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RESUMO

As andlises de plantas medicinais apresentam grande interesse para o estudo da correlacdo entre elementos nelas
presentes com as suas atividades terapéuticas, bem como identificar os elementos téxicos prejudiciais a satde
humana. Neste trabalho aplicando o método de analise por ativacdo com néutrons (NAA) foram analisadas as
plantas medicinais: Aloe vera (Babosa), Morus nigra sp. (Amoreira) e Moringa oleifera (Moringa). As amostras
foram coletadas em diferentes localidades e adquiridas em loja de produtos naturais. O preparo consistiu na
limpeza, secagem e moagem das folhas. Aliquotas das amostras foram irradiadas com padrdes sintéticos de
elementos por um periodo de 16 h e sob fluxo de néutrons térmicos de 5 x 10'? n cm? s do reator nuclear IEA-
R1. As atividades gama induzidas foram medidas em um espectrémetro de raios gama acoplado a um detector
de alta resolucdo. Os radioisdtopos formados foram identificados pela meia vida e energia dos raios gama e as
concentracdes dos elementos foram calculadas pelo método comparativo. Os resultados das analises dos
materiais de referéncia certificados INCT-TL-1 Tea Leaves e INCT-MPH-2 Mixed Polish Herbs apresentaram
boa precisdo e exatidao. Nas plantas analisadas elementos téxicos como Cu e Cd ndo foram detectados. JA o As
e Sb foram detectados, porém em concentracdes muito baixas, na ordem de ng g™. Pelo método de NAA foi
possivel determinar a concentragdo dos elementos As, Br, Ca, Co, Cr, Cs, Fe, K, La, Na, Rb, Sh, Sc e Zn.
Resultados obtidos neste trabalho demostraram a viabilidade de aplicar a NAA no estudo de plantas medicinais.

1. INTRODUCAO

As plantas medicinais vem sendo muito utilizadas ao longo de varios anos, entretanto até a
metade do século XX, o uso de medicamentos de origem sintética foi mais amplo que o de
plantas medicinais, principalmente na sociedade ocidental [1]. Ainda assim, atualmente, 80%
da populacdo mundial, predominantemente em paises em desenvolvimento, dependem da
medicina tradicional [2].

Hoje o aumento pela procura de medicamentos naturais como plantas medicinais deve-se
principalmente aos seus baixos custos, a facilidade de aquisicdo destes produtos sem a
prescricdo médica, influéncia da cultura indigena, bem como a preocupacdo da populacdo
pelo uso de drogas sintéticas, que podem apresentar efeitos colaterais indesejaveis. No Brasil
ha& ainda uma rica diversidade vegetal, a maior do mundo, com cerca de 60.000 espécies
vegetais superiores catalogadas [3].



Devido ao crescente consumo de fitoterapicos e plantas medicinais torna-se de grande
interesse o desenvolvimento de pesquisas cientificas em diversas areas do conhecimento com
0 objetivo de avaliar a toxicidade, efeitos colaterais, contra indicacdes, mutagenicidade de
plantas medicinais, bem como realizar ensaios farmacologicos e clinicos que comprovem sua
eficacia. Apesar das plantas medicinais serem produtos naturais, seu consumo nao esta livre
de efeitos danosos.

As determinacdes de elementos quimicos em plantas medicinais sdo de grande interesse para
posterior estudo da correlacdo entre 0s elementos encontrados com as suas atividades
terapéuticas bem como para identificacdo de seus riscos a salde humana. A ingestdo de
plantas medicinais contendo elementos tdxicos ou elementos esséncias em altas
concentragdes pode ocasionar danos a salde humana.

Neste trabalho foi feita a determinacdo de elementos quimicos em folhas de trés espécies de
plantas medicinais, Aloe vera (Babosa), Morus nigra sp. (Amoreira) e Moringa oleifera
(Moringa) aplicando o método de Anélise por Ativacao com Néutrons (NAA). Para avaliar a
qualidade dos resultados analiticos, foram realizadas analises de materiais de referéncia
certificados (MRCs).

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1. Aquisicéo e Preparacdo de Amostras de Plantas Medicinais

As trés espécies de plantas medicinais adquiridas para o presente estudo foram: Aloe vera
(Babosa), Morus nigra sp. (Amoreira) e Moringa oleifera (Moringa) sendo que as duas
primeiras pertencem a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico
de saude, SUS [4]. Nesta relacdo do SUS estdo as espécies vegetais com potencialidade para
avancar nas etapas da cadeia produtiva e de gerar produtos de interesse do Ministério da
Saude do Brasil.

As folhas adultas da Aloe vera foram coletadas no jardim de uma residéncia, em
Miranddpolis - SP, e armazenadas em um freezer até 0 momento do seu preparo para analise.
As folhas foram lavadas com agua de torneira, e depois com agua purificada MILLIQ. Apds
o completo descongelamento, as folhas da Aloe vera foram cortadas em fragmentos com uma
faca de titanio e a seguir foram trituradas com o auxilio de um liquidificador com laminas de
tithnio. Obteve-se a amostra na forma de uma pasta densa que foi seca pelo processo de
liofilizacdo. Este procedimento de secagem foi realizado a uma temperatura de -49 °C a uma
pressdo de 36 mbar, no liofilizador da Thermo Electron Corporation. O tempo total de
secagem durou cerca de 30 horas e a porcentagem de perda de &gua neste processo de
liofilizagdo foi de 96%. Apos liofilizagdo moeu-se manualmente o solido obtido em um
almofariz de &gata e em seguida foi peneirado.

Com relacdo as trés amostras analisadas de folha de amoreira, duas foram coletadas em locais
distintos, e outra amostra adquirida comercialmente. Uma das amostras de amoreira foi
coletada na dependéncia do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), proximo
ao Centro do Reator de Pesquisas (CRPQ), e outra na Cidade Universitaria, Av. Prof. Luciano
Gualberto - Butanta. As folhas destas amostras foram lavadas com agua de torneira e depois
com agua purificada MILLIQ. A seguir, estas folhas foram enxugadas com papel toalha e
secas em uma estufa, com circulacdo de ar forcada, a 40°C por aproximadamente trés dias.
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Apos a secagem as folhas foram manualmente moidas em almofariz e pistilo de &gata e
peneiradas. A seguir as amostras foram ainda submetidas a moagem em moinho vibratorio
“Pulverissete 0” de agata da marca Fritsch para obté-las na forma de po fino.

A amostra de amoreira comercializada e de Moringa oleifera foram adquiridas em lojas de
produtos naturais. O conteudo destas amostras era composto por folhas e partes de caules. Os
caules foram descartados da analise. Uma amostra representativa de cada planta foi obtida
pelo processo de “quarteacdo”. Apds esse procedimento as amostras foram secas em estufa
por cerca de trés dias a 40°C, seguidas de moagem e peneiracao.

2.2. Materiais de Referéncia Certificados

Foram analisados os materiais de referéncia certificados (MRCs), INCT-TL-1 Tea Leaves e
INCT-MPH-2 Mixed Polish Herbs, ambos procedentes da Institute of Nuclear Chemistry and
Technology, Warszawa, Polbnia, para avaliar a qualidade dos resultados quanto a precisdo e a
exatiddo. Para apresentar os resultados de concentracdo das analises na base seca foi feita a
determinacdo de umidade dos MRCs. Para isso aliquotas de aproximadamente 300 mg foram
secas em estufa, marca Fabbe-Primar, a temperatura de 87°C por aproximadamente 48 horas.
Calculou-se as percentagens de perda de umidade dos materiais, cujos resultados foram de
6,11% para INCT-TL-1 Tea Leaves e 7,97% para INCT-MPH-2 Mixed Polish Herbs.

2.3. Preparacéo dos Padrdes Sintéticos de Elementos

Inicialmente foram preparadas solucdes padréo individuais e mistas de elementos a partir de
solucdes certificadas de concentracdes de elementos da Spex Certiprep, USA. Aliquotas de 50
uL de cada uma das solu¢des padrio de elementos simples ou multielementares foram
pipetadas sobre tiras de papel filtro (Whatman n° 40) de dimensdes de 1,5 cm x 3,5 cm. As
massas dos elementos nos padrdes sintéticos (em pg) foram: As (1,502); Br (5,008); Ca
(498,95); Cd (9,996); Co (0,15035); Cr (2,01095); Cs (0,6001); Cu (100,19); Fe (360,30); K
(500,65); La (0,6007); Mo (3,01045); Na (200,33); Rb (9,990); Sb (0,6009); Sc (0,080); Se
(8,00705) e Zn (36,041). As tiras de papel filtro, com as solucgdes pipetadas, foram deixadas
em dessecador a temperatura ambiente por um dia para a secagem das aliquotas. Apds
secagem, as tiras foram dobradas com auxilio de pincas de aco inoxidavel e colocadas em
invllucros de polietileno, de dimensdes de aproximadamente 2,0 cm x 2,0 cm. Estes
involucros de polietileno foram confeccionados usando folhas de polietileno previamente
desmineralizadas com solu¢do de HNO; p.a., diluido 1:5 (v/v) e &gua purificada MILLIQ,
seguida de secagem a temperatura ambiente.

2.4. Procedimento de Analise por Ativacdo com Néutrons (NAA)

Cerca de 200 mg de cada uma das amostras de plantas e dos materiais de referéncia
certificados (MRCs) foram pesados, em involucros de polietileno, usando uma balanca da
marca Shimadzu de modelo AEL-405M com precisdo de 0,00001g.

Para irradiag&o as amostras e padrdes sintéticos foram envoltos individualmente em folhas de
aluminio. As amostras e os MRCs, juntamente com os padrdes sintéticos foram colocados em
um dispositivo chamado “coelho” de aluminio, irradiados sob fluxo de néutrons térmicos da
ordem de 4,5 x 10" n cm™ s por um periodo de 16h no reator nuclear de pesquisa IEA-RL.
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Apo6s um tempo de decaimento de cerca de trés dias, os padrfes e as amostras, irradiados,
foram montados em suportes individuais de aco inoxidavel (“panelinhas”) para as medicdes
das atividades gama induzidas. As medidas de atividades gama dos radiois6topos formados
foram feitas usando um detector semicondutor de Ge hiperpuro ligado a um analisador digital
de espectro DSA 1000 ambos da marca Canberra.

Foram realizadas trés séries de contagens para diferentes tempos de decaimento, a primeira
apos cerca de trés dias de decaimento, a segunda ap0s dez dias e a terceira ap0s dezessete
dias de decaimento. As contagens foram feitas para diferentes tempos de decaimento para
deteccdo de um grande numero de elementos bem como para eliminar o problema de
interferéncias espectrais na analise. Os tempos de contagens dos padrfes foram de 5400 s e
para as amostras estes tempos variaram de 20000 s a 50000 s.

Os espectros gama obtidos foram processados usando programa de computacdo Genie 2000,
versdo 3.1 da Canberra. A identificacdo dos radioisétopos foi feita pelas suas caracteristicas
nucleares: energias dos raios gama e meias vidas [5]. Os radiois6topos utilizados foram: "°As;
BZBr; 47Ca; 115Cd; GOCO; 51Cr; 134CS; 64CU; 59Fe; 42K; 14°La; 99M0; 24Na; 86Rb; 1228b; 468C; 7586
e ®Zn. As concentracdes dos elementos foram calculadas pelo método comparativo de
analise por ativacéo, aplicando se a relacéo 1 [6].

Ca - [mp- Aa- e 0,693( tda - tdp )/t1/2 ] / [MaAp ] (1)

Em que os indices a e p se referem a amostra e padrao, respectivamente; C, = concentracao
do elemento na amostra; A = taxas de contagens; M, = massa total de amostra; m, = massa
do elemento no padrdo; ti, = meia vida do radiois6topo considerado; td = tempo de
decaimento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo os resultados das concentracdes dos elementos obtidos nos MRCs
juntamente com os valores dos respectivos certificados, para comparacdo. As percentagens de
erro relativo foram calculadas somente para os elementos que apresentaram valores
certificados.

A comparacdo entre os resultados obtidos e os valores dos certificados indica boa
concordancia. Os valores das percentagens de erro relativo obtidos nos dois MRCs, para a
maioria dos elementos, variam de 0,0 a 7,9%, excetuando-se somente para 0 As no MRC Tea
Leaves (INCT-TL-1), devido as baixas taxas de contagens do "°As obtidos na contagem deste
material. Os valores de desvio padréo relativo, para ambos os MRCs analisados, Tea Leaves e
Mixed Polish Herbs, foram para a maioria dos elementos inferiores a 9,4%. As Unicas
excecOes foram para o Sb no material Tea Leaves, e 0 As no material Mixed Polish Herbs,
iSS0 se deve provavelmente as baixas concentragdes destes elementos nas amostras.
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Tabela 1: Concentracdes de elementos nos MRCs Tea Leaves (INCT-TL-1) e Mixed Polish Herbs (INCT-MPH-2).
Resultados na base seca do material.

Elemento Tea Leaves (INCT-TL-1) Mixed Polish Herbs (INCT-MPH-2)

M + DP? DPR® (%) | ER®(%) | Valor do Certificado | M % DP? DPR® (%) | ER®(%) | Valor do Certificado
As,ng g’ 75,7+6,0 7,9 28,6 106 + 21 184 + 21 11,4 3,7 191 + 23
Br.pgg” | 13,28 +0,50 3,8 7,9 12,3+1,0 8,18 + 0,32 3,9 6,1 7,71+ 0,61

Ca, % 0,595 + 0,033 55 2,2 0,582 + 0,052 1,102 + 0,075 6,8 2,0 1,08 + 0,07
Co,ng g™ 404 + 21 5,2 4,4 387 + 42 209 + 14 6,7 0,5 210 + 25
Crougg” | 1,93+011 5,7 1,0 1,91+ 0,22 1,813 + 0,091 5,0 7,3 1,69 +0,13
Cs,ugg™ | 3,71+0,12 3,2 2,7 3,61+ 0,37 739+49 6,6 2,7 76+ 7
Fe, ng g™ 522 + 49 9,4 - 432° 498 + 16 3,2 - 460"

K, % 1,69 + 0,11 6,5 0,6 1,70 + 0,12 1,924 + 0,047 2,4 0,7 1,91+0,12
La,ngg™ 964 + 38 3,9 4,4 1000 + 70 555 + 35 6,3 2,8 571 + 46
Na, pg g™ 242+16 6,6 3,6 247 +3,2 386 + 29 7,5 - 350
Rb, pg g™’ 83,6 +4,1 4,9 2,6 815+6,5 10,72 + 0,83 7,7 0,2 10,7+ 0,7
Sh,ng g™ 53,3+ 7,0 13,1 - 501 66,3 + 4,6 6,9 1,2 655+9,1
Sc,ngg”’ | 254,0+79 3,1 45 266 + 24 123,0 £ 6,0 4,9 0,0 123+9
Zn, pgg* 36,4+29 8,0 4,9 34,7+27 31,52 + 1,98 6,3 5,9 335+21

a: Média aritmética e desvio padrdo de 6 a 7 determinacdes, b: Desvio padréo relativo, ¢: Erro relativo, d: Valores informativos.
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Os resultados das medidas das concentrac@es de As, Br, Ca, Co, Cr, Cs, Fe, K, La, Na, Rb,
Sh, Sc e Zn obtidos nas folhas das plantas medicinais Morus nigra sp. (Amoreira) estdo
apresentados na Tabela 2, e os de Aloe vera (Babosa) e Moringa oleifera (Moringa) na
Tabela 3.

Tabela 2: Concentrac6es de elementos nas amostras de Amoreira.
Resultados na base seca do material.

Amoreira comercial Amoreira USP Amoreira IPEN
Elemento DPR® DPR® DPR"
+ a + a + a
M + DP ) M + DP ) M + DP )
As,ngg™ 59,6 + 3,0 5,1 9,39 +0,13 1,4 19,7 +1,2 6,1
Br, g g” 30,8 + 1,4 45 1,924 +0,054 | 28 2,88 +0,15 5,2
Ca, % 2,29 +0,12 5,2 1,674+0,097 | 5.8 2,77 +0,11 4,0
Co,ng g™ 428 + 23 5,4 52,5+ 5,2 9,9 55 + 12 21,8
Cr,ngg* 802 + 70 8,7 132,5+1,0 0,8 196,7 +1,9 1,0
Cs,ng g™ 117,012 1,0 778+ 4,6 5,9 133,7+2,8 2,1
Fe,pg g™ 1298 + 92 7,1 94,0 + 8,7 9,2 88,1+ 3,0 3,4
K, % 2,095+0,041 | 2,0 2,06 +0,16 7,7 2,286 + 0,012 0,5
La,ngg™ 2103 + 95 4,5 905 + 48 5,3 1661 + 58 3,5
Na,pg g’ | 36,92+0,85 2,3 46,8 + 3,6 7,6 281+23 8,1
Rb, pg g’ | 17,55+0,56 3,2 39,7+1,9 4,7 50,3 +2,0 4,0
Sh, ng g™ 16,6 +1,2 7,2 718+73 10,1 85+ 11 12,4
Sc,ng g’ 306 + 18 5,9 3,97 +0,22 5,5 6,43 + 0,38 5,9
Zn,pgg’ | 23,42+0,46 2,0 46,1 +55 119 | 22,73+0,62 2,7

a: Média aritmética e desvio padrdo de 3 a 4 determinac@es, b: Desvio padréo relativo.

Uma comparacdo entre os resultados obtidos para as trés amostras de amoreira, na Tabela 2,
mostra que ha uma diferenca entre as concentracbes dos elementos, apesar das amostras
serem da mesma especie. Estas diferencas entre as amostras eram esperadas, uma vez que 0S
teores de elementos nas plantas dependem do solo e do meio ambiente onde elas foram
cultivadas. A amostra de Amoreira comercial apresentou as concentragdes de As, Br, Co, Cr,
Fe, La e Sc mais elevadas que das duas amostras que foram coletadas. As trés amostras de
amoreira apresentaram concentracoes de Ca, Cs, K, Na e Zn na mesma ordem de grandeza.

Na amostra de Aloe vera o elemento As ndo foi detectado, devido a interferencia causada pela
elevada concentracdo de Na (6166 pg g™) presente nesta amostra. A alta atividade de **Na de
meia vida 14,96 h impediu a realizacéo das medicdes do °As de meia vida 26,32h, ap6s trés
dias de decaimento, bem como mascarou a atividade menos intensa do °As. No caso da
amostra de Moringa oleifera o As ndo foi detectado provavelmente a concentragdo muito
baixa desse elemento na amostra.




Tabela 3: Concentracdes de elementos nas amostras de Aloe vera e Moringa oleifera.
Resultados na base seca do material.

Elemento Aloe vera Moringa oleifera
M + DP? DPR® (%) M + DP? DPR® (%)

Br, g g 8,02 + 0,62 7,7 350+ 1,4 4,0

Ca, % 2,72+0,12 4,4 2,06 + 0,14 6,8
Co,ngg* 615 + 24 3,8 20,9+16 7,6
Cr,ngg™ 507 + 37 73 93,6 £ 3,4 3,6
Cs,ngg™ 50,2 +2,9 5,9 131,6 9,1 6,9
Fe,ng g’ 51,1+2,2 4,3 90,7 £ 4,2 4,6

K, % 3,06 £0,15 4,9 1,715 + 0,034 2,0
La,ngg™ 1239 + 49 4,0 2578 + 97 3,8

Mo, % -© - 1,759 + 0,076 43
Na, ug g* 6166 + 528 8,6 80,0 + 6,4 8,0
Rb, ug g* 50,3+ 1,5 3,0 16,46 + 0,91 55
Sh,ngg* 343+25 7,3 156 +1,5 9,6
Sc,ngg” 3,97 + 0,24 6,0 8,65+ 0,12 1,4
Zn, pg g’ 193,6 +9,9 5,1 19,65 + 0,88 45

a: Média aritmética e desvio padrdo de 3 a 5 determinacdes, b: Desvio padréo relativo, ¢: Nao
detectado.

Em relagdo aos resultados de desvio padrdo relativo obtidos, nas Tabelas 2 e 3, verifica-se
que a maioria dos resultados apresentaram desvio padrdo relativo inferiores a 10% indicando
uma boa precisdo. Esses resultados, obtidos pelas analises em replicatas, também indicam a
homogeneidade das amostras preparadas com relacdo aos elementos determinados.

Nas andlises das plantas medicinais os elementos Ca e K foram obtidos em altas
concentragdes, na ordem de percentagem, Br, Fe, Na, Rb e Zn em concentragdes na ordem de
ug gt em concentracdes menores As, Co, Cr, Cs, La, Sb e Sc na ordem de ng g*. O
elemento Ca apresenta acdo neutralizante de modo que o uso plantas medicinais evita lesdes
estomacais quando utilizadas oralmente. J4 o K é conhecido pela sua acdo diurética, bem
como age no organismo humano alterando o ritmo cardiaco.

Entre as plantas analisadas, a folha de Aloe vera, apresentou mais alta concentracéo de Zn. O
Zn é um elemento conhecido pela sua agdo como agente cicatrizante, e esta planta medicinal
é frequentemente utilizada para tratamento de ferimentos e queimaduras [7].

O elemento Mo foi detectado apenas na amostra de folhas de Moringa oleifera. O Mo é um
elemento essencial em Vvarios processos enzimaticos do organismo humano [8, 9], algumas
importantes fontes desse elemento na nossa alimentacdo estdo em leguminosas e vegetais de
folhas verde escuras. No Brasil a planta Moringa € utilizada como suplemento alimentar para
a populagdo com caréncia nutricional [10].
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Os elementos toxicos Cu e Cd ndo foram detectados nas analises, e os elementos As e Sb,
foram obtidos em concentracdes muito baixas, na ordem de ng g.

Determinacdo dos limites de deteccdo e quantificacdo: foram calculados os limites de
deteccdo e de quantificacdo dos elementos para o material de referéncia certificado, Tea
Leaves, e para a amostra, Amoreira USP, e os resultados obtidos, Tabela 4, indicam a alta
sensibilidade da técnica de NAA.

Tabela 4: Limites de Deteccdo e de Quantificacdo na analise do Material de Referéncia
Certificado Tea Leaves (INTC-TL-1) e da amostra Amoreira USP.

Tea Leaves (INTC-TL-1) Amoreira USP

Elementos 3 b a b

Lo Lo Lo Lo
As, ng g™ 17,5 53,3 5,4 16,8
Br, pg g™ 0,02 0,07 0,01 0,03
Ca,pgg’ 92,7 281,6 95,8 290,5
Co,ngg™ 4,2 12,9 1,7 5,2
cr,ngg’ 46,8 145,4 28,4 84,9
Cs,ngg™ 8,3 25,3 3,9 11,8
Fe,pug g’ 2,5 7,7 1,0 3.1
K, pug g™ 76,6 234,2 17,7 53,6
La, ng g™ 1,9 5,7 1,0 2,9
Na, pg g™ 0,5 1,4 0,5 1,7
Rb, pg g™ 0,14 0,44 0,06 0,20
Sh,ngg* 2,2 6,7 1,0 3,1
Sc,ngg™ 0,5 1,5 0,22 0,66
Zn, pug g 0,13 0,38 0,06 0,20

a: limite de deteccdo, b: limite de quantificacéo.

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos na analise dos materiais de referéncia certificados demonstraram a
viabilidade de aplicar o procedimento de analise por ativagdo com néutrons (NAA) na
determinacdo multielementar em plantas medicinais. Os resultados das analises dos MRCs
indicaram uma boa precisao e exatidao.

Pelos resultados da NAA das plantas medicinais pode-se concluir que os elementos As, Br,
Ca, Co, Cr, Cs, Fe, K, La, Na, Rb, Sb, Sc, Zn podem ser determinados com boa preciséo, o
que indica também a boa homogeneidade das amostras com relacdo a estes elementos. Os
elementos tdxicos As e Sbh foram detectados em concentragdes muito baixas e 0s elementos
Cd e Cu ndo foram detectados.

Os resultados obtidos nas analises de plantas medicinais indicaram a possibilidade de obter
um perfil bastante completo da composicao elementar das plantas medicinais pelo método de
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NAA, possibilitando um estudo da correlagdo entre os elementos neles presentes com as
propriedades medicinais das plantas estudadas.
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