22).

Um passo importante durante o controle micro-
biolégico de plantas medicinais ¢ a remogao ou neu-
tralizagdo da atividade antimicrobiana da amostra. A
Farmacopeia Brasileira 5° edicdo preconiza que deve
ser demonstrada a elimina¢do de qualquer propriedade
antimicrobiana da amostra teste antes da verificacdo da
existéncia de contamina¢do microbiana. Esse protocolo
requer o uso de microrganismos para o teste de recu-
peragdo microbiana. Caso haja interferéncia da amostra
na determinagdo da contaminagdo microbiana, alguns
procedimentos podem ser executados, tais como: maior
diluicdo da amostra teste, incorporagdo de um agente
neutralizante especifico ou agente neutralizante univer-
sal ou utilizagdo da metodologia por filtragdo em mem-
brana (23).

O objetivo deste estudo foi avaliar a contaminacgao
microbiana, presenca de bactérias e fungos, na pomada
contendo tintura de C. verbenacea e no xarope contendo
tintura de Mikania sp., ambos distribuidos pelo programa
de Farmacia Viva do Distrito Federal. Além disso, ava-
liar a contaminag@o microbiana das folhas secas e tintu-
ras de guaco e erva baleeira, usadas como matéria-prima
para o preparo do xarope ¢ pomada, respectivamente. E
ainda, investigar a inibicdo do efeito antimicrobiano de
metabolitos secundarios presentes na C. verbenacea e
Mikania sp., de forma a verificar possiveis interferéncias
com teste de controle microbioldgico.

MATERIAL E METODO

Matéria-prima

Folhas de C. verbenacea foram coletadas no horto
do Nucleo de Farmacia Viva, localizado na cidade sa-
télite de Riacho Fundo I, DF, Brasil. A coleta e a se-
cagem foram realizadas em agosto de 2012. Folhas de
Mikania sp. foram coletadas na penitenciaria Papuda,
em Brasilia, DF, Brasil. As espécies foram identificadas
por comparagdo com amostras depositadas no Herbario
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da Universidade de Brasilia pelo nimero de vouchers
Fagg CW 2240 e Fagg CW 2237, para Mikania sp. e C.
verbenacea, respectivamente.

O material vegetal in natura foi seco em estufa a
temperatura de 40 °C +5°C, em umidade relativa de 60%
por cinco dias. A amostragem foi efetuada por quartea-
mento como descrito para lotes menores de 10 Kg de
folhas (23). A trituragdo em moinho trifasico de laminas
so0 foi realizada apos a secagem completa da planta.

Derivado vegetal

A tintura de C. verbenacea foi preparada seguindo
a técnica de preparo da tintura 50%, por meio de mace-
racdo da droga vegetal pulverizada com élcool 70° GL
por duas horas e posteriormente percolada na velocidade
de 60 a 100 gotas por minuto (3 a 5 mL/min).

A tintura de Mikania sp. a 20% foi obtida por per-
colagdo da droga vegetal com alcool de cereais neutro a
70 °GL (20).

Produto acabado

O xarope contendo 10% de tintura de Mikania sp.
foi preparado utilizando xarope simples como veiculo.
A pomada de C. verbenacea foi preparada com pomada
de lanolina e vaselina contendo 10% de tintura de C.
verbenacea (20).

Contagem do nimero total de microrganismos
mesofilicos

Foi avaliada a presenga de bactérias e bolores e le-
veduras, nas folhas secas e tinturas de C. verbenacea e
Mikania sp., na pomada contendo tintura de erva baleeira
¢ no xarope contendo tintura de guaco. Para tanto, foi em-
pregado o método de semeadura em profundidade (23).
Este teste consiste na contagem da populagio de micror-
ganismos que apresentam crescimento visivel, em até 5
dias, em agar caseina-soja a 32,5°C £+ 2,5°C e em até 7
dias, em agar sabouraud-dextrose a 22,5°C + 2,5°C.

As diferentes amostras de tintura, xarope ¢ pomada
foram preparadas por dilui¢do de 10 g (pomada) ou 10
mL (xarope e tinturas) em 90 mL de solugdo salina 0,9%
contendo 1% de polissorbato 80. Em seguida, dilui¢des
seriadas foram preparadas com o mesmo diluente.

As amostras de folhas secas foram preparadas por
dilui¢ao de 2g para 98 mL de solugdo salina 0,9%, em
seguida as dilui¢Ges seriadas foram preparadas com o
mesmo diluente.

As trés ultimas dilui¢des seriadas foram inocu-
ladas pelo método em profundidade para avaliagdo da
presenca de bactérias, utilizando agar caseina-soja e de
bolores e leveduras, utilizando agar sabouraud-dextrose.
Assim, 1 mL da amostra preparada como descrito an-
teriormente, foi dispensado em placa de petri estéril e
cerca de 20 mL de agar caseina-soja ou agar sabouraud-
-dextrose foram vertidos e homogeneizados. As placas,
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apos solidificacdo do agar, foram mantidas a 32,5°C +
2,5°C em até 5 dias para agar caseina-soja e a 22,5°C +
2,5°C em até 7 dias, para agar sabouraud-dextrose. Para
cada diluicdo testada foram utilizadas trés placas para
cada meio de cultura. Somente as placas que apresenta-
ram numero de coldnias inferior a 250 (bactérias) e 50
(bolores e leveduras) por placa foram consideradas para
o registro dos resultados. Foi calculada a média aritmé-
tica das placas de cada meio e o nimero de UFC por
grama ou mililitro do produto.

Com esse teste ¢ possivel determinar o numero to-
tal de bactérias mesdfilas e bolores e leveduras em pro-
dutos e matérias-primas ndo estéreis e ¢ aplicado para
determinar se o produto satisfaz as exigéncias microbio-
logicas das agéncias de regulagdo sanitéria.

Inibicao do efeito antimicrobiano de metaboli-
tos secundarios

E preconizado em Compéndios oficiais que se a
amostra possui atividade antimicrobiana, essa deve ser
convenientemente removida ou neutralizada, antes da
analise microbioldgica (23). Cordia verbenacea tem
mostrado atividade antimicrobiana contra diversos mi-
crorganismos, tais como Staphylococcus aureus ¢ Es-
cherichia coli (24). De forma semelhante, Mikania sp.
apresenta atividade antimicrobiana contra diversos mi-
crorganismos, tais como Staphylococcus aureus, Can-
dida albicans, Bacillus subtilis, Enterococcus faecium
e Escherichia coli (16, 25). Assim, a inibigdo do efeito
antimicrobiano produzido por metabolitos secundarios
deve ser estabelecida, evitando os resultados falso-nega-
tivos, durante a avaliagdo da qualidade microbiologica
destas drogas vegetais ou seus derivados.

Essa interferéncia foi avaliada por inoculagdo de
microrganismos-teste na amostra. Foi verificada a ca-
pacidade de detectar microrganismos na presenga € na
auséncia da amostra. A porcentagem de recuperacio dos
microrganismos foi estabelecida pela seguinte formula:

% Recuperacio = n° de UFC no grupo contendo
amostra teste/ n° de UFC no grupo controle x 100.

Onde:

UFC = unidade formadora de coldnias.

Os microrganismos utilizados para o teste de ini-
bicdo do efeito antimicrobiano dos metabdlitos secun-
darios foram Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida
albicans (ATCC 90028).

Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram agar caseina-
-soja (Himedia Laboratories, India) para analise de bac-
térias e agar sabouraud-dextrose (Himedia Laboratories,
India) para analise de bolores e leveduras.
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Obtencio dos inéculos

Os microrganismos foram descongelados e colo-
cados em meio de cultura liquido por 24h e, posterior-
mente, repicados para crescimento em tubo inclinado. O
indculo viavel para realizagdo do procedimento foi de
quarta geragao.

O indculo de E. coli foi preparado a partir de uma
suspensdo bacteriana em tampao fosfato pH 6,0. Para
determinar sua concentrag@o foi utilizado o padrdo de
turbidez do sulfato de bario (0,5 da escala de MacFar-
land), onde a turbidez foi comparada em espectrofoto-
metro (625 nm). Assim, o resultado da absorbancia de-
veria estar entre 0,08 ¢ 0,10, o que equivale a 1,5 x 108
UFC/mL (26).

O in6culo de C. albicans foi preparado a partir da
suspensdo de colonias em solugdo salina estéril 0,9%.
Para determinar a concentra¢do do indculo, foi utilizado
o0 padrdo de turbidez do BaSO, (0,5 da escala de Ma-
cFarland), onde a turbidez foi comparada em espectro-
fotometro (530 nm). Assim, o resultado da absorbancia
deveria estar entre 0,12 ¢ 0,15, o que equivale a 1,0-5,0
x 10¢ UFC/mL (26).

Inoculagao das amostras
Folhas secas:

Grupo 1: Folhas secas de Mikania sp. + E. coli,
Grupo 2: Folhas secas de Mikania sp. + C. albicans,
Grupo 3: Folhas secas de C. verbenacea + E. coli Gru-
po 4: Folhas secas de C. verbenacea + C. albicans.

Para inoculagdo das diferentes amostras-teste foi
adicionado 1 mL de inéculo de E. coli na concentragao
de 1,5 x 108 UFC/mL ou 1 mL de inoculo de C. albi-
cans na concentragdo de 1,0-5,0 x 10° UFC/mL, a 2 g de
droga vegetal (folhas de Mikania sp. ou C. verbenacea),
em frasco erlenmeyer contendo 97 mL de solugéo sa-
lina (0,9%). Em seguida, dilui¢es seriadas foram rea-
lizadas em tubos de ensaio contendo 9 mL de solugdo
salina (0,9%) até obter uma concentragdo de 1,0-5,0 x
10? UFC/ mL para E. coli ou 1,0-5,0 x 10' UFC/mL para
C. albicans. O procedimento foi realizado em triplicata.

Tintura:
Grupo 5: Tintura de Mikania sp. + E. col,

Grupo 6: Tintura de Mikania sp. + C. albicans,
Grupo 7: Tintura de C. verbenacea + E. coli

Grupo 8: Tintura de C. verbenacea + C. albicans.

Para inoculac¢do das diferentes amostras teste foi
adicionado 1 mL de inéculo de E. coli na concentragdo
de 1,5 x 108 UFC/mL ou 1 mL de inéculo de C. albicans
na concentragdo de 1,0-5,0 x 10° UFC/mL, a 10 mL de
tintura de C. verbenacea ou Mikania sp., em frasco er-
lenmeyer contendo 90 mL de solug@o salina (0,9%). Em
seguida, dilui¢Ges seriadas foram realizadas em tubos de
ensaio contendo 9 mL de solug@o salina (0,9%) até obter

uma concentragdo de 1,0-5,0 x 10> UFC/ mL para E. coli
ou 1,0-5,0 x 10' UFC/mL para C. albicans. O procedi-
mento foi realizado em triplicata.

Controles:

Grupo 9: Controle positivo E. coli,
Grupo 10: Controle positivo C. albicans,
Grupo 11: Controle negativo etanol

Grupo 12: Controle negativo do meio (Controle
de contaminagao).

O iné6culo de E. coli, 1 mL, na concentra¢dao de
1,5 x 108 UFC/mL ou 1 mL de inoculo de C. albicans
na concentragdo de 1,0-5,0 x 10° UFC/mL foi adicio-
nado em frasco erlenmeyer contendo 99 mL de solucao
salina (0,9%). Em seguida, dilui¢des seriadas foram rea-
lizadas em tubos de ensaio contendo 9 mL de solugdo
salina (0,9%) até obter uma concentragdo de 1,0-5,0 x
10?2 UFC/mL para E. coli ou 1,0-5,0 x 10' UFC/mL para
C. albicans. O procedimento foi realizado em triplicata.

Foi preparado um grupo controle do alcool presen-
te na tintura. Para isto, 1 mL da suspens@o microbiana
foi adicionado a 10 mL de alcool 50% e 89 mL de solu-
¢do salina. Em seguida, foram realizadas dilui¢des seria-
das na proporcao de 1:9 para obter concentracao final de
1,0-5,0 x 102 UFC/ mL para E. coli.

As duas ultimas dilui¢des de cada série de dilui¢do
dos diferentes grupos foram inoculadas pelo método em
profundidade. Somente as placas que apresentaram nu-
mero de coldnias inferior a 250 (bactérias) e 50 (bolores
¢ leveduras) por placa foram consideradas para o regis-
tro dos resultados. Foi calculada a média aritmética das
placas de cada meio ¢ o numero de UFC por grama ou
mililitro do produto.

Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada
pelo programa de estatistica GraphPadPrism® (versdo
3.0, 1999). Os resultados foram expressos pela média +
erro padrdo, comparando os diferentes grupos de acordo
com o método de analise de variancia ANOVA de uma
via, seguido de r-teste. Foram consideradas diferencas
significativas os valores de p<0,05 em relag@o ao grupo
controle positivo.

RESULTADQS E DISCUSSAO

Contagem do numero total de microrganismos
mesofilicos

Foram encontradas, nas folhas secas de C. verbe-
ndcea, 4,5 x 10*UFC/g de bactérias e 1,5 x 10° UFC/g
de fungos (Figura 1 A e B). Os limites oficiais sdo de 10°
UFC/g de bactérias e 10° UFC/g de fungos para drogas
vegetais submetidas a processos extrativos a frio (23).
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Em relag@o a tintura de C. verbendcea, foi encon-
trada a contagem de 3,3 x 10* UFC/mL de bolores ¢ le-
veduras e 2,2 x 10° UFC/mL de bactérias (Figura 1 A e
B). Os limites oficiais sdo de 10* UFC/mL de bactérias ¢
103 UFC/mL de fungos para tinturas (23).
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Para a pomada contendo a tintura de C. verbenacea
foi encontrado um total de 1,1 x 10° UFC/g de bactérias,
mas nao houve crescimento de fungos (Figura 1 A ¢ B).
Os limites estabelecidos sdo de 10> UFC/g de bactérias
e 10" UFC/g de fungos para preparagdes de uso topico.
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Figura 1. Contaminagdo microbiana encontrada nas folhas secas, tintura e pomada contendo
Cordia verbenacea. A: contagem de bolores e leveduras e B: contagem de bactérias.

Em relag@o a contaminag@o microbiana das folhas
secas de Mikania sp. foi observado que os resultados
da contagem de bactérias, bolores ¢ leveduras estdao de
acordo com os limites estabelecidos oficialmente.

Foram encontradas, nas folhas secas de Mikania
sp., 2,08 x 10*UFC/g de bactérias e 8,75 x 10° UFC/g de
fungos (Figura 2).

Quanto a contaminagdo microbiana da tintura e
xarope de Mikania sp., ndo foi observado crescimento
de bactérias, bolores e leveduras em qualquer das repeti-
¢Oes realizadas. Isto pode ter ocorrido por dois motivos:
1) os produtos estavam isentos de contaminaco; 2) hou-
ve interferéncia do produto na determinag¢do da conta-
minag¢do microbiana; e neste caso, a tintura pode conter
substancias antimicrobianas que impegam o crescimento
dos microrganismos, o que ndo ocorreu com as folhas
secas, devido a auséncia de extragdo das substincias
ativas. O mesmo ocorreu com 0O Xarope, pois 0 mesmo
contém a tintura e o xarope per se apresenta atividade
bacteriostatica.

Os limites oficiais para tintura seriam de 10* UFC/
mL de bactérias e 10° UFC/mL de fungos. E para prepa-
racdes de uso oral (xarope) contendo matéria-prima de
origem vegetal de 10* UFC/mL de bactérias e 10> UFC/
mL de fungos (23).

Inibicao do efeito antimicrobiano de metaboli-
tos secundarios

O ensaio de inibi¢do do efeito antimicrobiano ¢ ge-
ralmente executado em produtos que contenham conser-
vantes quimicos. O teste é extremamente importante em
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fitoterapicos, pois muitos metabolitos secundarios apre-
sentam atividade antimicrobiana. Portanto, esta proprie-
dade pode interferir nos resultados dos testes de controle
da qualidade microbiologica.
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Figura 2. Contaminagdo microbiana encontrada
nas folhas secas de Mikania sp

Foi avaliada esta interferéncia por inoculagdo de
microrganismos teste na amostra, e verificada o numero
de microrganismos viaveis totais recuperadas na presen-
¢a e na auséncia da amostra.

Primeiramente foi avaliada a interferéncia da ma-
téria-prima, folhas secas de Mikania sp., utilizando os
microrganismos, E. coli e C. albicans. Na avaliagdo da
interferéncia utilizando E. coli, foi verificado que ndo
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houve interferéncia das folhas secas de Mikania sp.
(Grupo 1) na recuperagdo dos microrganismo, sendo
alcangada uma recuperagdo 95,57%. A contagem no
grupo contendo E. coli (Grupo 9) foi de 5,42 x10*
UFC/g e no grupo contendo E. coli + folhas de Mi-
kania sp. (Grupo 1) de 5,18 x 10* UFC/g. Na ava-
liacdo da interferéncia utilizando C. albicans (Grupo
2) houve um valor elevado de recuperagdo 172,55%.
A contagem no grupo contendo C. albicans (Grupo
10) foi de 1,02 x10* UFC/g e no grupo contendo C.
albicans + folhas de Mikania sp. (Grupo 2) de 1,76
x 10* UFC/g (Figura 3A). O valor de recuperagdo
tdo elevado pode ser devido a contaminagdo presente
nas folhas de Mikania sp. antes da inoculagdo de C.
albicans.
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Foi avaliada ainda a interferéncia da matéria-pri-
ma, folhas secas de C. verbenacea, utilizando os micror-
ganismos E. coli e C. albicans. Foi constatado que neste
ensaio ndo houve interferéncia das folhas secas de C.
verbenacea (Grupo 3 e 4) na recuperagdo dos microrga-
nismos, sendo alcangada uma recuperagdo 116,72% e
94,34% para E. coli e C. albicans, respectivamente. A
contagem no grupo controle positivo contendo E. coli
(Grupo 9), foi de 5,14 x10° UFC/g; e no grupo contendo
E. coli + folhas de C. verbendcea, de 6,0 x 10° UFC/g
(Grupo 3). A contagem no grupo contendo C. albicans
foi de 1,06 x10° UFC/g (Grupo 10) e no grupo conten-
do C. albicans + folhas de C. verbenacea (Grupo 4), de
1,06 x 10° UFC/g (Figura 3B).
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Figura 3. Interferéncia das folhas secas de Cordia verbenacea e Mikania sp. na recuperagdo de microrganismos Candida albicans e Escherichia.

coli. A: folhas secas de Mikania sp.. B: folhas secas de C. verbenacea. *p<0,05 vs controle positivo (Grupo 10), pelo test-z. Grupo 1: Folhas secas

de Mikania sp.+ E. coli; Grupo 2: Folhas secas de Mikania sp. + C. albicans; Grupo 3: Folhas secas de C. verbenacea + E. coli; Grupo 4: Folhas
secas de C. verbenacea + C. albicans; Grupo 9: Controle positivo E. coli; Grupo 10: Controle positivo C. albicans.

Os resultados sugerem a auséncia de interferéncia
do efeito antimicrobiano na determinagdo da qualidade
microbiana das folhas secas de C. verbenacea e Mikania
sp., em relacdo as estirpes microbianas estudadas. No
entanto, ¢ necessario verificar esta interferéncia contra
outras estirpes de microrganismos.

Da mesma forma, a interferéncia do derivado ve-
getal, tintura de Mikania sp., foi determinada utilizan-
do os microrganismos, E. coli e C. albicans. Na ava-
liagdo da interferéncia utilizando E. coli foi verificado
que parece haver interferéncia da tintura na recuperagéo
dos microrganismo, sendo alcangada uma recuperagéo
74,58% (Grupo 5). A contagem no grupo contendo E.
coli foi de 1,18 x10* UFC/mL (Grupo 9) e no grupo con-
tendo E. coli + tintura de 0,88 x 10* UFC/mL (Grupo

5). Na avaliacdo da interferéncia utilizando C. albicans
também foi observada uma baixa recuperacao, de 74,0%
(Grupo 6). A contagem no grupo contendo C. albicans
foi de 1,50 x10* UFC/mL (Grupo 10) e no grupo conten-
do C. albicans + tintura de 1,11 x 10* UFC/mL (Grupo
6) (Figura 4A).

Foi avaliada a interferéncia do derivado vegetal,
tintura de C. verbenacea, utilizando o microrganismo E.
coli. Parece haver interferéncia da tintura na recuperagao
dos microrganismos, sendo alcangada uma recuperag@o
de apenas 75,95% (Grupo 7). A contagem no grupo con-
tendo E. coli foi de 1,32 x10° UFC/mL (Grupo 9) e no
grupo contendo E. coli + tintura de 1,00 x 10° UFC/mL
(Grupo 7) (Figura 4B).
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Figura 4. Interferéncia da tintura de Cordia verbenacea e Mikania sp. na recuperacdo de Escherichia coli e Candida albicans.
A: tintura de Mikania sp.. B: tintura de C. verbenacea.*p<0,05 vs controle positivo (Grupo 10), pelo test-z. **p<0,05 vs controle
positivo (Grupo 9), pelo test-z. Grupo 5: Tintura de Mikania sp. + E. coli; Grupo 6: Tintura de Mkania sp. + C. albicans; Grupo 7:
Tintura de C. verbenacea + E. coli; Grupo 8: Tintura de C. verbenacea + C. albicans; Grupo 9: Controle positivo E. coli;
Grupo 10: Controle positivo C. albicans; Grupo 11: Controle negativo etanol.

Estes baixos valores de recuOperagdo poderiam ser
explicados pela interferéncia etanol presente na tintura.
Solugdes hidroalcoodlicas possuem atividade antimicro-
biana em concentragdes mais elevadas. Contudo, foi
testada a interferéncia do etanol nos ensaios realizados
neste trabalho na mesma concentragdo presente nas
amostras testadas. Observamos que no grupo controle
etanol + E. coli (Grupo 11) foi encontrada boa recu-
peragéo de 104,16%, sendo a contagem de 1,38 x 10°
UFC/mL, descartando esta hipotese (Figura 4B). Assim,
acredita-se que a interferéncia seja devida aos metabo-
litos secundarios presentes nas tinturas que impedem o
crescimento dos microrganismos e ndo etanol.

A mesma interferéncia ndo ocorre com as folhas
secas, possivelmente devido a ndo extragdo destes meta-
bolitos secundarios. No ensaio de avalia¢do da contami-
nag¢@o microbiana nas folhas secas de ambas as espécies,
foi utilizada solugdo salina 0,9% como solvente de dilui-
¢do das amostras. Entretanto, para o preparo das tinturas
foi utilizado etanol 70° GL, o qual pode apresentar um
poder extrator de metabolitos secundarios maior que a
solugdo salina 0,9%. Desta forma, mesmo que Mikania
sp e C. verbenacea apresentem atividade antimicrobiana
descrita por diversos estudos (6, 16, 25), é preciso que 0s
metabolitos secundarios sejam adequadamente extraidos
dos tecidos das folhas para que possam exercer o efeito
descrito. Assim, se ndo houve extra¢do dos metabolitos
secundarios no ensaio de contaminagao das folhas secas,
ndo poderia haver interferéncia destes.
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CONCLUSAO:

A atividade antimicrobiana de metabdlitos secun-
darios de C. verbenacea e M. glomerata podem inter-
ferir na avaliacdo da qualidade microbioldgica destes
produtos derivados devido a extragdo de compostos com
propriedade antimicrobiana.

Considerando a atividade antimicrobiana de
metabolitos secundarios de C. verbenacea € Mikania
sp., os resultados de uma analise visando comprovar
a qualidade microbioldgica podem gerar duvidas. Se
compostos presentes na matéria vegetal sdo capazes
de interferir na avaliagdo da qualidade microbiolo-
gica dos derivados vegetais obtidos, a ocorréncia de
uma contaminag¢@o pode ndo ser detectada. Assim a
interferéncia precisa ser eliminada antes da analise
da qualidade microbioldgica destas matérias-primas
e produtos acabados.

Ambas as espécies sdo utilizadas tanto por Farma-
cias Vivas quanto por industrias farmacéuticas, e estes
resultados evidenciam a importancia da validacdo de
métodos de determinagdo da qualidade microbiana de
produtos de origem vegetal. Ainda, parece nio ser pos-
sivel padronizar um tnico método a ser utilizado para
diferentes drogas vegetais, considerando que a natureza
dos compostos presentes ¢ diversa, tanto quanto a capa-
cidade de interferir na analise.
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