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ESTUDO DA COMPOSICAO INORGANICA E AVALIACAO DA ATIVIDADE
BIOLOGICA DE Peperomia pellucida NO CRESCIMENTO DE Aspergillus flavus

Fabio Vitério Sussa

RESUMO

Nas ultimas décadas houve um grande avango em pesquisas no
desenvolvimento de medicamentos a base de plantas medicinais. Entretanto,
constata-se que ha pouca preocupacdo sobre as concentracfes de elementos
estaveis, bem como as concentracdes de atividade de radionuclideos naturais das
séries do ?**U e #*?Th em plantas com esta finalidade no Brasil. A presenca de
minerais e radionuclideos em plantas constitui um meio de migracdo destes
elementos para 0 organismo humano, através da ingestdo de chas ou
medicamentos feitos com ervas medicinais. Peperomia pellucida é conhecida
popularmente por erva de jabuti e por suas propriedades medicinais, como
cicatrizante, analgésica, bactericida e fungicida. As amostras de Peperomia
pellucida e de solo analisadas neste trabalho foram coletadas no Jardim Botanico
do Rio de Janeiro e em suas proximidades. A concentracdo elementar de As, Ba,
Br, Ce, CI, Co, Cr, Cs, Eu, Fe, Hf, K, La, Lu, Mg, Mn, Na, Nd, Rb, Sb, Sc, Sm, Ta,
Th, Th, U, Yb e Zn foi determinada nas folhas, partes aéreas, compreendendo
folhas e caule, e raiz de Peperomia pellucida, nos extratos obtidos por maceragao
e infusdo e no solo pela técnica da Analise por Ativacdo Neutrénica Instrumental
(AANI). O método analitico utilizado para determinar os elementos Cd, Hg e Pb foi
a Espectrometria por Absorcdo Atdmica e as atividades de **°Ra, **Ra e #°Pb
foram determinadas pela contagem alfa e beta total apds separacao radioquimica.
A qualidade dos resultados obtidos foi verificada pela analise dos materiais de
referéncia certificados IAEA-336 “Lichen”, IAEA-Soil-7, IAEA-326 “Radionuclides
in soil”, NIST 1515 “Apples Leaves” e NIST 1542 “Peach Leaves”. Os resultados
obtidos nas analises apresentaram boa precisao e exatiddo. O Oleo essencial e 0s
extratos etanolico e hexéanico obtidos das partes aéreas de P. pellucida foram
testados “in vitro”, em placas de Petri, para verificar a atividade antifungica diante

ao fungo Aspergillus flavus. A atividade antifiingica baseou-se na zona de inibicdo
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e nos valores de Clsg frente ao patégeno. Também foi determinada a composicao

quimica do 6leo essencial pela Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrdmetro
de Massa (GC-EM).
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INORGANIC COMPOSITION DETERMINATION AND EVALUATION OF THE

BIOLOGIC ACTIVITY OF Peperomia pellucida IN THE Aspergillus flavus
GROWTH

Fabio Vitério Sussa

ABSTRACT

In recent decades, there has been a great advancement in research in
developing drugs from plants. Nevertheless, little significant care exists in the
literature about the stable concentration of elements, as well as the activity
concentration of ?**U and #*?Th decay products in plants used for this purpose in
Brazil. The presence of stable elements and radionuclides in plants constitutes the
pathway for their migration to humans, via uptake of tea or remedies made with
medicinal herbs. Peperomia pellucida, whose popular name is “erva de jabuti”, is a
plant known by its medicinal usages, such as healing and analgesic properties
plus antibacterial and antifungal activities against food fungi. In this study, the
elemental composition of Peperomia pellucida and surrounding soil samples
collected in the Botanical Garden in Rio de Janeiro was determined; the elemental
concentration in the alcoholic extract and infusion processes of dry plants was also
determined. The elemental concentration of As, Ba, Br, Ce, Co, Cr, Cs, Eu, Fe, Hf,
K, La, Lu, Na, Nd, Rb, Sb, Sc, Sm, Ta, Th, Th, U, Yb and Zn was determined in
the leaves, aerial parts, including leaves, stems and roots of Peperomia pellucida,
in their extracts obtained by maceration and infusions and in the surrounding soil
by the Instrumental Neutron Activation Analysis (INAA). The analytical
methodology used to determine the elements Cd, Hg and Pb was the Atomic
Absorption Spectrometry (AAS); the activities of *°Ra, ?*®Ra and *°Pb were
carried out by gross alpha and beta counting, after radiochemical separation. The
quality of the obtained results was assured by the analyses of the certified
reference materials IAEA-336 Lichen, IAEA-Soil-7, IAEA-326 Radionuclides in soil,
NIST 1515 Apple Leaves and NIST 1542 Peach Leaves. The relative standard
deviations and the relative errors obtained in these analyses indicated good

precision and accuracy of the results. The essential oil, ethanolic and hexane
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extracts of Peperomia pellucida were tested for antifungal activity against
Aspergillus flavus in vitro on Petri plates. The antifungal activity was based on the

inhibition zone and ICsp values against the pathogen on Petri plates assays. Also,

the essential oil chemical composition was determined by GC-MS.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos histéricos e importancia das plantas medicinais

O uso terapéutico das plantas medicinais na saude humana constitui-
se como pratica milenar (Alvim, 2006). O emprego de plantas para fins curativos
data, de acordo com varios antropologos, do Paleolitico ou idade da pedra
lascada, o primeiro dos trés grandes periodos em que se subdivide a idade da
pedra (Dias, 2005).

O ser humano ao observar os animais se alimentarem de plantas
também as experimentava e assim comecou a perceber que determinados tipos
de plantas aliviavam certos distirbios como as dores de estbmago, dores de
cabeca, colicas intestinais e outros tipos de males como as dores
musculares (Vaz, 1995).

Desde cedo as primeiras civilizagbes perceberam que algumas plantas
continham em suas esséncias substancias as quais ao serem aplicadas no
combate as doencas revelaram empiricamente seu poder curativo. Toda essa
informacédo foi sendo, de inicio, transmitida oralmente as geracfes posteriores,
para depois, com o aparecimento da escrita, passar a ser compilada e guardada
com desvelo zeloso (Badke, 2008).

As mais antigas fontes escritas médico-farmacéuticas séo provenientes
da regido do crescente Fértil', cujas civilizacdes sdo as que tém maior importancia
para a historia da farméacia ocidental (Dias, 2005).

De acordo com Biazzi (2005) os primeiros registros historicos datam de
5.000 anos e mencionam a utilizacdo de plantas medicinais como o louro e o

tomilho pelos Sumérios.

1O crescente Fértil é constituido pelo Egito, pela Mesopotamia e pelo corredor sirio-palestiniano,
espacos dominados, respectivamente, pelo vale do Nilo, pela planicie do Tigre e do Eufrates e
pela faixa mediterranica que os liga entre si (Dias, 2005).
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O conhecimento do uso de plantas medicinais nos chega por meio dos
chamados papiros médicos egipcios, sendo 0 mais importante para a historia da
farméacia é o Papiro de Ebers. Acredita-se que o referido papiro, contendo cerca
de 800 receitas e referéncias a mais de 70 drogas, incluindo absinto, horteld,
mirra e mandrégora, tenha sido escrito no século XVI a.C. Esse papiro, em escrita
hieratica?, conserva-se atualmente na Biblioteca da Universidade de Leipzig
(Tubino et al., 2009; Menezes, 2005).

Ja na antiguidade, na Grécia e em Roma, de Hipocrates a Galeno, a
medicina sempre esteve estreitamente dependente da Botanica, persistindo
nessa situacdo até o século XVIl (Lameira e Pinto, 2008).

Quem se destacou no campo das plantas medicinais foi Dioscorides
que, ao acompanhar 0s exércitos romanos na Peninsula Ibérica, no Norte da
Africa e na Siria, recolheu abundante informagdo sobre plantas dessas regides.
Escreveu o tratado “De Matéria Medica”, dividido em cinco livros, no qual sao
descritos cerca de 600 plantas e indicacbes sobre o seu uso médico
(Menezes, 2005). Sua obra, tendo sido escrita no ano 78 da nossa era, passa a
ser usada, como guia de ensino, no mundo romano e no arabe, continuando em
vigor até finais da Idade Média e ainda no século XV sao feitas cépias em latim
dessa obra (Cunha, 2008)

No decorrer da ldade Média, adventos histéricos que ocorreram na
Europa, tais como a ascensao e queda do Império Romano e o fortalecimento da
Igreja Catodlica, provocaram uma enorme influéncia sobre o saber cientifico da
época. Em virtude disso a medicina e também o estudo e as informagdes sobre o
uso das plantas medicinais mantiveram-se estagnados por um longo periodo, pois
todo o legado greco-romano tornou-se restrito aos mosteiros. Dessa forma, o
cultivo e o emprego das plantas medicinais tornaram-se exclusividades da Igreja
Catolica, uma vez que, qualquer pratica realizada fora dessas instituicoes
religiosas era considerada por seus sacerdotes como praticas de bruxarias ou

alquimia (Martins et al., 2000).

% Escrita Hieratica: Diz-se da escrita cursiva gue os antigos egipcios desenvolveram a partir da
escrita hieroglifica. (Escrita hieroglifica: escrita analitica, de ordinario monumental, constituidas de
sinais figurativos (Menezes, 2005).
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Ainda segundo Cunha (2008), embora tivesse ocorrido um retrocesso
na evolucdo da Arte de Curar, preparavam-se misteriosamente unguientos
maravilhosos por meio de formulas magicas, adquiridos através do conhecimento
greco-latino sobre o emprego de plantas medicinais, que cultivavam junto aos
mosteiros. Eram considerados como produtos vegetais méagicos o visco que
vegetava sobre o castanheiro, a mandragora, a arruda e até o alho.

Segundo Osmar (2008), muitos medicamentos originaram-se desse
uso empirico, fruto de um longo processo de descobertas por tentativas, como por
exemplo, os digitalicos, drogas derivadas da dedaleira (Digitalis purpurea L. e
Digitalis lanata L.), com poderosa acao especifica sobre o musculo cardiaco.
Seus principios ativos, os glicosideos cardiotdnicos, sdo hoje farmacos
obrigatoérios no tratamento de certas doencas do coracao.

Apés a idade média, conforme Silveira (2005), no periodo do
Renascimento, ocorre uma retomada dos estudos, dentre eles os que abordam o
emprego de plantas medicinais como forma paliativa ou curativa de tratar as
doencas. E ao mesmo tempo vado sendo introduzidos na terapéutica novos
farmacos provenientes de diversas culturas.

Na modernidade, o uso de plantas medicinais, apesar de ser um
tratamento secular para as doencas e de estar presente em diversas culturas,
sofreu muitas alteracdes, sobretudo, a partir da segunda metade do século XX
com o avan¢o dos medicamentos sintéticos. Quando o uso de medicamentos
sintéticos ou industrializados comecou a intensificar-se, 0 uso de plantas passou a
ser negligenciado em virtude da supremacia dos medicamentos alopaticos que
passaram, a partir de entdo, a predominar nas terapias modernas. Entretanto, a
partir da década de 80, as plantas medicinais passaram novamente a ser
valorizadas como fonte de propriedades curativas (Badke, 2008).

A retomada do interesse no estudo das plantas medicinais se deve as
constantes criticas que as drogas sintéticas passaram a sofrer, devido as reagfes
adversas provocadas pelos medicamentos alopaticos, como reagfes alérgicas e
distarbios gastrointestinais e seu elevado custo (Adeodado et al., 1996).

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais para o tratamento de
enfermidades estd arraigada as culturas do europeu, do negro e do indio,
resultando em uma producgdo multicultural, que de acordo com Coelho (1989), foi

durante muito tempo, a principal forma de cura utilizada pela populacao.
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O primeiro estudo realizado sobre as plantas medicinais brasileiras
data de 1797, quando um médico portugués que visitava o Brasil, Dr. Bernadino
Antdnio Gomes, catalogou e estudou 15 variedades de plantas conhecidas com
nomes populares de auda-acu, pipi, guapibeira, erva de cobra, batata de purga,
barbatimdo, contra-erva, mangabeira, tabebuia, coqueiro de guriri, mil-homens,
jarrinha, jaqueira, craveiro da terra e mariricu.

Atualmente o estudo das plantas medicinais, de uma maneira geral, é
feito em todos os continentes, havendo um nimero maior de pesquisas onde elas
s&o utilizadas popularmente para fins medicinais, tais como india, Brasil, alguns
paises da Europa e da Africa, Japdo, China e Estados Unidos.

No Brasil 20 % da populacdo consome 63 % dos medicamentos
alopéticos, o restante encontra nos produtos de origem natural, especialmente as
plantas, uma fonte alternativa de medicacgao (Foglio et al., 2006).

Assim, para o desenvolvimento e uso de plantas medicinais tornam-se
primordiais os estudos sobre a obtencéo e identificacdo de novos principios ativos
bem como as investigacdes sobre a correlacdo com os fatores que afetam a
formagdo, o crescimento e as caracteristicas medicinais das plantas.
Consequentemente, os estudos envolvendo plantas medicinais tém merecido
especial atencdo e constituem hoje temas de pesquisas multidisciplinares como
da quimica, bioquimica, farmacia, medicina e outros.

Convém ressaltar ainda que o estudo de plantas medicinais € de tal
importancia que a Organizacao Mundial da Saude (OMS) em julho de 1991 reuniu
em Munique diversos cientistas internacionais para uma revisdo dos principios
ativos medicinais e para a elaboracdo de regulamentos para o uso de
fitoterapicos.

Nos ultimos anos, houve um crescimento significativo do mercado de
fitoterapicos e plantas medicinais no Brasil. Em 1994, o mercado de fitoterapicos
correspondia a um valor estimado em US$ 355 milhdes, o que representava 5,5%
do valor total das vendas de medicamentos (Alvarenga et al.,, 2009). Estima-se
gue as vendas de produtos farmacéuticos derivados de plantas alcancaram a cifra
de US$ 550 milhdes em medicamentos e cosméticos, a partir de plantas
medicinais e aromaticas (Lameira e Pinto, 2008).

Segundo a Febrafarma (2007), o crescimento do mercado de

fitoterapicos, no Brasil, € da ordem de 15% ao ano, enquanto 0 mercado de
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medicamentos sintéticos cresce em torno de 3% a 4%. O mercado brasileiro
encontra-se em crescimento estando entre os dez maiores mercados de
substancias de origem vegetal do mundo (Campesato, 2005).

O estudo sobre plantas medicinais tem se tornado, nas ultimas
décadas, assunto de pesquisas cada vez mais amplo. Diversos aspectos sao
abordados sobre o uso de plantas medicinais, tais como a diversidade e a
potencialidade que as plantas apresentam como fontes de produtos medicinais, a
extracdo dos principios ativos, modo de acéo e uso potencial de 6leos essenciais
e também sobre os meios de preservacdo das plantas medicinais.

A caracterizagéo elementar das plantas medicinais ou de seus extratos
também constitui tema de pesquisa de grande interesse. Em pesquisas com
fitoterapicos o foco principal é geralmente a caracterizacdo do principio ativo da
planta para comprovacdo cientifica de suas propriedades farmacologicas
(Ferreira et al., 2003; Calixto, 2000). Entretanto, a analise da composi¢ao
elementar bem como das concentracdes de atividade de radionuclideos naturais
da série do U e Th faz se necesséria, pois a fonte principal de absorcdo destes
elementos é a dieta humana.

A andlise elementar das plantas e dos seus extratos contribui no
estabelecimento da dosagem dos fitoterapicos visto que pode haver possiveis
interferéncias dos componentes inorganicos em sua terapéutica e dependendo
dos teores de certos elementos, estes podem ser téxicos ao ser humano
(Olujohungbe et al.,, 1994; Kakosy et al.,, 1996). Os vegetais incorporam 0s
elementos estaveis e os radionuclideos naturais do solo onde s&o cultivados e
dos fertilizantes empregados com a finalidade de aumentar a producéo vegetal.
Uma planta medicinal contendo concentracfes destes elementos superiores aos
valores maximos permitidos pode causar intoxicacdes e problemas bastante
graves, uma vez que tais plantas sdo geralmente usadas por longos periodos de
tratamento por via oral.

Entre as inUmeras atividades bioldgicas e farmacoldgicas exibidas por
substancias presentes nas plantas medicinais, ha também um crescente estimulo
pela busca de novos agentes antifungicos, tendo em vista 0 aumento do nimero
de infec¢bes causadas ao organismo humano por estes microrganismos. Além
disso, é imprescindivel a busca por novos agentes antifiungicos para a agricultura

devido a crescente resisténcia exibida por microrganismos aos agrotoxicos
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convencionais como, por exemplo, os fungos toxigénicos. Os graos e cereais sao
expostos, no campo, a uma ampla variedade de microrganismos, proveniente do
ar, agua, plantas doentes, insetos, solo, fertilizantes e material organico. Dentre
esses, 0s fungos podem causar uma série de danos aos graos durante o plantio,
colheita e armazenamento (Dubuisson, 1977). O impacto econdmico da invasao
fungica inclui a diminuicdo do poder de germinacdo, emboloramento visivel,
descoloracdo, odor desagradavel, perda de matéria seca, aquecimento,
mudancas quimicas e nutricionais com consequente producdo de micotoxinas e
perda da qualidade, tornando-os impréprios para o consumo (Paster, 1988).

No ambito do governo brasileiro, o Ministério da Agricultura e
Abastecimento, (2006) através da Portaria Ministerial n°® 230, de 10-06-1997,
publicada no Diario Oficial da Unido, de 11-06-1997, instituiu o Programa Nacional
de Controle de Micotoxinas em Produtos, Subprodutos e Derivados de Origem
Vegetal, j& que, os dados em nivel mundial séo alarmantes. Segundo estimativas
da FAO (Food and Agriculture Organization), 25% de todas as plantacGes
agricolas sdo afetadas anualmente pela contaminacdo por micotoxinas gerando
um problema mundial de saude publica. Para impedir a comercializacdo de
produtos contaminados, barreiras sanitarias e sérios padrbes restritivos aos
produtos contaminados por micotoxinas e agrotdxicos sao impostos
internacionalmente, implicando em prejuizos expressivos para paises
exportadores de alimentos como o Brasil (Ministério da agricultura, 1997).

Desta forma o controle de fungos é uma questédo de saude publica e de
grande importancia para o agronegdcio, visto que € constante o surgimento de

Novos microrganismos resistentes a antimicrobianos.

1.2. Caracteristicas das Piperaceae

1.2.1 — A Familia Piperaceae

As Piperaceae sao estudadas desde o inicio do conhecimento da
taxonomia botanica, que se da desde o século XVIII, quando Linnaeus (1753)
descreve 17 espécies de Piper L. (Medeiros, 2006). Poucos anos depois, outros
estudiosos também contribuiram para o conhecimento da familia, descrevendo

NOVOS géneros e espécies.
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A familia Piperaceae, pertencente a ordem Piperales, que é
considerada como uma das mais primitivas plantas dentre as angiospermas
basais, somando aproximadamente 3.000 espécies de distribuicdo tropical e
subtropical com centro de diversidade na Malasia e nas Américas Central e do Sul
(Ferreira, 2007; Dignani, 2009).

A familia Piperaceae é extremamente estudada dos pontos de vista
botanico, quimico e farmacoldgico (Jaramillo, 2001). Possui cerca de 10 géneros,
sendo Piper e Peperomia 0os mais representativos, com mais de 1000 espécies
cada (Greig, 2004).

O Brasil possui 3 géneros nativos: Piper, Peperomia e Sarcorhachis,
sendo encontradas principalmente nas florestas Amazbnica e Atlantica
(Greig, 2004; Ferreira, 2007).

Pela ampla ocorréncia e abundancia no Brasil, varias espécies dessa
familia sdo referidas como medicinais, tais como erva de jabuti (Peperomia
pellucida), falso jaborandi (Piper aduncum) e pariparoba (Piper umbellatum) e
utilizadas na culinaria (Mendes, 2011; Monteiro, 2008; Navarro, 2009).

Sob o ponto de vista econémico e comercial, 0 género Piper € o mais
importante, tendo com principal exemplo a espécie Piper nigrum
(pimenta do reino). E a mais importante especiaria comercializada mundialmente
sendo usada em larga escala como condimento, em industrias de carnes e
conservas (Singh, 1992).

Quimicamente a familia é conhecida pela producdo de mais de 700
substancias. Os principais metabdlitos secundarios que caracterizam as espécies
de Piperaceae sdo amidas, cromenos e fenilpropandides, ligndides, flavonodides,

terpendides e piperolideos (Parmar et al.,1997; Parmar et al., 1998).

1.2.2 — Género Peperomia

O género Peperomia foi descrito por Ruiz e Pavon (1794) e assim
denominado por sua semelhanca com as pimentas. Destaca-se como 0 segundo
maior género da familia das Piperaceae, somando cerca de 1600 especies
diversamente distribuidas na América Central e Ameérica do Sul, algumas
espécies sdo encontradas na Asia, Africa e Oceania (Wanke et al., 2006;
Ferreira, 2007; Li, N et al., 2008).
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As especies de Peperomia sdo ervas de habito epifitico ou terrestre,
crescendo preferencialmente em locais Umidos e sombreados. As plantas deste
género apresentam elevada diversidade. Os ramos sdo geralmente carnosos e
suculentos, mas também podem ser densos e translucidos. As inflorescéncias sao
do tipo espiga, opostas as folhas ou auxiliares (Ferreira, 2007).

A maioria das espécies de Peperomia apresenta folhas providas de
tecido especializado em reservar agua, e essa capacidade possibilita a sobrevida
em periodos de seca, as quais espécies de habitos epifiticos sdo submetidas com
frequiéncia (Dignani, 2009).

Por apresentar uma folhagem vistosa, muitas espécies da Peperomia
sao utilizadas como plantas ornamentais (Mendes, 2010). As folhas sdo também
amplamente utilizadas na medicina para tratamento de inflamacdes, asma,
Ulceras gastrica, por suas atividades analgésica, antibacteriana e fungicida
(Mutee et al., 2010; Khan et al., 2002; Dignani, 2009).

O género Peperomia também se destaca pela producdo de Oleos
essenciais (Silva, 1999).

Os relatos da composicédo quimica desse género s&o raros e recentes
na literatura, principalmente quando se considera 0 numero estimado de
espécies. Recentemente, uma revisdo foi publicada na literatura sobre os
constituintes quimicos isolados de Peperomia (Li et al., 2008).

Ainda segundo Li et al. (2008), cerca de 200 compostos tém sido
relatados a partir deste género. Eles séo divididos principalmente em lignanas,
policetideos, benzopiranonas, benzopiranos, quinonas, flavondides,

fenilpropandides, terpendides, amidas, fendis e acidos (FIG. 1.1).



29

Vi VI IX
0
OH O
= =
OH
0
)
« OH I
OH
= =
0 =
o <
OMe
Xl X1l

FIGURA 1.1 - Metabolitos secundarios isolados de espécies de Peperomia.

Estruturas: | e Il — P. blanda (Veloso et al., 2006); III, IV e V — P. villipetiola (Salazar et al., 2005);
VI e VIl — P. serpens (Kitamura et al., 2006); VIIl — P. obtusifolia (Tanaka et al., 1998);
IX, X e XIl —P. galioides (Mahiou et al., 2006; Mahiou et al., 2005); XI — P. proctorii (Seeran et
al., 2000); XIII — P. pellucida (Ragasa et al., 1998).
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FIGURA 1.1 — Continuacéao.

Estruturas: XIV - P. obtusifolia (Tanaka et al., 1998); XV — P. dindygulensis (Wu et al., 2005;
Wu et al., 2006); XVI e XVII — P. blanda (Felippe et al., 2008); XVIII — P. pellucida (Xu et al., 2006);
XIX — P. duclouxii (Li et al., 2007); XX — P. blanda (Velozo et al., 2006); XXl — P. blanda
(Felippe et al., 2008); XXIl e XXIIl — P. oreophila (Lago et al., 2007).
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Além de estudos fitoquimicos, alguns ensaios biol6gicos j& foram
realizados com o intuito de se verificar efeitos antimicrobianos, citotéxicos,
antiinflamatorios, antiparasitarios e inseticidas de extratos e substancias extraidas
de Peperomia (TAB. 1.1).

TABELA 1.1 — Atividades biolégicas de extratos ou substéncias isoladas de

espécies do género Peperomia.

Espécie Substancias / Extrato Bioatividade Referéncia
Flavondides e Antiradicalar Velozo et al., 2006.
P. blanda Cromenos
Lignanas Tripanossomicida  Felippe et al., 2008.
. : . o Wu et al., 2006;
P. dindygulensis Ligndides Citotoxica
Wu et al., 2005.
P. galioides Quinonas preniladas  Anti-Leishmania  Mabhiou et al., 1996.

Difendis prenilados Antiparasitaria Mabhiou et al., 1995.

Oleo essencial Antibacteriana De Feo et al., 2008.

P. heyneana Ligndides Antiviral (HIV) Zhang et al., 2007.
P. pellucida Lignoides Citotoxica Xu et al., 2006.

fenilpropandides Antifungica Ragasa et al., 1998.

Anti-inflamatéria  Arrigoni-Blank et al.,
Analgésica 2004.
Antibacteriana Mendes et al., 2011.

Extrato

P. alata Acilrescorcindis Antifangica Reigada et al, 2005
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1.2.3 Peperomia pellucida

A espécie Peperomia pellucida (L.) Kunt (FIG. 1.2) conhecida como
erva de jabuti é identificada como erva terrestre e epifitica, suculenta, com
pontuacbes translicidas, caule ereto e ramificado. Folhas alternas, longo-
pecioladas; lamina ovada, 1,5 - 2,5 x 1 - 2 cm, base cordada, apice agudo e
membranacea. Espigas terminais, axilares ou opositifélias com até 5 cm de
comprimento; pedunculo com cerca de 5 mm de comprimento, bractéolas
arredondado-peltadas, flores esparsamente dispostas, drupa elipséide, nao

estipitada, longitudinalmente estriada (Guimaraes, 2004).

FIGURA 1.2 - Peperomia pellucida (L.) Kunth.
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A Peperomia pellucida ¢é amplamente distribuida na Asia
(Egwuche, 2011), Africa (Aziba, 2001), nas Américas do Norte, Central e do Sul
(Khan, 2010). No Brasil ocorre desde o Amazonas até o Parana, crescem em
locais umidos, principalmente em paredfes e muito freqliientemente em jardins,
em clima tropical e subtropical.

Esta espécie € muito utilizada na medicina popular por atuar em
diversos disturbios. Na pesquisa de Egwuche e al. (2011), os autores descrevem
a sua utilizacao para tratamentos de dores abdominais, célicas, acnes, furdnculos,
dores de cabeca, distarbios renais e dores nas articulacdes.

Baseado em indicacbes populares, a espécie é indicada para
problemas relacionados as doencas do sistema geniturinario, como rins,
inflamac&o de Utero e ovario e pedra nos rins (Silva, 2008).

Segundo Guimardes et al. (2004), a planta € usada para combater a
tosse ou a dor de garganta, sendo ainda antipruriginosa e diurética, utilizada sob
a forma de cha ou infusdo preparados com toda a planta, incluindo as raizes. Nao
raro, € consumida como excelente salada.

Segundo Munhoz et al. (2000), na Bolivia a planta inteira é utilizada
para estancar hemorragias, conhecimento passado pelos povos indigenas. As
raizes séo utilizadas para tratamento da febre a as partes aéreas sao utilizadas
para cobrir as feridas, como cicatrizante.

Khan et al. (2007) investigaram os efeitos antipiréticos de extratos
obtidos de folhas de Peperomia pellucida (L.) Kunt mostrando que houve uma
reducao significativa na temperatura dos animais estudados.

Aziba et al. (2001) determinou a atividade analgésica em extratos das
partes aéreas de Peperomia pellucida em camundongos.

Segundo Mutte et al. (2010), o extrato obtido de P. pellucida reduziu
significativamente edema induzido em camundongos. Os resultados obtidos no
estudo sugerem que a planta € uma boa fonte natural para terapia anti-
inflamatoria.

Do ponto de vista quimico ja foram isolados metabolitos secundarios,
0sS quais sdo substancias sintetizadas pelas plantas com fun¢des de defesa ou
atracdo, principalmente. Entre os metabdlitos secundérios isolados destacam-se

os terpenos e os fenilpropandides (FIG 1.3)
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1.3. Consideracfes sobre o fungo Aspergillus flavus

Os fungos constituem um grupo de microrganismos amplamente
encontrado nos varios ambientes terrestres: ar, agua e solo. Esses
microrganismos toleram uma ampla faixa de condicbes para seu crescimento,
relacionadas com a umidade, pH, temperatura e nutrientes disponiveis no
substrato. Por esse motivo, podem adaptar-se facilmente em alimentos
(Esper, 2011).

Os fungos mais comuns encontrados em alimentos e produtos
estocados pertencem ao género Aspergillus. Esses fungos sdo capazes de
produzir uma grande quantidade de enzimas que provocam a deterioragdo dos
alimentos e algumas especies podem produzir toxinas (micotoxinas) causando
significativas perdas econémicas e sérios problemas a saude humana e animal
(Ritter, 2007).

O fungo Aspergillus flavus (FIG. 1.4) ocorre em solos de todo o mundo
se alimentando de substancias organicas normalmente provenientes de matéria
em decomposicdo. E caracterizado pelo desenvolvimento de colénias de
coloracdo esverdeada e € a espécie mais comumente implicada na contaminacao

de alimentos por micotoxinas (Taniwaki e Silva, 2001).

FIG. 1.4 - Contaminacao de culturas de milho por Aspergillus flavus.

O Aspergillus flavus provoca doencas em varias culturas agricolas
importantes, como o milho, amendoim e algod&o, antes e depois da colheita, ndo

necessariamente reduzindo o rendimento, mas causando perdas econdmicas por
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meio da contaminacdo de sementes por aflatoxinas. Este fungo também causa
doencas em animais e humanos, quer através de consumo de alimentos
contaminados, causando aflatoxicose ou cancer de figado; ou através de
crescimento invasivo, causando a aspergilose, que €, muitas vezes, fatal em

seres humanos que estdo imunocomprometidos (Amaike e Keller, 2011).

1.3.1 Aspergilose e Aflatoxicose

Aspergilose é um termo usado para infec¢cdo causada por Aspergillus
aos seres humanos e animais e a espécie Aspergillus flavus é um dos agentes
causadores de aspergilose, junto com pelo menos 20 outras especies de
Aspergillus (Krishnan, 2009).

A maioria das infeccbes humanas surge através da inalacdo de
esporos dos fungos. As manifestacbes clinicas de aspergilose séo classificadas
em alérgicas; como asma, alveolite alérgica e aspergilose broncopulmonar
alérgica e em invasiva, pulmonar e extrapulmonar. Animais também podem ser
infectados por A. flavus, em particular, coelhos, galinhas domésticas, gansos e
perus (Amaike e Keller, 2011).

As aflatoxinas, descobertas ha mais de 30 anos, sao produzidas por
algumas cepas de fungos do género Aspergillus, principalmente das espécies
A. flavus e A. parasiticus, 0os quais se desenvolvem naturalmente em amendoim,
milho, feijdo, arroz, soja, trigo, entre outros (Esper, 2011). As aflatoxinas causam
doencas aos seres humanos e aos animais conhecidas como aflatoxicoses. As
aflatoxicoses se distinguem das aspergiloses por serem adquiridas através da
ingestdo de baixas doses de aflatoxinas (aflatoxicose crbénica) e pela ingestdo de
altas concentracfes de aflatoxinas (aflatoxicose aguda) (Amaike e Keller, 2011).

As aflatoxinas de um modo geral afetam praticamente todos o0s
sistemas organicos dos animais, de forma que s&o observadas ictericia
(hepatopatia), hemorragias generalizadas na musculatura (devido a fragilidade
vascular), aumento no tamanho e necrose nas glandulas adrenais e enterite
hemorragica, que pode ser confundida com outras sindromes entéricas. As
aflatoxinas ainda podem diminuir o desempenho reprodutivo, reduzir a producao
de leite, causar teratogénese, ser cancerigena e diminuir as fun¢des imunoldgicas

(imunossupressora) (Esper, 2011).
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1.4 Oleo volatil

As atividades anti-sépticas de plantas aromaticas e medicinais e de
seus extratos vém sendo reconhecidas desde a antiguidade e os Oleos essenciais
tém merecido destaque especial com relacéo a estas atividades.

Nos ultimos anos varias pesquisas vém buscando o uso de substancias
naturais para o emprego na agricultura como fungicida, pois o0 uso intensivo e
indiscriminado de substancias quimicas sintéticas, como 0s agrotoxicos, tem
causado diversos problemas ao meio ambiente. Além disso, estima-se que
milhares de pessoas tenham desenvolvido doencas devido a ingestdo de
produtos alimenticios contaminados com essas substancias quimicas sintéticas.
Atualmente, os consumidores buscam o emprego de aditivos naturais, que
minimizam 0s riscos causados por substancias sintéticas, as quais, muitas vezes,
possuem efeitos carcinogénicos (Esper, 2011).

Os Oleos essenciais sdo complexos orgéanicos constituidos por
numerosos componentes. Sao essencialmente misturas variadas de terpendides,
especificamente monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), alguns diterpenos
(C20), fenilpropandides e uma grande variedade de hidrocarbonetos alifaticos de
baixa massa molecular (lineares, ramificados, saturados e insaturados). Os
terpenos e os fenilpropandides sdo 0s principais responsaveis quimicos pela
fragrancia e pelos usos medicinais e culinarios de plantas (Navarro, 2009).

Os Oleos essenciais ficam retidos em vacuolos citoplasmaticos
podendo ser rompidos por danos mecéanicos ou fisico-quimicos. Os 6leos sao
geralmente extraidos de plantas por métodos de destilagdo por vapor ou
hidrodestilacdo. Apresentam baixo ponto de ebulicdo e um forte aroma.

Os 6leos essenciais encontram sua maior aplicacdo biolégica como
agentes antimicrobianos. Esta propriedade, presente na grande maioria destes
compostos, de certa maneira, representa uma extensao da propria funcdo que
exercem nas plantas, defendendo-as de bactérias e fungos fitopatogénicos
(Aguiar, 2003).

As propriedades antimicrobianas de Oleos essenciais e de seus
constituintes sdo estudadas por varios autores (Naghetini, 2006). Entre as
espécies de Piperaceae, alguns estudos na literatura relatam potencial atividade

antifingica dos 6leos essenciais.
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Silva et al. (2007) avaliaram in vitro a atividade antifungica do 0leo
essencial em diferentes concentracoes extraido de 10 espécies de Piper
coletadas na regido Amazbnica sobre o0 crescimento dos fungos
Crinipellis perniciosa, Phytophthora palmivora e P. capsici. Os 6leos essenciais de
P. callosum, P. marginatum var. anisatum e P. enckea apresentaram acao
fungitdxica significativa contra os trés fitopatdgenos testados.

Morandim-Gianetti et al. (2010) investigaram a composicao e atividade
antifingica de 06leo essencial de folhas de espécies de Piperaceae e verificaram
que os Oleos essenciais de Piper aduncum, Piper gaudichaudianum e Piper
solmsianum apresentaram alta atividade antifangica frente ao fungo Cryptococcus
neoformans e o 6leo de Piper gaudichaudianum mostrou atividade frente ao fungo

C. krusei.

1.5 - Composigéo elementar nas plantas

A andlise da composicdo multielementar € importante e necessaria,
pois determina os elementos quimicos que estdo presentes na composi¢cao de
uma determinada planta. Estes elementos tém um papel fundamental em todos os
sistemas bioldgicos, pois participam de todos os processos metabdlicos, como
componentes de diferentes enzimas, catalisando interacées quimicas em células
vivas (Ilvyengar et al., 1970; Carvalho et al., 2007)

Os elementos quimicos sao classificados, quanto aos niveis de
concentracbes, como elementos ultra-traco, quando sua concentracdo € menor
que 0,01 ug g*; elementos traco, quando a concentracdo esta entre 0,01 ug g™ e
100 ugg*; e elementos majoritarios, quando a concentracdo é maior que
100 pg g™ (Lindhu, 1991).

Para as plantas os elementos traco essenciais sao aqueles que nao
podem ser substituidos por outros em suas fun¢des bioquimicas especificas e
gue tém uma influéncia direta no organismo (Kabata-Pendias, 2000).

A matéria seca das plantas, em geral, é constituida por,
aproximadamente, 44,5 % de C, 42,5 % de O, 6,5 % de H, 2,5 % de N, 1,9 %
de K, 1,0 % de Ca, 0,3 % de S, 0,2 % de P e 0,2 % de Mg. Estes elementos sdo
encontrados nas plantas em altas concentragdes e, por isso, S80 comumente
chamados de macro-elementos. Existem ainda, os micro-elementos, geralmente

representados por B, Cl, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Na, Si e Zn que, embora
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encontrados em pequenas quantidades, sdo essenciais ao desenvolvimento
adequado das plantas (Vieira, 2010).

A composicdo mineral das plantas esta relacionada com a absorcao de
elementos presentes no solo e nas aguas, muitas vezes, contaminados pelo uso
de fertilizantes, pesticidas, combustdo de carvdo e 6leo, emissBes veiculares,
mineracao, fundi¢do, refinamento e incineracédo de residuos urbanos e industriais.

Segundo Vaz (1995), diversos ions podem estar presentes inicialmente
no solo na fase sélida ou adsorvido a fase sdlida, na fase liquida, em condicao
imediatamente disponivel para as plantas e dessa forma podem ser deslocados
através do cértex e cilindro central das plantas até a parte aérea. O deslocamento
depende das constantes de equilibrio, que variam com os fatores tais como: tipo
de nutriente, forma do composto, temperatura e pH.

As partes aéreas das plantas apesar de adaptadas para realizacao de
fotossintese, também possuem a capacidade de absorver 4gua e nutrientes do
meio externo. A mobilidade dos elementos das folhas para outras partes da planta
exige um gasto de energia e ocorre inicialmente pelo tecido condutor da seiva
elaborada.

Vérios sdo os fatores que afetam a absorcdo dos elementos pelas
folhas e os mais representativos séo:

- Contato entre as folhas e as substancias liquidas: a absorcdo dos
elementos exige que a superficie da folha esteja molhada.

- Condicbes climaticas: a temperatura do ar e a umidade relativa
influenciam na absorcao dos elementos pelas folhas.

- Composicao: cada elemento apresenta uma velocidade diferente de
absorcdo que para um dado elemento pode ser afetada pela presenca de outro
elemento na solugéo.

- pH: afeta de maneira diversificada a absor¢cdo dos elementos; em
alguns casos o pH 7 facilita a absor¢cdo do potassio e pH 3 é mais favoravel a
absorcéo do fosforo.

- Luz: aumenta a absorcao foliar na medida em que esta depende do
fornecimento de energia fotossintética.

- Condicdes das folhas: normalmente as folhas novas absorvem mais

nutrientes que as velhas. Nas folhas velhas a cuticula e as paredes sdo mais finas
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e o teor do elemento € menor nas células. As folhas secas ou murchas absorvem
quantidades também menores de nutrientes.

Diante ao exposto verifica-se que varios fatores influenciam nos teores
dos elementos presentes em uma determinada parte da planta. Este fato pode
explicar porque as plantas provenientes de regides distintas podem apresentar
diferencas com relacdo a composicao elementar.

As plantas medicinais contém os elementos quimicos que podem ser
disponibilizados para o corpo humano em qualquer tipo de consumo das ervas e
seus extratos. Nem todos os elementos possuem funcgdes bioldgicas totalmente
descritas, todavia a maioria deles é responsavel por importantes atividades no
metabolismo humano e, portanto, estdo diretamente relacionados com a
manutencdo da saude e o funcionamento adequado do organismo.

Vaz et al. (1995) determinaram os elementos Al, Br, Ca, Ce, Cl, Cr, Cs,
Fe, K, La, Mg, Mn, Na, Rb, Sb, Sc e Zn em extratos de plantas
Achyrolcline satureoides DC, Casearia sylvestris, Centella asiatica, Citrus
aurantium L., Solano lycocarpum, Solidago microglossa, Stryphnondedron
barbatiman e Zingiber officinale R. popularmente utilizadas como medicinais.

Lésniewicz et al. (2006) determinaram a biodisponibilidade e os teores
totais de macro e micro-nutrientes em ervas medicinais polonesas. Os autores
apresentaram as faixas de ingestdo diaria recomendada e toleravel para uma
série de elementos investigados, baseados em recomendac¢des da Organizacao
Mundial da Saude (OMS) para homens e mulheres adultos.

Fei et al. (2010) determinaram a concentragdo dos elementos traco,
Ca, Fe, Na, Zn, Ba, Rb, Ce, Cr, La, Co, Th, Cs, Sh, Sc, Sm, Hf, Eu e Tb em ervas
utilizadas na medicina tradicional chinesa e discutiram as possiveis interacfes
entre as acdes farmacoldgicas das ervas e alguns elementos.

Yamashita et al. (2006) determinaram a composi¢cao inorganica de
folnas e extratos em diferentes espécies de Casearia genus (C. sylvestris,
C. decandra e C. obliqua). Os resultados obtidos permitiram concluir que as
concentracbes de elementos nessas plantas dependem da regido onde foram
cultivadas. Este estudo também mostrou que as amostras de folhas das
diferentes espécies coletadas numa mesma regido ndo apresentaram diferencas
significativas na maioria de seus constituintes inorganicos. Entretanto, a

acumulacédo de elementos foram diferentes entre as espécies estudadas. Quanto
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a comparacgao entre as composicoes elementares das folhas e dos extratos, os
resultados indicaram que para a maioria dos elementos as concentracdes obtidas
para as folhas foram da mesma ordem de grandeza daquelas obtidas nos
extratos.

Almeida et al. (2002) analisaram a ocorréncia de minerais com
comprovadas fungbes no metabolismo humano em dez ervas de uso terapéutico
popular. Os autores compararam os resultados com os valores de ingestao diaria
recomendada pela ANVISA e OMS. Sugeriram estudos para a utilizacdo dessas
ervas como uma fonte alternativa complementar de Na, K, Mg, Zn, Ca, Fe e certa
prudéncia quanto ao uso de alguns vegetais estudados, devido aos significativos
teores encontrados de Al.

Sussa et al. (2009) determinaram a concentracdo de elementos
estaveis e atividade dos radionuclideos naturais em diferentes partes de plantas
medicinais de uso comum no Brasil (alho, babosa, berdroega, boldo do Chile,
camomila, cascara sagrada, cha verde, ginko biloba, ginseng e urucum) e nos
seus extratos obtidos por maceracdo. Com relacdo aos elementos estaveis, 0s
resultados indicaram que a concentracdo elementar apresentou uma grande
variacdo nas diferentes espécies analisadas. Sendo que a concentracdo desses
elementos nos extratos foram menores que as obtidas nas plantas. A comparacao
entre a concentracdo de atividade dos radionuclideos nas plantas e nos extratos
mostrou que 0s extratos apresentaram quase todo o conteudo de Ra e Pb

presentes nas plantas.

1.6. Radioatividade natural

A vida no planeta desenvolveu-se num ambiente sujeito as radiacdes
de fundo, originarias de rochas que compdem a crosta terrestre e das radiacdes
emitidas pelos radionuclideos produzidos pela interacdo da radiacdo cosmica com
a atmosfera e a crosta terrestre (Oliveira, 1988).

Os radionuclideos de ocorréncia natural estdo presentes no meio
ambiente como elementos traco e nestes niveis ndo apresentam riscos a saude
humana ou ambiental. Quando presentes em altas concentracdes podem ser
toxicos ou danosos para 0s seres vivos, incluindo o homem. Entre estes
elementos encontram-se o0 “°K e os radioisdtopos das séries naturais do uranio e
torio (Ribeiro, 2004).
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Nas FIG.1.5 e 1.6 sdo apresentadas as séries de decaimento do **®U e
#32Th onde se observam os valores das meias vidas dos radionuclideos produtos
de decaimento e os tipos de emissdo. Dentre esses radionuclideos, os de maior
interesse sob o0 ponto de vista de protecdo radiolégica sdo os de meia vida
relativamente longa, 28U, *°Ra, #'°Pb, #*Th e #®Ra, os quais podem se transferir

para diferentes compartimentos do ecossistema.
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Os radionuclideos sao classificados em duas classes: 0s cosmogénicos
e 0s primordiais. Os primeiros sdo produzidos através de reacdes entre raios
cosmicos e nucleos na atmosfera, solo e dgua. Sdo emissores de raios gama,
raios-X e particulas beta e o intervalo de meia vida varia de milhées de anos a
uma fragcdo de segundos.

Em termos de exposigcdo dos seres humanos, os radionuclideos
cosmogénicos que mais contribuem sdo o °H, ‘Be, **C, *Na e %Kr. Como quase
todos os organismos vivos tém grande quantidade de carbono e hidrogénio, um
pequeno percentual é radioativo.

Os radionuclideos primordiais sédo aqueles que sao associados com a
formacdo da Terra e sdo na sua maioria isétopos de elementos pesados que
pertencem as séries radioativas naturais de decaimento do 2*®U (abundancia
natural de 99,27%), **°U (abundancia natural de 0,73%) e 2**Th (abundancia
natural de 100%) (Klement, 1982).

Destas séries, freqiientemente a do #*°U é a de menor interesse devido
a pequena porcentagem do is6topo na natureza.

Muitos outros nuclideos que ndo pertencem as séries de decaimento
radioativo também contribuem para a radioatividade natural da crosta terrestre,
como o potassio, que tem além de dois isétopos estaveis, um isétopo radioativo, o
0K com meia vida de 1,28x10° anos e uma abundancia relativa de 0,012%.

Os radionuclideos naturais sdo encontrados na crosta da terra em todo
0 meio ambiente, como solo, agua e atmosfera. Sua concentracao varia com a
localizacéo geogréfica, origem geoldgica do solo, hidrografia e agricultura. O uso
de fertilizantes, em varias situacdes na agricultura, afeta a concentracdo dos
radionuclideos, como no caso do “*°K quando s&o usados fertilizantes que
possuem este elemento (Moreira, 1993).

Outras fontes de radiacéo natural sdo as edificacdes construidas com
materiais como ceramica, tijolos, revestimentos de pedra, granito, argamassa,
concreto e gesso onde ocorre a emanacao de gases radioativos, como o raddnio.
Por ser um gas inerte, difunde facilmente desses materiais para a atmosfera.
Como este possui massa atbmica elevada, sua concentracdo é maior em niveis
proximos do solo, devido a decantacdo gravitacional. Dos filhos do raddénio, os
radionuclideos que merecem maior atencéo sdo os ***Po, ?*Pb, !°Pb e #*Bi, que

se depositam no pulméo. Os filhos do raddnio sdo is6topos de metais pesados
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que se fixam facilmente aos aerossois presentes na atmosfera e seu decaimento
radioativo se d& por emissdo de particulas alfa e beta e raios gama
(Scheibel, 2006).

As substancias radioativas percorrem no meio-ambiente Vvarios
compartimentos, conhecidos como vias de transferéncia, até atingirem o homem
(Leonardo, 2010). Um exemplo simplificado das principais vias de transferéncia
dos radionuclideos no meio ambiente é apresentado esquematicamente na
FIG. 1.7.

/ ATMOSFERA ‘\
o /FtnD \
Rm +
xp:_«:raha
ROCHAS I.I,TII.I{._ SOLOS K.Ra U, Th) -
U, Th K, Ra U.Th K .Ra U,Ha.FK URa.RnD U.RaRnD
AOUAS DECOMPOSITORES
SUBTERRANEAS

FIGURA 1.7 - Principais vias de transferéncia dos radionuclideos primordiais nos

varios compartimentos do ecossistema.
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1.6.1 — Consideracdes sobre os radionuclideos naturais *°Ra e “®Ra

Descoberto em 1898 pelo casal de cientistas Pierre e Marie Curie, 0
radio € o elemento quimico de numero atdbmico 88, pertencente ao grupo dos
metais alcalinos terrosos (Grupo 2) da tabela peridédica. S&o conhecidos 25
isétopos de radio com numero de massa variando de 206 a 230; sendo 4 deles
naturalmente radioativos: %°Ra, **’Ra, *°Ra e **Ra (Oliveira, 1993). Dentre eles,
os mais abundantes sdo o **°Ra, emissor de particulas alfa da série de
decaimento do %*®U, com meia-vida de 1622 anos, e o ?®Ra, um emissor de
radiacéo beta da série de decaimento do ?*Th, com meia-vida de 5,7 anos.

Estes radiois6topos sdo considerados criticos em virtude de suas
meias-vidas e de seus produtos de decaimento (radionuclideos emissores de
particulas alfa como o ?*’Rn e o **°Ra). Entre os radionuclideos provenientes da
cadeia de decaimento do ?**U, o radio é de particular interesse por sua
abundéancia natural, pela grande mobilidade no ambiente, meia-vida longa e,
também, por sua ligagdo com a mineracdo de uranio e de outros minérios que
possuem o uranio associado, como as rochas fosfaticas.

Os solos em geral apresentam teores de tério superiores aos de uranio.
Portanto, h4 uma tendéncia destes apresentarem teores de **Ra maiores que os
de ?*Ra e, conseqiientemente, a maioria dos alimentos de origem vegetal
apresentam maiores teores de *Ra em relacéo aos de **°Ra.

A ingestdo de alimentos e agua e a inalacao séo as principais vias de
entrada do radio no corpo humano. Apés a sua entrada, seu comportamento
metabolico é similar ao do calcio, um elemento essencial, ficando cerca de 70 a
90% retido nos 0ssos, e o restante sendo distribuido uniformemente nos tecidos
moles ou excretado.

O tempo de residéncia (meia-vida biolégica) do elemento no corpo
humano é significativo: a fracdo incorporada geralmente diminui para menos de
10% em poucos meses, mas alguma quantidade pode permanecer por toda a
vida. O dano biol6gico mais severo € o cancer nos tecidos. O valor de referéncia
para a ingestdo anual de °Ra na dieta (comida e agua) foi estimado em 22 Bq,
correspondendo a uma dose efetiva anual de 6,3 uSv para adultos
(Ghiassi Nejad, 2003). Adicionalmente, alguns filhos de **°Ra e *Ra decaem por

emissdo de particulas alfa, o que aumenta o risco devido a ingestdo destes

isétopos.
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1.6.2 — Consideracées sobre o °Pb

Considerado um elemento ndo essencial ao metabolismo humano, o
chumbo (Pb) € um metal pesado, altamente prejudicial & saiude que pode ser
encontrado em muitas matrizes ambientais. Os efeitos toxicos de chumbo
envolvem Varios 0rgdos e consequentemente desencadeia uma variedade de
defeitos bioquimicos. Os efeitos mais criticos em geral sdo o desenvolvimento de
neuropatologias, problemas hematologicos, renais, desenvolvimento da
hipertenséo e carcinogenicidade. Toxicidade grave de chumbo causa esterilidade,
aborto e mortalidade neonatal (WHO, 1996 e Kabata-Pendias, 2007).

O #°Pp junto com seu progenitor o *°Ra, ambos da familia do uranio,
€ um dos radionuclideos naturais que contribui com a mais alta dose de radiacao
ao seres humanos. ApGs ser absorvido € distribuido pelo sangue para os tecidos
moles e para o sistema 6sseo de onde é lentamente eliminado (sua meia vida
biolégica nos ossos humanos é de aproximadamente 10 anos). O ?*°Pb é um
emissor beta com meia-vida de 22,3 anos e 0 seu potencial toxico € acrescido
pelas suas propriedades radiolgicas. Como um produto do decaimento do ?*’Rn
(meia vida de 3,82 dias), o ?!°Pb pode ser produzido no ar e se depositar na
vegetacao e no solo, e posteriormente, ser incorporado ao tecido vegetal através
da absorcao foliar ou radicular. Sendo a absorgéo pelas folhas maior do que pelas
raizes, pois a absorcéo de #°Pb pelas raizes é passiva e, assim, a taxa de sua
absorcdo do solo é bastante baixa. A sua transferéncia atraves das plantas é
muito limitada e uma grande proporcdo deste elemento é acumulado nas raizes
(Moreira, 1993; Ribeiro, 2004; Kabata-Pendias, 2000).

Diante ao exposto, o estudo da composi¢cédo elementar em Peperomia
pellucida justifica-se pelo fato desta espécie ser popularmente utilizada como uma
planta medicinal e serem escassos 0s registros sobre a constituicdo de elementos
estaveis e sobre as concentracbes de radionuclideos naturais presentes nesta
espécie. E devido aos dados alarmantes sobre a contaminacdo de produtos
alimenticios por Aspergillus flavus, a avaliacdo antifungica do Oleo essencial de
Peperomia pellucida visa a busca de substancias naturais que possam ser

utilizadas no controle de fungos toxigénicos.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho de pesquisa teve por objetivos principais:

v

Determinar a concentracdo de elementos estaveis e radionuclideos
naturais em amostras de folhas, partes aéreas e raizes de Peperomia
pellucida, no extrato alcodlico, na infusdo e no solo onde as plantas foram

coletadas;

v' Avaliar a atividade biologica do 6leo essencial de Peperomia pellucida

v

diante ao fungo Aspergillus flavus;
Determinar 0os compostos quimicos do Oleo essencial de Peperomia

pellucida.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

Utilizar a técnica de Anadlise por Ativacdo Neutrbnica Instrumental para
determinar os elementos As, Ba, Br, Ce, Cl, Co, Cu, Cr, Cs, Eu, Fe, Hf, K,
La, Lu, Mg, Mn, Na, Nd, Rb, Sh, Sc, Se, Sm, Ta, Tb, Th, U, Yb e Zn nas
amostras da planta, nos extratos obtido pelos processos de maceracéo e

infusdo e nas amostras de solo.

Utilizar a Contagem alfa e beta total apds separacdo Radioquimica para
determinar as concentracoes de atividade dos radionuclideos naturais
22°Ra, *®Ra, *°Pb em amostras de Peperomia pellucida, nos extratos

obtidos por maceracao e infusdo e nas amostras de solo.

Utilizar a técnica de Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica com Forno de
Grafite (GFAAS) para determinacdo de Cd e Pb e Espectrometria de

Absorcdo Atdmica com geragdo de Vapor Frio (CVAAS) para determinacéo
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de Hg em amostras de Peperomia pellucida, seus extratos obtidos pelos

processos de maceracéo e infusdo e nas amostras de solo.

e Aplicar o Método do Disco de Difusdo para avaliar a atividade do 6leo
essencial e dos extratos hexanico e etandlico de Peperomia pellucida em

cultura de Aspergillus flavus verificando potencial atividade antifingica.

e Estudar a constituicdo quimica do 6leo essencial de Peperomia pellucida
utiizando a técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a um

Espectrometro de Massas.

e Contribuir para a formagdo de um banco de dados sobre a composicao
inorganica e organica da espécie estudada que possa, posteriormente,
fornecer subsidios para estudos farmacologicos e de interesse agrario.
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3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1 Descricao dos pontos de coleta

As amostras foram coletadas no Jardim Botanico no estado do Rio de
Janeiro e em alguns pontos nas suas proximidades.

O Jardim Botéanico do Rio de Janeiro (FIG. 3.1) localiza-se no bairro de
mesmo nome, na zona sul carioca. Possui uma area total de 137 hectares, area
cultivada de 54 hectares, cerca de 15.300 exemplares de aproximadamente 4.300

espécies registradas em 194 familias botanicas.

FIGURA 3.1 — Jardim Botanico do Rio de Janeiro.

O Jardim Botanico abriga as mais raras espécies de plantas da flora
brasileira e de outros paises. Entre os cerca de 8.200 exemplares da coleg&o viva
do jardim, ha diversas atracbes, como as palmeiras imperiais, as espécies em
extingdo, como o pau-brasil, o araca amarelo e o pau mulato; e os jardins
japonés, sensorial, rotario, biblico, com duas oliveiras provenientes de Portugal

com mais de 1.000 anos e o novo Jardim dos Beija-Flores. H& também o
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Orquidario que possui trés mil exemplares de 600 espécies, o Bromeliario, que
possui por volta de 1700 bromélias de diversas formacdes, o Violetario, a estufa
das plantas insetivoras - que capturam e digerem insetos, a cole¢cado dos cactos,
considerada uma das maiores do Brasil e a colecédo de plantas medicinais. Sao ao
todo 197 canteiros de cole¢Bes de plantas e seis lagos, onde também estdo
inseridas plantas aquéticas, como espécies de vitdrias-régias (Mizrahi, 2007).

O primeiro ponto de coleta (P1) esta localizado dentro do Jardim
Botanico, num local conhecido como Casa dos Pilées (FIG. 3.2).

A Casa dos Pildes é uma area de grande importancia do Jardim
Botanico, pois foi construida em 1800 pelos Portugueses para fazer parte da
Fabrica de Polvora, com o objetivo de produzir os explosivos que abasteciam o
mercado brasileiro e era utilizado para conter revoltas populares (Mizrahi, 2007).

Neste ponto encontra-se o Rio dos Macacos, uma bacia hidrogréafica

importante no periodo regencial, que abastecia as residéncias e fabricas

instaladas na época e ainda hoje irriga essa localizacdo e parte do Jardim
Botanico (Gouveia, 2007).

FIGURA 3.2 — Ponto de coleta: Casa dos Pildes (l), planta coletada (Il) e Rio dos
Macacos (lIl). Imagens: Lidio Parente, Fabio Sussa e Maria Teresa de Jesus

Gouveia.



53

Os outros pontos de coleta (P2 e P3) estdo localizados nas
proximidades do Jardim Botanico.

Os pontos de coleta foram determinados com base na ocorréncia da
espécie estudada (FIG. 3.3).

22° 58'28" S 43°13'3" 0
altitude 4.235 m

FIGURA 3.3 - Pontos de coleta P1, P2 e P3.

3.2 Coleta e preparacdo das amostras para determinagdo multielementar.

Foram realizadas 4 coletas nos periodos de agosto de 2009 (P1),
agosto de 2010 (P2), dezembro de 2010 (P3) e fevereiro de 2011 (P3). A espécie
Peperomia pellucida (L) Kunth foi identificada pela Profa. Dra. Elsie F. Guimaraes,
do Instituto de Pesquisa Jardim Botanico, RJ. A exsicata® foi depositada no
SVMA - Herbério, localizado no Parque do Ibirapuera, SP, s/n°® PMSP 13184.

As amostras de solo foram coletadas nos trés pontos (P1, P2 e P3) na
faixa de 0 — 5 cm de profundidade.

Apés a coleta, as amostras de planta e solo foram submetidas a uma
limpeza para separar os materiais estranhos aderidos. A limpeza mecanica foi
realizada utilizando-se pincas revestidas com filme de PVC e examinando-se as

amostras visualmente.

® Exsicata é uma amostra de planta prensada e em seguida seca numa estufa, fixada em uma
cartolina de tamanho padrdo acompanhadas de uma etiqueta ou rétulo contendo informacdes
sobre o vegetal e o local de coleta, para fins de estudo botanico.
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As amostras de Peperomia pellucida foram lavadas com agua ultrapura
para eliminar os particulados de solo presentes em todas as estruturas da planta
e secas sobre uma superficie a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras
foram separadas em folhas, partes aéreas (compreendendo caule e folhas) e
raizes (FIG. 3.4).

FIGURA 3.4 — Tratamentos das amostras. Limpeza (I), secagem das amostras

apos a lavagem (ll) e separacao das estruturas da planta em parte aérea e raiz
(1.

Posteriormente, as amostras da planta foram secas em estufa a uma
temperatura de 60°C até atingirem peso constante, pulverizadas em almofariz de
vidro a uma granulometria de 100 mesh, homogeneizadas e analisadas
individualmente (FIG. 3.5)

As amostras do solo foram secas em estufa a uma temperatura de
60°C, moidas a uma granulometria de 100 mesh, homogeneizada e repartidas em
guantidades necessarias para realizacdo de cada analise. Na FIG. 3.6 é
apresentado o fluxograma dos procedimentos realizados nas amostras de solo

para a realizacdo das analises.
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FIGURA 3.5 - Tratamento das amostras: Pesagem das amostras (l), secagem em
estufa (II), amostras secas (lll) e pulverizacédo (1V).

AAN

(1) Pesadas em saquinhos de polietileno
(2) Seladas e embaladas em papel aluminio

SOLO SEPARACAO RADIOQUIMICA

(1) Secagem 60°C (1) Pesadas em béquer
(2) Pulverizacio (2) Abertura em chapa aquecedora (HNOs,

. . HC', HF e Hzoz)
(3) Homogeneizagao (3) Transferidas para béqueres de 2L

(4) Avolumadas a 1L com agua MilliQ

AAS

(1) Pesadas em tubos de Teflon
(2) Abertura em bloco digestor (HNO3z, H,0,)
(3) Avolumadas a 25,3mL com agua MilliQ

FIGURA 3.6 — Procedimentos realizados nas amostras de Solo para as analises.
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3.2.1 Extracéo dos elementos em meio alcodlico: maceragéo

O método de extracao utilizado foi por maceracdo. Este mesmo método
€ um dos utilizados para extracao dos principios ativos de plantas medicinais para
producdo de fitoterapicos. Para todos os procedimentos realizados, foram
utilizadas as partes aéreas da planta, compreendendo as folhas e o caule.

Para a Andlise por Ativacdo Neutrdnica (AAN), o preparo da
maceracao foi realizado pesando-se de 0,5g a 1,0g de amostra pulverizada em
béquer de 100 ml. A seguir adicionaram-se 50,0 ml de solucédo de alcool etilico
70%. A amostra foi deixada em maceracdo em temperatura ambiente durante
7 dias e frequentemente agitada. Apds esse periodo, a solugdo foi filtrada e o
residuo foi descartado. Em seguida as solucdes extrativas foram evaporadas
préximo a secura e dissolvidas em meio acido nitrico concentrado a frio, durante
1 dia e, posteriormente, foram colocadas em chapa aquecedora a 150°C. Foi
dada continuidade a adicdo de &cido nitrico concentrado e agua oxigenada 30%
até a remocdo da matéria organica e dissolucdo dos minerais contidos na
amostra (FIG. 3.7). No final as solu¢Bes foram completamente transferidas para
papéis de filtro e estes foram acondicionados em embalagens de polietileno,
selados e embalados em papel aluminio para a irradiacéo.

FIGURA 3.7 - Processo de extracdo e tratamento das amostras: Maceracdo em

alcool (1), filtracéo da solucéo (Il) e dissolucao dos metais (ll1).
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Na FIG. 3.8 é apresentado o fluxograma dos procedimentos realizados
para obtencéo do extrato alcodlico para AAN.

MATERIAL VEGETAL

(1) Homogeneizacédo e pesagem
(2) Adicao de alcool 70%

(3) Agitacdo e maceracao, 7 dias
(4) Filtracdo

| |
RESIDUO FILTRADO

(1) Chapa aquecedora
(2) Secura
(3) Adicao de HNOjz e H,0,

DESCARTADO

SOLUCAO

(1) Transferéncia para papéis de filtro
(2) Acondicionamento e embalagem

AAN

FIGURA 3.8 — Procedimentos realizados para obtencdo do extrato alcodlico
para AAN.

Para a determinacdo radioquimica de #°Ra, **Ra e #°Pb, o preparo
da maceracao foi realizado pesando-se de 0,59 a 1,0g de amostra e transferido
para um béquer de 100 ml. A seguir adicionaram-se 50,0 ml de solucéo de alcool
etilico 70%. A amostra foi deixada em maceracdo em temperatura ambiente
durante 7 dias e frequentemente agitada. Apds esse periodo, a solucéo foi filtrada
e o residuo foi descartado. Em seguida as solucfes extrativas foram evaporadas
préximo a secura e dissolvidas em meio acido nitrico concentrado a frio durante 1
dia e, posteriormente, foram colocadas em chapa aquecedora a 150°C. Foi dada
continuidade a adi¢cdo de acido nitrico concentrado e agua oxigenada 30% até a
completa remocédo da matéria organica e dissolugdo dos minerais contidos na
amostra (FIG. 3.6) No final as solucdes foram transferidas para béqueres de 2 L e

avolumadas a 1 L com agua do Milli-Q® para a determinacao dos radionuclideos.
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Na FIG. 3.9 é apresentado o fluxograma dos procedimentos realizados
para obtencdo do extrato alcodlico para separacao radioquimica.

MATERIAL VEGETAL

(1) Homogeneizacao e pesagem
(2) Adicéo de alcool 70%

(3) Agitacédo e maceracao, 7 dias
(4) Filtracao

RESIDUO FILTRADO

(1) Chapa aquecedora
(2) Secura
(3) Adicéo de HNOze H,0,

DESCARTADO »
SOLUCAO

(1) Transferéncia para béquer de 2L
(2) Adicdo de 1L H,O

SEPARAGCAO RADIOQUIMICA

FIGURA 3.9 - Procedimentos realizados para obtencdo do extrato alcodlico para

separacao radioquimica.

Para a analise por Espectrometria por Absorcdo Atémica (EAA), o
preparo da maceracdo foi realizado pesando-se cerca de 0,59 de amostra e
transferido para um béquer de 100 ml. A seguir adicionaram-se 50,0 ml de
solucdo de alcool etilico 70%. A amostra foi deixada em maceragdo em
temperatura ambiente durante 7 dias e frequentemente agitadas. Apds esse
periodo, a solucéo foi filtrada e o residuo foi descartado (FIG. 3.6 | e II).

As solugcdes extrativas foram transferidas para tubos de teflon
(FIG. 3.10), foram adicionados 4 ml de HNOj; concentrado e 1 ml de H,O..
Posteriormente, as amostras foram submetidas a digestéao a frio, durante 1 dia, e
em seguida, colocadas em bloco digestor a temperatura de 90°C por um periodo
de 3h. No final as solugbes em meio nitrico foram avolumadas a 25,3 ml com
agua do Milli-Q® e foram conduzidas para medida no laboratério de absorcédo
atomica do LAN/IPEN-SP.

Todas as amostras foram preparadas em triplicata.
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FIGURA 3.10 - Preparacdo das amostras para determinagédo por GFAAS. Tubos

de Teflon (1) e bloco digestor (l1).

Na FIG. 3.11 é apresentado o fluxograma dos procedimentos

realizados para obtencao do extrato alcodlico para EAA.

MATERIAL VEGETAL

(1) Homogeneizacao e pesagem
(2) Adicao de alcool 70%

(3) Agitacédo e maceracao, 7 dias
(4) Filtracao

RESIDUO

v
DESCARTADO

FILTRADO

(1) Transferéncia para tubos de Teflon
(2) Adicéo de HNOze H,0,
(3) Bloco digestor

SOLUCAO

Avolumada a 25,3ml com H,O

EAA

FIGURA 3.11 - Procedimentos

para EAA.

realizados para obtencdo do extrato alcodlico
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3.2.2 Extracao dos elementos em meio aquoso: infuséo

Considerando a forma pela qual as ervas medicinais sdo consumidas
pela populagéo, a extracdo em meio aquoso na forma de infusdo é amplamente
utilizada para caracterizar a disponibilidade de elementos no cha (Pereira, 2010).

Para a AAN, o preparo da infusdo foi realizado pesando-se cerca de
0,59 de planta pulverizada em tubos de centrifuga com posterior adicdo de
50,0 ml de agua Milli-Q® em ebulicéo no tubo. Essa mistura foi homogeneizada e
mantida em repouso durante 5 minutos. Apos esse periodo, a solucéo foi filtrada e
o residuo foi descartado. A solucgéo final foi transferida para um béquer, colocadas
em chapa aquecedora a 150°C, evaporada préximo a secura e tratada em meio
nitrico concentrado e H,O, 30% para remoc¢do da matéria organica e dissolucao
dos minerais contidos na amostra (FIG. 3.12). No final as solu¢des foram
completamente transferidas para papéis de filtro e estes foram acondicionados
em embalagens de polietileno, selados e embalados em papel aluminio para a

irradiacao.

FIGURA 3.12 - Processo de infusdo e tratamento das amostras: Tubos de

centrifuga (1), filtracdo da solucao (Il) e dissolugdo dos metais (lll).
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Na FIG. 3.13 é apresentado o fluxograma dos procedimentos

realizados para obtencao da infusdo para AAN.

MATERIAL VEGETAL

(1) Homogeneizacédo e pesagem
(2) Adicao de H,O a 100°C

(3) Agitacao e repouso, 5min.
(4) Filtracdo

RESIDUO FILTRADO

(1) Chapa aquecedora
(2) Secura
(3) Adicao de HNOjz e H,0,

(1) Transferéncia para papéis de filtro
(2) Acondicionamento e embalagem

AAN

FIGURA 3.13 - Procedimentos realizados para obtencéo da infusdo para AAN.

Para a determinacdo radioquimica de #*°Ra, ***Ra e ?°Pb, o preparo
da infuséo foi realizado pesando-se cerca de 0,5g a 1,0g de amostra. A amostra
foi acondicionada em tubos de centrifuga com posterior adicdo de 50,0 ml de
agua Milli-Q® em ebulicdo no tubo. Essa mistura foi homogeneizada e mantida em
repouso durante 5 minutos. Apds esse periodo, a solucao foi filtrada e o residuo
foi descartado. A solucao final foi transferida para um béquer, colocadas em
chapa aquecedora a 150°C, evaporada proximo a secura e tratada em meio
nitrico concentrado e H,O, 30% para remo¢do da matéria organica e dissolucao
dos minerais contidos na amostra (FIG. 3.12). No final as solugdes foram
transferidas para béqueres de 2 L e avolumadas a 1 L com agua Milli-Q® para a

quantificacdo do radionuclideos.
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Na FIG. 3.14 é apresentado o fluxograma dos procedimentos

realizados para obtencao da infusédo para separacao radioquimica.

MATERIAL VEGETAL

(1) Homogeneizacao e pesagem
(2) Adicéo de H,O a 100°C

(3) Agitacéo e repouso, 5min.
(4) Filtracao

RESIDUO FILTRADO

(1) Chapa aquecedora
(2) Secura
(3) Adicédo de HNOze H,0,

(1) Transferéncia para béquer de 2L
(2) Adicdo de 1L H,O

SEPARAGCAO RADIOQUIMICA

FIGURA 3.14 - Procedimentos realizados para obtencdo da infusdo para

separacao radioquimica.

Para a EAA, o preparo da infuséo foi realizado pesando-se cerca de
0,5g de amostra em tubos de centrifuga com posterior adicdo de 50,0 ml de agua
Milli-Q® em ebulicdo no tubo. Essa mistura foi homogeneizada e mantida em
repouso durante 5 minutos. Apés esse periodo, a solucéo foi filtrada e o residuo
foi descartado (FIG. 3.12).

As solucbes extrativas foram transferidas para tubos de Teflon
(FIG. 3.10), foram adicionados 4 ml de HNOj3; concentrado e 1ml de H,O..
Posteriormente, as amostras foram submetidas a digestdo a frio durante 1 dia e,
em seguida, colocadas em bloco digestor a temperatura de 90°C por um periodo
de 3h. No final as solugbes em meio nitrico foram avolumadas a 25,3 ml com
agua do Milli-Q® e foram conduzidas para medida no laboratério de absorcao
atomica do LAN/IPEN-SP.

Em todos os procedimentos, as amostras foram preparadas em

triplicata.
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Na FIG. 3.15 é apresentado o fluxograma dos procedimentos
realizados para obtencao da infusdo para EAA.

MATERIAL VEGETAL

(1) Homogeneizacao e pesagem
(2) Adicao de H,O a 100°C

(3) Agitacdo e repouso, 5min.
(4) Filtracao

RESIDUO FILTRADO

(1) Transferéncia para tubos de Teflon
(2) Adicéo de HNOze H,0,
(3) Bloco digestor

DESCARTADO SOLUCAO

Avolumada a 25,3ml com H,O

EAA

FIGURA 3.15 - Procedimentos realizados para obtencéo da infusdo para EAA.

3.3 Coleta e preparacdo das amostras para a avaliagdo da atividade
antifungica

Para avaliacdo da atividade antifangica frente ao fungo
Aspergillus flavus  foram utilizadas as partes aéreas in natura de
Peperomia pellucida coletadas no periodo de fevereiro de 2011 (P3).

Apods a coleta, as amostras de Peperomia pellucida foram lavadas com
agua destilada para eliminar os particulados de solo presentes em todas as
estruturas da planta e colocadas sobre uma superficie para secar a temperatura
ambiente. Em seguida foram retiradas as raizes das plantas e descartadas. Da
amostra total, uma aliquota foi separada para a preparacédo dos extratos hexanico
e etandlico e da outra aliguota foi pesado cerca de 250g de amostras em
embalagens individuais, embaladas em filme de PVC, lacradas e armazenadas

sob resfriamento a 4°C para extracdo do 6leo essencial.
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3.3.1 Preparo dos extratos hexanico e etandlico

O material vegetal separado para a extracdo foi seco em estufa a uma
temperatura de 60°C por 24 horas, pulverizados em almofariz de vidro a uma
granulometria de 100 mesh para aumentar a superficie de contato com os liquidos
extratores e em seguida homogeneizados.

Foram pesados cerca de 20g do material vegetal seco, moido em um
béquer e adicionado 150 ml de hexano. A solucéo foi deixada em repouso por
3 dias e apos esse periodo, a solucao foi filtrada e o filtrado foi transferido para
um evaporador rotatério (FIG. 3.16) e o solvente foi evaporado. Ao material
vegetal foram adicionados novamente 150 ml de hexano e realizados 0s mesmos
procedimentos descritos acima até a obtencao do extrato, onde estdo dissolvidas
as substancias misciveis no meio hexanico. Este procedimento foi realizado por

3 vezes.

2
31

FIGURA 3.16 - Evaporador rotatorio.
Na FIG. 3.17 é apresentado o fluxograma dos procedimentos
realizados para obtencdo do extrato hexanico das partes aéreas de Peperomia

pellucida.
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MATERIAL VEGETAL

(1) Homogeineizacéo
(2) Adigdo de Hexano
(3) Agitacéo e repouso — 3 dias
(4) Filtracdo

FILTRADO

RESIDUO

(1) Adicao de Hexano
(2) Agitagdo e repouso — 3 dias
(3) Filtracdo

Unido

< FILTRADO

RESI

DUO

(1) Adicdo de Hexano
(2) Agitacdo e repouso — 3 dias
(3) Filtracao

Unido

FILTRADO

EVAPORADOR
ROTATORIO

Solvente evaporado

EXTRATO HEXANICO

RESIDUO (1)

ADICAO DE ETANOL

FIGURA 3.17 — Procedimentos realizados para obtencao do extrato hexanico das

partes aéreas de Peperomia pellucida.

No mesmo material vegetal extraido com hexano foi adicionado 150 ml

de etanol absoluto e a solucdo foi deixada em repouso por 3 dias para obtencéo

do extrato etandlico. Apds esse periodo, a solucdo foi filtrada e o filtrado foi

transferido para um evaporador rotatério (FIG. 3.16) e o solvente foi evaporado.

Novamente foram adicionados 150 ml de etanol e prosseguiu-se com a extracao

por mais 2 vezes. Obteve-se um extrato com as substancias misciveis no meio

alcodlico.




Na FIG. 3.18

7
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€ apresentado o fluxograma dos procedimentos

realizados para obtencdo do extrato etandlico das partes aéreas de Peperomia

pellucida.

Os extratos hexéanico e etanodlicos obtidos foram armazenados em

frasco ambar e colocados em dessecador até a realizacdo dos ensaios

microbioldgicos. Os ensaios foram realizados no Centro de Sanidade Animal do

Instituto Biologico de S&o Paulo.

RESIDUO (I) (FIG. 3.17)

(1) Adigdo de EtOH 98%
(2) Agitacéo e repouso — 3 dias
(3) Filtragao

FILTRADO

RESIDUO

(1) Adigdo de EtOH 98%
(2) Agitacao e repouso — 3 dias
(3) Filtragdo

Unido

<«

FILTRADO

RESIDUO

Unido

(1) Adigéo de EtOH 98%
(2) Agitacéo e repouso — 3 dias
(3) Filtragédo

EVAPORADOR
ROTATORIO

FILTRADO RESIDUO

Solvente evaporado

EXTRATO ETANOLICO

DESCARTADO

FIGURA 3.18 — Procedimento realizado para obtencédo do extrato etandlico das

partes aéreas de Peperomia pellucida.
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3.3.2 Extracao do 6leo essencial de Peperomia pellucida

Para obtencao da fracdo volatil, as amostras da planta in natura foram
submetidas a extracdo por hidrodestilacdo (FIG. 3.19) em aparelho de Clevenger
segundo a Farmacopéia Brasileira (1988).

Cerca de 250g de amostra de Peperomia pellucida foi reduzida a
pequenos fragmentos e colocados em um baldo de fundo redondo com
capacidade para 1000 mL. Foram adicionados 500 mL de agua destilada e
submetida a extracdo por 2h apos a ebulicdo. Depois de obtido o hidrolato
(mistura de agua + 6leo), o oOleo foi separado da mistura com 150 mL hexano em
funil de separacédo. Este procedimento foi repetido por 3 vezes. A fragdo organica
foi submetida a secagem utilizando sulfato de sédio anidro para adsorver qualquer
goticula de agua ainda presente na solucdo. Apdés 5 minutos em repouso a
solucédo foi filtrada e deixada até a total evaporacdo do hexano a temperatura
ambiente. O 6leo obtido foi transferido para frascos ambar e mantido sob

refrigeracéo a 4°C até a realizacdo dos ensaios microbioldgicos.

FIGURA 3.19 - Equipamentos utilizados no processo de extracdo do 6leo
essencial de Peperomia pellucida: Aparelho de Clevenger (I), baldo fundo

redondo (Il), erlenmeyer (l11) e funil de separacéo (1V).
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O caélculo do rendimento (R%) do Oleo obtido foi determinado pela

Eq. 3.1.

R(%) =  massa do 6leo obtido

massa total de planta in natura

x 100 (Equacdo 3.1)

Na FIG. 3.20 é apresentado o fluxograma dos procedimentos

realizados para obtencado do 6leo essencial das partes aéreas de P. pellucida.

MATERIAL VEGETAL

(3) Adicao de H,O
(4) Extracao por 2h

HIDROLATO
(dgua + 6leo)

(2) Adicéo de Hexano
(3) Separagéao

(1) Redugédo a pequenos fragmentos
(2) Aparelho de Clevenger

(1) Transferéncia para funil de separacéo

(1) Secagem com Na;SOy anidro

Evaporacgéo do hexano

AGUA MISTURA
(hexano + 6leo + goticulas de 4gua)
(2) Filtracdo
«— RESIDUO HEXANO + OLEO
OLEO ESSENCIAL
DESCARTADO

FIGURA 3.20 - Procedimentos realizados para obtencéo do 6leo essencial das

partes aéreas de P. pellucida.
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4. METODOLOGIAS ANALITICAS

4.1 Andlise por Ativacdo Neutrénica Instrumental (AANI)

4.1.1 Principios do método

Esta técnica consiste no bombardeamento de um dado material, por
néutrons, formando radionuclideos artificiais, seguido da medida da radioatividade
induzida. O método baseia-se em uma rea¢ao nuclear resultante da interacéo de
um néutron (n) com um nadcleo alvo produzindo um ndcleo composto, em estado
excitado, que ird decair de acordo com a meia vida do nuclideo formado, através
da emissdo de um ou mais raios gama (y) caracteristicos. A reacao (n, y) € a mais
comumente empregada em andlise por ativacdo devido a sua maior probabilidade
de ocorréncia, tanto com néutrons térmicos como com néutrons epitérmicos. As
atividades induzidas sdo determinadas por meio de detectores semicondutores
que, atualmente, possuem grande capacidade para medir e discriminar as
energias dos raios gama emitidos pelos nuclideos excitados.

Em geral, a irradiacéo é feita com néutrons térmicos e a radioatividade
resultante € medida usando-se espectrometria dos raios y emitidos pelos
radioisotopos formados (IAEA, 1990).

A intensidade da radiacdo emitida € proporcional a concentracdo do
nuclideo na amostra e, uma vez que, cada radiois6topo, produzido no processo
de ativagcdo, possui caracteristicas proprias de emissao (meia vida e energia das
particulas ou radiacdo gama), é possivel efetuar determinacdes por meio de
comparagao com a concentracdo em padrdes certificados.

O procedimento geralmente utilizado para calcular a concentragéo de
um elemento numa amostra desconhecida € irradiar esta amostra junto com um
padrao de comparacdo, contendo uma quantidade conhecida do elemento de
interesse. Este método comparativo permite determinar as concentragfes

desconhecidas dos elementos de interesse na amostra a partir das taxas de
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contagens da amostra e do padrdo, conhecendo as massas dos mesmos
(Guimaréaes, 2011).

A equacdo utilizada para calcular a concentracdo de um elemento
desconhecido na amostra em relacdo ao padrédo de comparacdo € apresentada
na Eq. 4.1.

Cai = (Agi mp Cni) e-)\(ta—tp)

Api My (Equacdo 4.1)

onde:

Ca : concentracdo do elemento i na amostra (ug g™ ou %)

C,i: Concentragéo do elemento i no padréo (ug g™ ou %)

A,i: Atividade do elemento i na amostra (cps)

Api: Atividade do elemento i no padréo (cps)

Ma € mp: massas da amostra e do padréo, respectivamente (g)

A: Constante de decaimento do radioisétopo (t™)

ta - t, : diferenca de tempo entre as contagens da amostra e padréo,

respectivamente (min).

A andlise por ativacdo com néutrons € um método de andlise
multielementar ndo destrutivo, podendo-se determinar até 40 elementos em uma
mesma amostra. Apresenta alta sensibilidade para niveis de concentracdo da
ordem de ppm e ppb, alta especificidade e alta seletividade (Silva, 1998;
Fei et al., 2010; Moreira et al.,, 2007). Esta técnica tem sido empregada na
caracterizagcdo elementar de amostras de plantas medicinais e vem sendo
utilizada em diferentes estudos pelo grupo de pesquisadores do Laboratério de
Ativagéo Neutronica (LAN) do IPEN/CNEN-SP
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Para a irradiacdo foram pesados aproximadamente 150 mg das

amostras secas e moidas de Folhas (FPEP), Partes Aéreas (PPEP), Raizes

(RPEP) e Solo (SPEP) que foram irradiadas juntamente com 150 mg dos

materiais de referéncia certificados. Como materiais de referéncia certificados
foram utilizados o IAEA-336 (Lichen), IAEA-Soil-7, NIST-8704 (Buffalo River
Sediment-BRS), IWG-GIT-basalt (BE-N1), NIST-1696a (Estuarine Sediment-ES) e
IAEA-326 (Radionuclides in Soil) cujos elementos e suas concentracdes séo
mostrados na TAB. 4.1.

TABELA 4.1 - Elementos e suas concentracdes (média + desvio), em pg g, nos

materiais de referéncia utilizados para AAN.

Elemento IAI_EA—336 IAEA-Soil-7 NIST-8704 NIST-1696a IV\t/)g;illtT_ IAEA-326
(Lichen) (S7) (BRS) (ES) (BEN1)

As 0,6+0,2 132 17 6,2+0,2 1,8+0,3

Ba 6+2 159 £73 413£13 210 1025 +30

Br 1343 7+5

Ce 1,3+0,3 61 £12 6712 34 152 +4

Cl 1900 +496

Co 0,3+0,1 912 13,6+0,4 5 60 +£2

Cr 1,1+0,4 60 40 4142 360+12

Cs 0,11 +0,02 511 5,8+0,1 0,8+0,1

Eu 0,023 +0,005 1,00,3 1,31+0,04 3,6 +0,2

Fe(%) 0,04 0,02 2,6 £0,2 3,4+0,1 2,01+0,04 8,98

Hf 5,1+0,5 8+2 5,6 £0,2

K(%) 0,18 +0,05 1,2+0,2 2,00+0,04 0,86+0,02 1,15 +0,02

La 0,7+0,2 28 £2 17 82 +15

Lu 0,007 £0,002 0,3 0,2 0,24 +0,03

Mn 6318 631 +69 5530+150 74104170

Na 32085 2400 +287 15 23600 +400

Nd 30 +6 38 67 +2

Rb 1,8+0,4 51+11 0,3 47 +2

Sb 0,07 +0,02 1,7+£0,4 3,1+0,3 5 0,26 +0,05

Sc 0,17 +0,03 812 11,3+0,2 0,19+0,03 22 +2

Se 0,4 +0,3

Sm 0,11 +0,03 51+0,6 12,2 +0,3

Ta 0,8 +0,3 6 +2

Tb 0,014 +0,002 0,6 £0,3 1,3+0,1

Th 0,14+0,04 812 9,1+0,2 6 10,4 0,7 10+1

U 3+1 3,1+0,1 2 2,4 £0,2 2,4+0,3

Yb 0,04 +0,01 2,4 +£0,6 1,8 £0,2

Zn 30+10 104 =20 408+15 49 +2 120 £13




72

A determinagdo da concentragdo dos elementos de meia vida curta
(Cl, Mg e Mn) foi feita apOs a irradiacdo por 3 minutos das amostras e para a
determinacdo das concentracdes dos elementos de meia vida longa (As, Ba, Br,
Ce, Co, Cr, Cs, Eu, Fe, Hf, K, La, Lu, Na, Nd, Rb, Sb, Sc, Se, Sm, Ta, Th, Th, U,
Yb e Zn), as amostras foram irradiadas por um periodo de 8 horas. A
concentracdo dos elementos As, Br, K, La, Nd, Na, Sb, Sm, Th, U e Yb foi
determinada num periodo de 7 a 10 dias ap6s a irradiacdo das amostras e 0s
demais, num periodo de 15 a 20 dias.

A contagem da atividade gama induzida foi feita utilizando-se um
detector Intertechnique com eficiéncia nominal relativa de 25%, resolucdo de
2,1keV para o pico de 1332keV do ®°Co e eletrdnica associada (FIG. 4.1). A
analise dos espectros foi feita utilizando-se o programa Winnergamma
(InterWinner, 1998).

Os materiais obtidos da preparagdo dos extratos descrito nos itens
3.2.1 e 3.2.2 foram irradiados nas mesmas condicfes de preparo e medidas

descritas acima.

FIGURA 4.1 - Detector HPGe com janela de berilio e eletrénica associada.

Na TAB. 4.2 sado mostrados 0s elementos determinados, os
radioisotopos formados na ativagdo usados na medida, suas meias-vidas e

energia dos raios gama utilizada na determinacdo de suas concentragdes.
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TABELA 4.2 - Elementos analisados por ativacdo neutrbnica, radioisétopo

formado na ativacéo, energia dos raios gama utilizados na espectrometria gama e

suas respectivas meia-vida.

Elemento Radioisétopo

E (keV) Meia-Vida

As
Ba
Br
Ce
Co
Cr
Cs
Eu
Fe
Hf
K
La
Lu
Na
Nd
Rb
Sb
Sc
Se
Sm
Ta
Tb
Th
U
Yb
Zn

76AS
13lBa
SZBr
141Ce
GOCO
57Cr
134CS
152Eu
59Fe
181Hf
42K
140La
177Lu
*Na
174Nd
*Rb
lZZSb
124SC
>Se
153Sm
182-|-a
lGOTb
233Th
239Np
169Yb

GSZn

559 26,32h
496 11,8d
554 e 776 35,3h
145 32,5d
1173 e 1332 5,72a
320 27,7d
795,85 2,06a

121 e 1408 13,33a
1099 -1291,6  44,5d
482,18 742,39d
1524,58 12,36h
328 - 1596,21 40,27h
208,36 6,71d
1368,68 14,96h
91,1-531,01 10,98d

1076 18,66d
564 - 692 2,7d
889 83,81d
264 119,77d
103,18 46,27h
1221 - 1231 114,5d
879,38 72,3d
312,01 27d

228,18 -277,6  2,36d
177,21 -197,98 32,02d
1115,6 243,9d




74

4.1.3 Verificagcao da metodologia

Para verificacdo da precisdo e exatiddo do método foram utilizados os
materiais de referéncia IAEA-336 (Lichen), IAEA-Soil-7, NIST 8704 (Buffalo River
Sediment - BRS), IWG-GIT-basalt (BE-N1), NIST-1696a (ES) e IAEA-326
(Radionuclides in Soil) calculando-se a concentracdo de um em fungédo do outro
irradiado simultaneamente. Foram realizadas 6 determinacdes para cada material
de referéncia.

Na FIG. 4.2 é apresentada a razdo entre o valor obtido e o valor
certificado, ou de informacdo, conforme o caso. Pode-se verificar que, para a
maioria dos elementos, os resultados obtidos apresentaram uma diferenca de
até 10% do valor certificado, poucos apresentaram uma diferenca de até 20% e

apenas para alguns elementos apresentam valores acima de 20%.

——|AEA-336 —&—|AEA-Sail-7 BE-N1

> ——N|ST-8704 ——|AEA-326 NIST-1696a
1,5

| A \

: éE‘, \ / EE[ N\\\\{___ EI\ X n EL_,_ <

gl _K__%‘-.\_ / - - / % o
AL NS UR"E ae-a S W
\ - E

05
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

As Ba Br Ce Cl Co Cr Cs Eu Fe Hf K La Lu Mn Na Nd Rb Sb Sc Sm Ta Tb Th U Yb Zn

FIGURA 4.2 — Valores normalizados para os elementos determinados por AANI.

Nas TAB. 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7 e 4.8 sao apresentados os valores de
concentracdo para 0s elementos determinados nos materiais de referéncia

analisados.



TABELA 4.3 - Concentracéo dos elementos (ug g™) certificados no material de referéncia IAEA 336 (Lichen), determinada pela técnica de

AAN utilizando-se como padrdes os materiais de referéncia BE-N1, Padréo Pipetado, BRS e Soil — 7; DPR% e ER%.

IAEA-336 BE-N1 Padréo Pipetado BRS Soil-7 )
Elemento — MédiaxDP DPR% ER%
Valor certificado Valor calculado Valor calculado Valor calculado  Valor calculado
As 0,6+0,2 0,6%0,2 0,58+0,04 0,6 +0,1 0,61 +0,02 4,0 3,5
Ba 6+2 6+2 5+2 5,4 +0,3 55 15,2
Br 13+3 9,5+0,3 9,5 10,3 3,3 26,5
Ce 1,3+0,3 1,10+0,05 1,14 +0,08 1,12 +0,01 1,12 +0,02 1,9 12,5
Cl 1900 +496 1851+176 1851 +176 9,5 2,6
Co 0,3+0,1 0,36+0,02 0,31+0,08 0,35+0,01 0,34 +0,03 8,4 16,4
Cr 1,1+0,4 1,04+0,06 0,82 +0,03 0,93 +0,16 16,8 12,0
Cs 0,11+0,02 0,09+0,02 0,10 +0,02 0,09 +0,01 13,0 14,9
Eu 0,023 +0,005 0,023+0,003 0,020+0,001 0,018 +0,006 0,020 0,002 12,3 11,5
Fe(%) 0,04 +0,02 0,040+0,001 0,0375+0,0007 0,0380 +0,0001 0,039 0,001 3,8 10,3
K(%) 0,18+0,05 0,17 +0,02 0,23 +0,06 0,20 +0,04 21,7 11,6
La 0,7+0,2 0,57+0,02 0,56 +0,02 0,56 +0,01 2,1 14,6
Lu 0,007 £0,002 0,005+0,001 0,005 +0,002 0,0048 +0,0003 6,5 31,0
Mn 63+18 62+2 62 +2 3,2 1,6
Na 320485 27616 358+17 264 +8 330 +86 307 45 14,5 4.0
Rb 1,8+0,4 1,5+0,2 1,6 +0,2 1,6 £0,1 53 11,1
Sh 0,07 +0,02 0,05+0,01 0,08 +0,03 0,07 +0,02 27,4 7,8
Sc 0,17 +0,03 0,16+0,01 0,16 0,01 0,153 +0,001 0,157 +0,003 2,2 7,7
Sm 0,11+0,03 0,105+0,003 0,100 +0,007 0,103 +0,004 3,5 3,2
Thb 0,014 +0,002 0,016 +0,006 0,02 +0,01 16,6
Th 0,14 +0,04 0,13+0,01 0,13 £0,02 0,127 +0,003 2,3 9,2
Yb 0,04+0,01 0,03+0,01 0,04 +0,01 0,03 +0,01 32,7 9,9
Zn 30+10 24+3 28 +2 26 £1 26 +2 6,7 14,5

74



TABELA 4.4 - Concentracdo dos elementos (ug g) certificados no material de referéncia IAEA-Soil-7, determinada pela técnica de AAN

utilizando-se como padrdes os materiais de referéncia BE-N1, Lichen, BRS, ES e Padréo Pipetado; DPR% e ER%.

IAEA-Soil-7 BE-N1 Lichen BRS ES Padréo Pipetado o
Elemento — MédiatDP DPR % ER %
Valor certificado Valor calculado Valor calculado Valor calculado Valor calculado  Valor calculado
As 13+2 14+1 14 £2 16+1 15 +1 8,3 10,5
Ba 159+73 152 +27 195 +£59 159 +18 243 +£28 187 +41 22,1 17,8
Br 7+5 9,5+0,3 9,5 +0,3 3,4 36,1
Ce 61+12 5714 69,5 +0,8 58 +2 49 +1 58 +9 14,7 4.4
Co 9+2 8+1 7,3+0,3 8,9+0,2 8,9+0,2 8,4 +0,7 8,8 5,9
Cr 60+40 69+7 79 £5 66 +3 71 £7 9,5 18,6
Cs 5+1 72 63 +2 5,3+0,2 6,1 +0,8 12,3 13,0
Eu 1,0+0,3 1,0+0,1 1,1+0,1 0,85 +0,03 1,0 £0,1 13,7 1,7
Fe(%) 2,6+0,2 2,6+0,2 2,91 +0,01 2,56 +0,05 2,55+0,05 2,6 0,2 6,5 3,0
Hf 5,1+0,5 4,7+0,6 4,7 +0,6 4,71 +0,01 0,2 7,7
K(%) 1,2+0,2 1,1+0,4 1,0+0,3 1,1+0,1 1,0 £0,1 7,2 14,0
La 28+2 28+2 25+12 26,9+0,3 26,4 1,5 5,9 5,8
Lu 0,3+0,2 0,31+0,02 0,4 +0,2 0,4 +0,1 21,9 24,0
Mn 631+69 64219 642 +9 1,4 1,7
Na 2400+287 2297 +226 2406 +627 2349 +65 2522 +83 2393 197 4.0 0,3
Nd 3016 33+4 22+2 28 £8 29,5 7,8
Rb 51+11 46+2 55 +9 503 50 +5 9,5 1,3
Sb 1,7+0,4 1,4+0,2 1,7 £0,6 1,6+0,2 1,5 +0,1 8.8 10,1
Sc 8,3+0,2 8,3+0,6 9,2+40,1 8,2+0,1 9,22 +0,03 8,7 +0,6 6,3 51
Sm 5,1+0,6 5,2+0,2 5,4 +0,7 5,3 0,1 2,8 3,8
Ta 0,8+0,3 0,761+0,003 0,761 +0,003 0,4 4.8
Tb 0,6+0,3 0,77+0,05 0,5+0,1 0,6 +0,2 27,9 6,8
Th 8+2 7,7+0,3 10+1 7,7+0,2 8,5+0,1 8,4 +0,9 10,9 2,2
U 3+1 2,7+0,2 2,605 2,6 +0,1 2,3 0,5
Yb 2,4+0,6 1,7+0,3 2,2+0,8 1,9 +0,3 17,0 195
Zn 104 +£20 95+11 119 +14 11145 102 +6 107 10 9,7 2,7

~
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TABELA 4.5 - Concentracdo dos elementos (ug g™) certificados no material de referéncia IWG-GIT-basalt (BE-N1), determinada pela

técnica de AAN utilizando-se como padrées os materiais de referéncia Lichen e Soil-7; DPR% e ER%.

BE-N1 Lichen Soil-7 o
Elemento — Média+DP DPR % ER %
Valor certificado Valor calculado Valor calculado
As 1,8+0,3 1,8+0,4 1,7+0,1 1,7 £0,1 5,7 29
Ba 1025 +£30 1163 +335 1087 £195 1125 +54 4,8 9,8
Ce 152 +4 177 24 164 +13 170 +10 5,6 12,1
Co 60 £2 4919 66 +12 57 +12 20,9 4.8
Cr 360 +12 365161 315+34 340 +36 10,5 5,5
Cs 0,8+0,1 0,7+0,2 0,7 0,2 18,8
Eu 3,6 0,2 3,6+0,6 3,7+0,3 3,6 £0,1 1,8 1,2
Fe(%) 8,98 101 9,0+0,7 9,3 +0,4 4.6 3,5
Hf 5,6+0,2 6,1+0,7 6,1 +0,7 11,7 9,0
K(%) 1,15+0,02 1,3+0,5 1,3 +0,5 15,7
La 82+15 95+15 8315 89 +8 9,0 8,4
Lu 0,24+0,03 0,31+0,1 0,23+0,01 0,3 £0,1 21,9 13,1
Na 23600 +400 27368 £3437 24780 +2442 26074 +1830 7,0 10,5
Nd 67 +2 61+6 61 +6 9,4 8,9
Rb 47 +2 5549 52 +2 54 +2 3,4 14,1
Sh 0,26 +0,05 0,35+0,06 0,32+0,04 0,34 +0,02 6,1 28,8
Sc 22+2 2343 22 +2 23 +1 3,7 3,8
Sm 12,2+0,3 12+2 12,0+0,6 12,2 +0,2 1,7 0,4
Ta 6+2 6,5+0,6 6 +1 9,8 13,2
Th 1,3+0,1 0,940,2 1,03+0,04 1,0 +0,1 8,7 25,3
Th 10,4+0,7 12+2 11,1405 11,4 +0,4 3,5 9,2
U 2,4+0,2 2,4+0,2 2,4 £0,2 8,4 1,7
Yb 1,8+0,2 1,7+0,7 2,4+0,1 2 +1 26,0 13,4
Zn 120+13 11948 119 +8 0,9

L)



TABELA 4.6 - Concentracéo dos elementos (ug g™) certificados no material de referéncia NIST 8704 (Buffalo River Sediment -BRS),

determinada pela técnica de AAN utilizando-se como padrdes os materiais de referéncia Lichen, IAEA-326 e Soil-7; DPR% e ER%.

NIST-8704 Lichen IAEA-326 Soil 7 o
Elemento — MédiaztDP DPR % ER %
Valor certificado Valor calculado Valor calculado Valor calculado
As 17 193 11,8
Ba 413 +13 217 +65 412 +95 315 +138 43,8 23,8
Ce 67 +2 76 +4 69 +7 73 15 6,8 9,0
Co 13,6 +0,4 13 +3 14 £1 14 +1 7,3 0,8
Cs 5,8+0,1 8 +2 6,0 +0,8 7,2 £1,6 22,7 22,6
Eu 1,31 +£0,04 1,7 +0,2 1,5+0,2 1,6 £0,1 6,7 20,2
Fe(%) 4,0+0,1 4,5 +0,6 3,98 +0,06 4,2 +0,4 8,7 6,8
Hf 812 9,0 +0,5 7,1
K(%) 2,00 +0,04 2,2 0,3 8,4
Na 5530 +150 6692 +840 21,0
Sb 3,1+0,3 3,4 0,5 10,7
Sc 11,3+0,2 12,1 +0,6 11,3+0,1 12 +1 4.8 3,9
Th 9,1+0,2 11 +£2 9,0+0,4 10+1 10 +1 11,5 10,1
U 3,1+0,1 3,31+0,26 3,3 +0,3 7.1
Zn 408 +15 446+28 384+24 415 +44 10,6 1,7

8L
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TABELA 4.7 - Concentracdo dos elementos (ug g™*) certificados no material de
referéncia NIST-1696a (ES), determinada pela técnica de AAN utilizando-se como

padrdao o material de referéncia Soil-7; DPR% e ER%.

NIST-1696a Soil 7
Elemento ceXi?ilc(:JaZdo ca\lizﬂﬁa{do ER %
As 6,210,2 5,2+0,5 17,2
Ba 210 138+32 34,5
Ce 34 43+5 25,7
Co 5 5+1 0,1
Cr 4142 3818 8,2
Fe 2,01+0,04 2,03+0,05 1,2
Na 7410+170 75721337 2,2
Rb 38 39+4 2,4
Sb 0,3 0,3%0,1 9,7
Sc 5 4,5+0,1 9,9
Th 5,8 5,6+0,8 2,6
U 2 2+1 11
Zn 49+2 50+4 1,8

TABELA 4.8 - Concentracédo dos elementos (ug g*) certificados no material de
referéncia IAEA-326, determinada pela técnica de AAN utilizando-se como

padrdes os materiais de referéncia BRS e Lichen; DPR% e ER%.

IAEA- 326 BRS Lichen
Valor Valor Valor MédiatDP DPR % ER %
Elemento o
certificado encontrado encontrado
Th 10 +1 9,8 +0,2 12 +2 11 +2 14,3 12,6
U 2,4 +0,3 2,2 +0,2 6,5

O desvio padréo relativo (DPR%) do método variou de 1,9% a 32,7%
para o Lichen, de 0,2% a 29,5% para o Soil-7, de 1,7% a 26% para o BE-N1, de
4,8% a 43,8% para o BRS e de 14,3% para o IAEA-326.
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O erro relativo (ER%) do método variou de 0,7% a 31% para o Lichen,
de 0,3% a 36,1% para o Soil-7, de 0,4% a 28,8% para o BE-N1, de 0,8% a 23,8%
para o BRS, de 0,1% a 34,5% para o0 ES e de 6,5% a 12,6% para o IAEA-326.

Para o controle de qualidade dos resultados obtidos pela técnica de
AAN, utilizou-se o critério de Z-score (BODE, 1996). O célculo da diferenca

padronizada ou de um valor Z de um resultado analitico é dado pela Eq. 4.2:

Z = Ci—Cref,

2 2\1/2
(0" + Oret) (Equagio 4.2)

onde:

Ci = concentracao do elemento i determinado no material de referéncia;
Cref,i = valor certificado de concentracdo ou de consenso para o elemento i;
oi = incerteza da concentracdo do elemento i na analise do material de referéncia;

Oref, | = INncerteza do valor de consenso ou certificado para o elemento i.

Considera-se para a técnica de AAN que um resultado é aprovado
quando os valores de Z satisfazem a condi¢do z < |3| . Esta condi¢gado garante
que um resultado individual da amostra controle (material de referéncia) esta
dentro do intervalo de confianca de 99% do valor verdadeiro ou aceito.

Nas FIG. 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7 e 4.8 estdo apresentados os valores de
Z- score para os materiais de referéncia IAEA-336 (Lichen), IAEA-Soil-7,
NIST 8704 (Buffalo River Sediment - BRS), IWG-GIT-basalt (BE-N1), NIST-1696a
(ES) e IAEA-326, respectivamente. Todos os resultados obtidos para o0s
elementos analisados nos matérias de referéncia encontraram-se dentro do

intervalo desejado (z < | 3]).
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IAEA-336 (MR BE-N1)
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FIGURA 4.3 - Valores de Z-score obtidos na andlise do material de referéncia

IAEA-336 (Lichen), utilizando-se como padrao os materiais de referéncia BE-N1,
BRS, PADRAO PIPETADO e Soil-7.
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Soil-7 (MR BE-N1)
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2 Soil-7 (MR ES)
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FIGURA 4.4 - Valores de Z-score obtidos na analise do material de referéncia
IAEA-Soil-7, utilizando-se como padrdao os materiais de referéncia BE-N1,
IAEA-336, BRS, PADRAO PIPETADO e ES.
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FIGURA 4.5 - Valores de Z-score obtidos na andlise do material de referéncia

IWG-GIT-basalt (BE-N1) utilizando-se como padréo os materiais de referéncia

IAEA-336 e Soil-7.
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z NIST 8704 (MR IAEA-336)
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FIGURA 4.6 - Valores de Z-score obtidos na andlise do material de referéncia
NIST 8704 (BRS) utilizando-se como padrédo os materiais de referéncia IAEA-336,
Soil 7 e IAEA-326.
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NIST 1696a (MR Soil-7)
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FIGURA 4.7 - Valores de Z-score obtidos na andlise do material de referéncia

NIST 1696a (ES) utilizando-se como padrédo o material de referéncia Soil-7.
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FIGURA 4.8 - Valores de Z-score obtidos na andlise do material de referéncia

IAEA-326 utilizando-se como padrdo os materiais de referéncia BRS e IAEA-336.
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O limite inferior de deteccéo (LID) e Quantificacdo (LQ) para a Analise
por Ativagdo Neutronica Instrumental (AANI), sob as condigbes em que foram
realizadas as medidas neste trabalho para analise das amostras de Peperomia
pellucida e solo, foram calculados utilizando os materiais de referéncia IAEA-336,
IAEA-Soil-7, a Eq. 4.3 (Keith et al., 1983) e a Eq. 4.4 (Guimardes, 2011),

respectivamente:

T.C (Equacao 4.3)

onde:

Sy = desvio padrdo da contagem da radiacao de fundo;
V = valor certificado (mg kg™);

T = tempo de contagem (S);

C = contagem no fotopico de elemento de interesse.

LQ=3 LID (Equacéo 4.4)

Foram analisadas 6 amostras de cada material de referéncia para
determinacao do LID. Na TAB. 4.9 sdo apresentados as médias dos valores de
Limite Inferior de Deteccdo e Limite de Quantificacdo calculados para os

elementos presentes nos materiais de referéncia IAEA-336 e IAEA-Soil 7.
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TABELA 4.9 - Valores de Limite Inferior de Deteccdo (LID) e Limite de
Quantificacdo (LQ) da técnica de AAN (mg kg™), exceto onde indicado por %,

obtidos para os elementos nos materiais de referéncia IAEA-336 e IAEA-Soil 7.

Elemento IAEA-336 IAEA-Soil 7
LID LQ LID LQ
As 0,08 0,24 0,4 1,2
Ba 3 9 33 99
Br 0,1 0,3 0,3 0,9
Ce 0,2 0,6 0,5 1,5
Co 0,02 0,06 0,11 0,33
Cr 0,2 0,6 0,9 2,7
Cs 0,04 0,12 0,23 0,69
Eu 0,008 0,024 0,03 0,09
Fe(%) 0,002 0,006 0,008 0,024
Hf 0,11 0,3
K(%) 0,09 0,27 0,32 0,96
La 0,02 0,06 0,11 0,33
Lu 0,001 0,003 0,007 0,021
Na 4 12 32 96
Nd 0,6 1,8 3,1 9
Rb 0,3 0,9 4 12
Sb 0,009 0,027 0,04 0,12
Sc 0,002 0,006 0,02 0,06
Se 0,11 0,3 0,26 0,78
Sm 0,002 0,006 0,01 0,03
Ta 0,19 0,57
Tb 0,005 0,015 0,11 0,3
Th 0,02 0,06 0,11 0,3
U 0,26 0,78
Yb 0,02 0,06 0,2 0,6
Zn 0,9 2,7 3,8 11,4
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4.2 Determinacdo Radioquimica de *°Ra, *®Ra e #°Pb nas amostras de

Peperomia pellucida, extratos e solo

4.2.1 Principios do método

Foi utilizado o procedimento radioquimico sequencial para a
determinacdo de ?**°Ra, **Ra segundo Oliveira (1993) e para a determinacéo de
21%pp segundo Moreira (1993).

Esta metodologia consiste na determinacéo dos isétopos **°Ra, *®Ra e
#%pp  ap6s a separacdo radioquimica destes radionuclideos de outros
radionuclideos naturais das series do ?®*U e ?*2Th, através de coprecipitacbes
sucessivas, seguida das contagens alfa e beta total em um detector proporcional
de fluxo gasoso de baixo background.

O equipamento de medida utilizado foi um detector, marca Berthold,
modelo Lb 770. Esse equipamento possui dez detectores de 60 mm de diametro e
um contador de guarda em anticoincidéncia. O gas utilizado nos detectores € o
gas P-10, uma mistura de 90% de argbnio e 10% metano. As medidas foram
feitas simultaneamente nos dez detectores durante 200 minutos.

Esta técnica apresenta como principais vantagens, uma baixa radiacéo
de fundo e, consequentemente, um limite inferior de deteccdo suficiente para
medir amostras contendo niveis de radioatividade ambientais, nas quais 0s
radionuclideos estdo presentes, na maior parte das vezes, em concentracdes

muito baixas ou mesmo traco.

4.2.2 Procedimento experimental para as analises dos radionuclideos **°Ra e
228Ra.

Foram pesadas aliquotas de 1g a 5g das amostras pulverizadas das
Folhas (FPEP), Partes Aéreas (PPEP), Raizes (RPEP) e cerca de 0,59 das
amostras do Solo (SPEP) em béquer de vidro. As amostras foram submetidas a
digestdo em meio acido nitrico concentrado a frio, durante 1 dia, e posteriormente
colocadas em chapa aquecedora a 100° C. Foi dada a continuidade ao tratamento
com HNOgconc. € H20, 30% até a completa remocdo da matéria organica e, para
eliminacdo da silica, as amostras foram transferidas para béquer de teflon e
tratadas por meio da adicdo de 10 mL de HF. Esta solucéo foi evaporada préximo

a secura e tratada com aliquotas de HNOg3 para eliminagcéo do excesso de HF, em
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seguida foram adicionadas aliquotas de 5 mL de H,O, (trés vezes) para
eliminagéo total da matéria organica.

As amostras, depois de solubilizadas totalmente, foram colocadas em
béqueres de 2 L e avolumadas para 1 L com &gua superpura do Milli-Q®.

Foram adicionados 1 mL de carregador de Ba®* e 1 mL de carregador
Pb?*, 7 mL de &cido citrico e trés gotas do indicador vermelho de metila (solucéo
de rosa — meio acido). A funcédo dos carregadores € aumentar a concentracéo de
bario e chumbo nas amostras para atingir os produtos de solubilidade para a
precipitacdo. A funcdo do acido citrico € de complexar o chumbo e o ferro
presentes nas amostras para que estes ndo precipitem como hidroxidos —
Fe(OH); e Pb(OH), — apds a adicdo do hidréxido de amonio na etapa seguinte.

A solucdo foi agitada em agitador magnético e foi adicionado
NH4OHconc) até a viragem do indicador da coloragéo rosa para amarela (pH em
torno de 4,5 — 5,0) e a solucado foi colocada em chapa aquecedora. Depois de
aquecida, adicionou-se 50 mL de H,SO, 3 mol L. Todos os fons que formam
sulfatos insollveis precipitam neste momento, porém, para o método realizado, os
que interessam s&o bario, radio e chumbo (M**) (Eq 4.5). Esperou a decantacdo
até o dia seguinte — envelhecimento do precipitado.

M?* + SO, — MSO4] (Equacso 4.5)

No dia seguinte separou-se o0 sobrenadante, que foi descartado. O
precipitado foi transferido para tubos de centrifuga com o auxilio de &agua
superpura do Milli-Q®, centrifugado e descartou-se o sobrenadante novamente.
Ao precipitado, adicionou-se 2,0g de NTA, acido nitrilo tri-acético, 40 mL de agua
super pura do MilliQ®, 7 mL de solucdo de NaOH 6 mol L™ e trés gotas de
indicador vermelho de metila — solugcdo amarela — e aqueceu-se em chapa
aguecedora para dissolvé-lo. O NTA dissolve o precipitado em meio basico —
adicdo do hidréxido de sédio — complexando o chumbo e deixando o radio em
solucéo.

Foram adicionados 5,0 mL de sulfato de amoénio, (NH4)>SO4
(25 mg/mL), e precipitou-se o bério e o radio apos adicdo de acido acético glacial,
deixando o chumbo complexado em solugdo com o acido nitrilo tri-acético. A

solucdo foi deixada para decantar até o dia seguinte. A solucdo foi entdo
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centrifugada e foi separado o sobrenadante para andlise do chumbo. O
precipitado foi lavado com solugéo de acetato de aménio (NH4,CH,COOH) 20%, e
centrifugado novamente, adicionando o sobrenadante & solucdo anterior de Pb?*.
A lavagem foi feita com acetato de amoénio para complexar qualquer chumbo que
ainda estivesse adsorvido ao precipitado.

O precipitado foi dissolvido com 2,0g de EDTA, 40 mL de &gua super
pura do MilliQ® e 5 mL de hidréxido de amdnio concentrado em banho-maria.
Apos a dissolucdo, adicionou-se 5 mL de sulfato de amdnio, (NH4)>,SO, (25
mg/mL), e precipitou-se o bario e o radio apés adi¢cdo de acido acético glacial. Foi
anotado o dia da precipitacdo. A solucédo foi filtrada a vacuo com papel de filtro
Millipore® e o rendimento quimico foi determinado gravimetricamente. O **°Ra e
22%Ra foram medidos ap6s 21 dias da data da precipitacdo. Este tempo é
necessario para que o **°Ra entre em equilibrio com seus filhos e para que as
contribuices dos outros is6topos de radio emissores alfa (***Ra e #*’Ra) sejam
nulas, e ainda suficiente para o equilibrio ®Ra/**®Ac seja igualmente atingido.

Os materiais obtidos da preparacdo dos extratos descrito nos itens
3.2.1 e 3.2.2 foram tratados nas mesmas condicdes de preparo e medidas

descritas acima.
4.2.3 Determinacdo da concentracdo de atividade do **°Ra e **®*Ra.
4.2.3.1 Célculo da concentracdo de atividade do ?°Ra

A concentracdo de atividade de *°Ra é determinada segundo a

formula:

Ra_RO

A (**°Ra) = (Bq kg™)

Rq E m fabs [1+k (1-e™)]
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onde:

A (***Ra) = concentracéo de atividade de **Ra da amostra em Bq kg™

Ra = taxa de contagem total da amostra em cps

Ro = taxa de contagem da radiacéo de fundo em cps

Rq = rendimento quimico

E = eficiéncia de contagem em cps dps™

m = massa da amostra em kg

fabs (*°Ra) = coeficiente de auto absorcéo do ?*°Ra no precipitado de RaSO,4
A = constante de desintegragdo do #*°Rn (0,181d™)

t = tempo transcorrido entre a precipitacdo do “°RaS0, e a contagem, em dias

k= constante de auto absorcao

4.2.3.2 - Célculo da concentracéo de atividade do ***Ra
A concentragdo de atividade de #®Ra é determinada segundo a

formula:

Ra- Ro EB (**Ra) . A (*°Ra)

A (**!Ra) = - (Ba kg™

Rq - EB(*®*Ra) - m EB(*®Ra)

onde:

A (*®Ra) = concentracéo de atividade de **Ra da amostra em Bq kg™
Ra = taxa de contagem total da amostra em cps

Ro = taxa de contagem da radiacéo de fundo em cps

Rq = rendimento quimico

EB(**®Ra) = eficiéncia de contagem beta em cps dps™

E (**°Ra) = eficiéncia de contagem beta em cps dps™

A (***Ra) = concentracdo de atividade de #°Ra da amostra em Bq kg™

m = massa da amostra em kg
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4.2 .4 Procedimento experimental para analise do **°Pb

O sobrenadante que contém o Pb*' foi aquecido em banho-maria e
adicionou-se 1 mL de sulfeto de sédio, Na,S 1 mol L™, para precipitar o chumbo
como sulfeto (Eq. 4.6). A solucédo foi deixada para decantar até o dia seguinte.

Esperou-se um dia para centrifugar o precipitado, pois o processo libera H,S.

Pb* + S* — PbS| (Equacio 4.6)

Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi
lavado com agua super pura do MilliQ® e centrifugado novamente. Aqueceu-se
em banho-maria e dissolveu-se o precipitado com algumas gotas de acido nitrico
concentrado — o chumbo passa para a solugdo e forma-se enxofre elementar
(Eq.4.7).

3PbS + 8HNO; — 3Pb%* + 6NO; + 3S| + 2 NOT + 4H,0 | (Equagdo 4.7)

A solucéo foi filtrada com papel de filtro qualitativo, faixa preta, e
ajustou-se o pH com solucéo de acetato de amoénio 40% (pH entre 4,5 — 5,0). A
solucéo foi aquecida em chapa aquecedora e adicionaram-se 2,5 mL de solucéo
de cromato de sodio, Na,CrO, 30% para precipitar o chumbo como cromato
(Eq. 4.8).

Pb?* + CrO4* — #°PbCrO,| (Equaco 4.8)

Foi anotado o dia da precipitacdo e a solucéo foi filtrada a vacuo com
papel de filtro Millipore®. O rendimento quimico foi determinado gravimetricamente
a partir da massa de carregador estavel de chumbo adicionado. Adicionou-se
1 mL de solugdo de carregador, no inicio do procedimento radioquimico, de

concentracdo igual a 20 mg mL™, que corresponde a uma massa de PbCrO, de
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31,2 mg. O Pb foi medido apds 10 dias da data da precipitacdo, tempo necessario
para que seja estabelecido o equilibrio radioativo entre o °Pb e #°Bi.

4.2.4.1 — Célculo da concentracéo de atividade do #°Pb

A concentracdo de atividade de *°Pb é determinada segundo a

formula:

Ra_RO

A (°pp) = (Bgkg™)

Rq E m- (1-e™)

onde:

A = concentracdo de atividade da amostra em Bq kg™

Ra = taxa de contagem total da amostra em cps

Ro = taxa de contagem da radiac&o de fundo em cps

Rq = rendimento quimico

E = eficiéncia de contagem em cps dps™

m = massa da amostra em kg

t = tempo transcorrido entre a precipitacdo do PbCrO,4 e a contagem, em dias
A = constante de desintegragdo do #°Bi (0,183d™%)

4.2.5 Determinacdo da radiacdo de fundo, do limite inferior de deteccéo e
verificacdo da metodologia

A radiacdo de fundo do contador proporcional (FIG 4.9) foi realizada
fazendo uma medida nas mesmas condi¢cdes em que foram medidas as amostras.
O valor obtido para cada detector foi utilizado no célculo da concentracdo de

atividade do %*°Ra, %*®Ra e ?*°Pb.
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FIGURA 4.9 - Contador proporcional de baixa radiagéo de fundo.

O limite inferior de detecc¢éo (LID), com confiabilidade de 95%, para as
determinacées de ?*°Ra, “*®Ra e #'°Pb s&o apresentadas na TAB. 4.10. Para o
calculo do LID foi utilizado a Eq. 4.9:

LID = 466.S,

T.. EF. RQ.m

(Equacéo 4.9)

onde:

LID = Limite inferior de deteccdo (Bq kg™)

Sp = desvio padrdo da contagem da radiacao de fundo (contagem)
EF = eficiencia de contagem (cps dps™)

m = massa da amostra (em kg)

T. = tempo de medida (s)

RQ = rendimento quimico

4,66 = valor que corresponde a um risco pré-estabelecido de que existe um certo
nivel de atividade na amostra, quando na realidade nao existe e de que nao existe
atividade na amostra quando na realidade existe, considerando-se um nivel de

95% de confiancga.
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TABELAS 4.10 - Valor médio do Limite Inferior de Detec¢cdo (LID) para os
radionuclideos ?°Ra, ?®Ra e ?*°Pb em mBq kg™.

Radionuclideo LID (mBq kg™
226Ra 2,2
228Ra 3’7
1%y 4,9

Para a verificacdo da precisdo (DPR%) e exatiddo (ER%) da
metodologia foi utilizado o material de referéncia IAEA-326 (Radionuclides in Soil).
Foram utilizadas para a determinacédo de **°Ra, *®Ra e #°Pb nove amostras com
massa de aproximadamente 0,5 g e adicionados 1 mL de carregador de Ba** e
1 mL de carregador de Pb** para o calculo de rendimento quimico. Na TAB. 4.11

sao apresentados os valores obtidos para DPR% e ER%.

TABELA 4.11 - Média das concentracbes obtidas de **°Ra, ***Ra e #°Pb em

Bq kg™, para o material de referéncia IAEA-326.

Elementos n Média +desvio  Valor certificado DPR% ER%

225Ra 9 37,3 +0,5 32,6 +6,1 1,2 14,3
228Ra 9 46,2 +1,1 40,1 +4,2 2.4 15,1
210pp 9 58,2 +1,6 53,3 +10,7 2.7 9,9

Os resultados obtidos para DRP% e ER% indicam boa precisdo e
exatiddo para a contagem alfa e beta total apdos separacdo radioquimica e o

método de abertura utilizado neste estudo.



97

4.3 Espectrometria de Absorgdo Atdmica (EAA)

A andlise pelas técnicas de espectrometria de absor¢cédo atbmica teve
por objetivo a determinacdo da concentracdo de Cd, Pb e Hg nas amostras do
vegetal seco, nos extratos obtidos por maceracéo e infusdo e no solo coletado.

A espectrometria de absor¢cdo atdmica € um meétodo sensivel para a
determinacdo quantitativa de mais de 60 elementos, a partir da medida da
intensidade da radiacdo transmitida convertida em um sinal analitico por um
detector. Os limites de deteccdo para EAA sdo da ordem de ppm a ppb
(Skoog et al., 1998).

Em Espectrometria de Absorcdo Atdmica, a amostra € exposta a
radiacdo de comprimentos de onda especificos emitida por uma lampada, cujas
energias dos fétons emitidos sdo exatamente as mesmas que podem ser
absorvidas pelos atomos livres do elemento de interesse. Existe uma lampada
para cada elemento que se deseja determinar. A luz dirigida através da nuvem do
elemento atomizado em uma chama ou cubeta de forno de grafite passa por um
monocromador até atingir o detector. A quantidade de energia absorvida naquele
comprimento de onda especifico é diretamente proporcional a concentracdo do
elemento na amostra (Arine, 2000).

Existem diferentes técnicas empregadas para a quantificacdo de
qualquer elemento metalico usando-se as absorcdes caracteristicas dos atomos.
As principais diferencas entre as técnicas se originam dos processos de
atomizacao, capazes de converter o analito em atomos livres. Um tipo comum de
atomizador é o forno de grafite (aquecimento eletrotérmico), que apresenta alta
sensibilidade, podendo determinar metais ao nivel de ppb e ppt (Arine, 2000). A
alta sensibilidade é devida a capacidade de gerar atomos rapidamente e manté-
los no caminho Optico por mais tempo. As temperaturas no forno de grafite por
inducdo atingem de 2000 a 3000°C, proporcionando a atomizacdo da amostra
(Skoog et al., 1998).
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4.3.1 Espectrometria de Absorgcdo Atdmica por Forno de Grafite (GFAAS)

4.3.1.1 Procedimento experimental para as analises de Cd e Pb por
Espectrometria de Absorcédo Atémica por Forno de Grafite

Foram pesadas aliquotas de cerca de 100mg das amostras
pulverizadas de Folhas (FPEP) e Partes Aéreas (PPPE), cerca de 50mg das
amostras de Raizes (RPEP), cerca de 70mg das amostras do Solo (SPEP) e
aproximadamente 0,5g de cada material certificado (NIST 1515 - Apple Leaves e
NIST 1542 - Peach Leaves) em tubos de Teflon. Em seguida foram adicionados 4
ml de HNO3 concentrado e 1ml de H,O, 20% (v/v). Posteriormente, as amostras
foram submetidas a digestdo a frio, durante 1 dia e em seguida colocadas em
bloco digestor a temperatura de 90°C por um periodo de 3h. No final as solucdes
em meio nitrico foram avolumadas a 25,3 ml com agua Milli-Q®.

As amostras digeridas, juntamente com o0s materiais obtidos da
preparacdo dos extratos descrito nos itens 3.2.1 e 3.2.2 foram analisados no
equipamento de GFAAS modelo AAnalyst 800 da Perkin Elmer (FIG 4.10) do
Laborat6rio de Absorcéo Atdmica do LAN/IPEN-SP.

i

FIGURA 4.10 - Equipamento de GFAAS modelo AAnalyst 800 da Perkin Elmer
para determinacéo de Cd e Pb.
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4.3.1.2 Calibracao do equipamento de GFAAS e medida das amostras

Antes da determinagéo de Cd e Pb nas amostras de planta, extrato e
solo foram preparadas solucdes de Cd e Pb a partir de solucdes estoque (SE)
destes mesmos elementos e de solucdo de HNO3; 0,2% (v/v) (Merck), usado como
diluente, para construgcao da curva de calibracdo do equipamento. As solugcdes da
curva de calibracdo séo apresentadas na TAB. 4.12 e as curvas de calibracdo

para Cd e Pb sédo apresentadas nas FIG. 4.11 e 4.12, respectivamente.

TABELA 4.12 - Solucdes utilizadas na construgcdo da curva de calibragdo para

determinacao de Cd e Pb pela técnica de GFAAS.

Solucdes de calibracéao Concentracgao calculada (ug L™Y)
Cd Pb
Branco 0 0
SE-1 1,335 23,75
SE-2 2,670 47,5
SE-3 4,006 71,25
SE-4 5,341 95
SE-5 6,676 118,75
Cd
0,4 - .
0,35 A y = 0,05965x + ,00364 "
03 - R?=0,9973
8 Y
S 025 - .
ig
Ig- 0,2 A N
2 015 1
0.1
.
0,05
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Concentracao (ug L)

FIGURA 4.11 - Curva de calibragao para Cd obtida por GFAAS.
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Pb
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FIGURA 4.12 - Curva de calibracao para Pb obtida por GFAAS.

Utilizou-se o programa Winlab 32 for AAS verséo 6.2.0.0079 (Perkin
Elmer) para a construcdo da curva analitica e leitura das amostras. O sinal
analitico foi determinado a partir da area do pico de absorcao e utilizou-se o0 modo
de regresséo linear para o ajuste da curva.

A linearidade das curvas de calibracdo foi checada tanto de forma
visual no momento das medidas, como também pelo coeficiente de correlacédo
linear das curvas (R). Obteve-se um valor do coeficiente de correlagéo linear
R > 0,99. Dessa forma a reta foi considerada um modelo mateméatico adequado
para esse estudo, onde o sinal do equipamento é diretamente proporcional a

concentracéo dos analitos quantificados.

Na TAB. 4.13 séo apresentados os parametros de determinacdo de Cd

e Pb ajustados para o equipamento de GFAAS.

TABELA 4.13 - Parametros de determinacéo de Cd e Pb ajustados para analise.

Parametros de determinacao Cd Pb
Lampada EDL EDL
Comprimento de onda 228,8 nm 283,3 nm
Fenda 0,7 nm 0,7 nm
Corrente da lampada 230 mA 440 mA
Volume de injecdo de amostra 20 pL 20 pL

Volume de injecao de modificador quimico 10 pL 10 pL
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A medida de absorbéncia da amostra no equipamento de GFAAS é
feita quando ocorre a etapa de atomizacéo, que ocorre devido ao aquecimento
eletrotérmico do forno de grafite. Na TAB. 4.14 sdo apresentadas as etapas de
aguecimento do forno de grafite utilizadas para cada leitura efetuada no

equipamento.

TABELA 4.14 - Etapas de aquecimento do forno de grafite para determinacéo de
Cd e Pb.

Rampa de Fluxo interno
Etapa Temperatura aquecimento Patamar de argdnio
(°C) (°Cs™ (s) (mL min™)
Cd Pb Cd Pb Cd Pb Cd Pb
Secagem 1 110 110 1 1 30 30 250 250
Secagem 2 130 130 15 15 30 30 250 250
Pirdlise 500 500 10 10 20 20 250 250
Atomizacéo 1500 1500 0 0 5 5 0 0
Limpeza 2450 2450 1 1 3 3 250 250

4.3.1.3 Verificacdo da metodologia

Para verificacdo da confiabilidade dos resultados na determinacéo de
Cd e Pb por GFAAS foram utilizados os materiais de referéncia certificados Apple
Leaves e Peach Leaves. Na TAB. 4.15 sdo apresentados os valores obtidos para
0 desvio padrao relativos (DPR%) e erro relativo (ER%) da metodologia na

analise dos materiais de referéncia.

TABELA 4.15 - Média das concentracdes obtidas de Cd e Pb, em ng g™, para os
materiais de referéncia NIST 1515 (Apple Leaves) e NIST 1542 (Peach Leaves).

(ngg™) (ngg™)
Cd Pb
Valor Valor DPR ER Valor Valor DPR ER
Obtido Certificado (%) (%) Obtido  Certificado (%) (%)
n=2 n=2
Apple 1204  13:2 27 20 APPIE  oenia0 470820 7.6 18,9
Leaves Leaves
Peach 2542 26:3 71 23 Peah anyio0 g70:30 26 26
Leaves Leaves

n = nimero de determinacdes
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4.3.2 Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica com Geragdo de Vapor Frio
(CVAAS)

4.3.2.1 Principio do método

A técnica de Espectrometria de Absorcdo Atbmica com Geracdo de
Vapor Frio, CVAAS (Cold Vapor Atomic Absorption Spectrometry) consiste de um
meétodo de atomizacdo frequentemente utilizado na determinacédo de mercurio por
Espectrometria de Absorcao Atdmica, por tratar-se de um elemento metalico com
consideravel pressdo de vapor a temperatura ambiente. O método promove a
vaporizacao fria do mercurio presente na amostra, seguida pela medida de
absorcao atdomica (Skoog et al., 1998).

O mercurio é convertido a Hg®" por tratamento das amostras com uma
mistura oxidante que pode ser HNO3 e/ou H,SO4 (acido nitrico e acido sulftrico),
seguida pela reducdo do Hg? para merctrio metélico (Hg% pela reacdo com
SnCl, (Eq. 4.10).

Hg®" +Sn* — Hg®+sSn* (Equagéio 4.10)

A reducédo é feita em sistema fechado, usando argbénio ou nitrogénio,
como gas de arraste, que borbulha na solucdo. Os atomos de mercurio metélico
sdo transportados pelo gas para um tubo de absorcdo, que é colocado no
percurso Optico do espectrdmetro de absorcdo atdbmica, onde € realizada a
medida de absor¢cdo a 253,7 nm. A quantidade absorvida € proporcional a
guantidade do elemento de interesse da amostra. A quantificacdo do metal se da
com comparacao do sinal analitico obtido na leitura da amostra, com a curva
analitica (Skoog et al., 1998; Beaty e Kerber, 1993; Baccan, 1994).

4.3.2.2 Procedimento experimental para as andlises de Hg por
espectrometria de absorcéo atbmica com geracao por vapor frio (CVAAS)

As mesmas solucdes preparadas descritas no item 4.3.1.1 juntamente
com 0s materiais obtidos da preparacédo dos extratos descrito nos itens 3.2.1 e
3.2.2 foram analisadas no equipamento de CVAAS, marca Perkin Elmer, modelo
FIMS 100 (Flow Injection Mercury System) (FIG. 4.13), do Laboratorio de
Absorcéo Atdmica do LAN/IPEN-SP para as analises de Hg.
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As massas utilizadas, das amostras descritas anteriormente, foram
determinadas em funcdo de uma avaliagcdo prévia das concentracdes dessas

amostras.

FIGURA 4.13 - Equipamento de CVAAS marca Perkin Elmer, modelo FIMS 100
(Flow Injection Mercury System) para determinacéo de Hg.

4.3.2.3 Calibragdo do equipamento de CVAAS e verificagdo da metodologia

Antes de dar inicio aos procedimentos para determinagdo de Hg nas
amostras, procedeu-se a verificacdo dos parametros de ajuste do equipamento:
vazdo de SnCl, 1,1% (m/v) para 4 a 6 mL min.™; ajuste da vazdo de HCI 3% (v/v)
para 9 a 11 mL min.™; leitura da soluc&o teste de Hg (10,07 ng mL™) e calibracéo
do equipamento com as solug¢des padrao (SP) da curva de calibracdo de modo a
obter os valores de interceptacdo da curva, inclinacdo e coeficiente de correlacdo
ou seja, construcao da curva de calibracédo para posterior leitura das amostras.

As solucbes para a construcdo da curva analitica — digeridas
juntamente com as amostras — e a solucdo teste (10,07 ng mL™Y) foram
preparadas a partir de solucdo padrdo de merctrio (1157,93 + 0,01 ng mL™?)
pipetadas com pipetador automatico e diluidas em baldo volumétrico calibrado
com agua do Milli-Q®.
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A solucéo de SnCl, 1,1% (m/v) foi utilizada para promover a reducao do
mercurio idnico a mercurio metalico, conforme mostrado na Eq. 4.9, e a solucao
HCI 3% (v/v) foi utilizada como carregador no sistema de injecdo em fluxo. Em
seguida, procedeu-se a leitura das solucdes padréo e do branco para construcao
da curva analitica, utilizando-se o programa Winlab 32 for AAS verséao 6.2.0.0079
(Perkim Elmer) e iniciou-se a leitura das amostras da planta, dos extratos, do solo
e dos materiais de referéncia no comprimento de onda de 253,7 nm. O sinal
analitico foi determinado a partir da area do pico de absorc¢éo e utilizou-se 0 modo
de regresséo linear para o ajuste da curva.

Na TAB. 4.16 séao apresentadas as concentracdes das solu¢cdes padréo
para a construcdo da curva analitica. Na FIG. 4.14 é mostrada a curva de

calibracao.

TABELA 4.16 - Concentracdo das solucdes utilizadas na curva analitica para

determinacao de Hg por CVAAS.

Solucdes de calibracéao Concentracgdo calculada (ug L™Y)
Hg
Branco 0
SP-1 1,6333
SP-2 4,667
SP-3 9,334
SP-4 11,668
SP-5 16,335
Hg
025 -
y =0,01248x + ,0019
0,2 A R2=0,9981 v
o _
20,15 - .
2 .
g 01 -
<
0,05 ¢
..
0 : : : : : : : : .
0 2 4 6 8 0 12 14 18 18

Concentracio (ug L)

FIGURA 4.14 - Curva de calibracdo para Hg obtida por CVAAS.
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Neste caso, a linearidade das curvas de calibragdo também foi
verificada tanto de forma visual no momento das medidas, como também pelo
coeficiente de correlacdo linear (R). Obteve-se um valor do coeficiente de
correlacdo linear R > 0,99. Dessa forma a reta foi considerada um modelo
matematico adequado para esse estudo, onde o sinal do equipamento é
diretamente proporcional a concentragéo dos analitos quantificados.

Para verificacdo da metodologia quanto a precisdo e exatiddo foram
utilizados os materiais de referéncia NIST 1515 (Apple Leaves) e NIST 1542
(Peach Leaves). Os materiais de referéncia foram submetidos aos mesmos
procedimentos das amostras e apresentaram valores de concentragéo abaixo do
limites de quantificacao (LQ).

O limite de quantificacdo (LQ) corresponde normalmente ao padréo de
calibracdo de menor concentracdo (excetuando-se o branco). Em geral, é
considerado como a meédia do branco mais 5, 6 ou 10 vezes o desvio padréo.
Este procedimento foi utilizado no calculo de Limite Inferior de Deteccao para a
técnica por Espectrometria de Absorcdo Atémica em Forno de Grafite (GFAAS) e
Espectrometria de Absorcdo Atomica com Geragdo de Vapor Frio (CVAAS)
(Guimarées, 2011).

O Limite Inferior de Deteccdo e o Limite de Quantificacdo para
determinacao de Cd, Pb e Hg sdo apresentados na TAB. 4.17

TABELA 4.17 — Limite Inferior de Detecgdo (LID) e Limite de Quantificagcéo (LQ)
para Cd, Pb e Hg.

Elemento LID (ug g™ LQ (g g™)
Cd 0,007 0,009
Pb 0,066 0,242

Hg 1,0 10




106

4.4 Avaliacdo da atividade antifungica do O6leo essencial de

Peperomia pellucida

4.4.1 Principio do método

Os testes foram conduzidos utilizando o método do disco de difuséo.
Os ensaios de difusdo sdo métodos quantitativos, nos quais o efeito pode ser
graduado. Fundamentam-se na difusdo da substancia a ser ensaiada em um meio
de cultura solido e inoculado com o microrganismo. A partir da difusdo ocorre o
aparecimento de um halo no qual ndo ha crescimento do microrganismo,
denominado halo de inibigéo.

Dentre as técnicas de difusdo, esse método também é o0 mais
adequado para se trabalhar com extratos vegetais coloridos e/ou extraidos com
solventes organicos, pois € possivel evaporar o solvente do disco, antes da
colocacdo deste no meio de cultura e a cor néo ird interferir na leitura dos
resultados. Assim como, 0 pegueno volume necessario € uma vantagem

observada quando essa técnica € empregada (Naghetini, 2006).

4.4.2 Determinacdo dos componentes quimicos do 6leo essencial de
Peperomia pellucida

Para caracterizacdo fisico-quimica foi realizado o perfil cromatografico
das amostras de 6leo essencial de Peperomia pellucida.

O perfil cromatografico foi conduzido em cromatografo a gas acoplado
a espectrometro de massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000), dotado de coluna
capilar de silica fundida OV - 5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym Ohio Valley Specialty
Chemical, Inc.), operando por impacto de elétrons (70 eV), realizado no
Laboratério de Fitoquimica do Instituto Agrondmico, Campinas e a identificacdo
das substancias foi realizada no Centro de Sanidade Animal do Instituto Bioldgico
de Sao Paulo pela Profa. Dra. Joana D’arc Felicio.

A identificacdo das substancias foi efetuada através da comparacao
dos seus espectros de massas com o0 banco de dados do sistema CG-EM,
literatura (McLafferty and Stauffer, 1989) e indice de retencao (Adams, 2001).
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4.4.3 Microrganismo teste
A cultura do fungo Aspergillus flavus foi isolada de amendoim e

gentilmente cedida pelo Instituto de Biociéncias da USP — Sao Paulo - SP.

4.4.4 Reagentes e padrédo antifungico

Foram utilizados reagentes de grau analitico. Utilizou-se como meio de
cultivo BDA (batata-dextrose-agar — BDA-MERCK), discos de papel estéreis de
6 mm, e placas de Petri descartaveis (100 x 20 mm). Como controle positivo foi

empregado o fungicida Derosal® 500 Bayer.

4.4.5 Preparo do in6culo

Aspergillus flavus foi inoculado em meio de cultura BDA e mantido por
10 dias a 25 °C. No 11° dia foi preparada uma suspensao de esporos desta
cultura, adicionando uma solugéo estéril de agua destilada + Tween 80 (0,2 %)
(FIG. 4.15).

FIGURA 4.15 - Aspergillus flavus em meio de cultura BDA.

4.4.6 Ensaios microbiolbgicos

A solucdo com os esporos de Aspergillus flavus foram inoculadas nas
placas de Petri preparadas com o meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar —
BDA-MERCK) por meio da técnica de Swab (FIG. 4.16 1lI)

Discos de papéis estéreis de 6 mm de didmetro foram adicionados
assepticamente na érea central da placa de Petri e foram impregnados com
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diferentes aliquotas do 6leo in natura (100%), 6leo diluido em 50% e com os
extratos hexanicos e etandlicos. A solucéo diluida a 50% foi preparada com 30 pL
de 6leo essencial de Peperomia pellucida + 30 pyL de 6leo de soja. Os discos
foram impregnados com 5 pL e 15 pyL do 6leo diluido, 5 pL e 10 pyL do 6leo
essencial in natura e 5 UL e 15 pL de cada um dos extratos hexanico e etanodlico
de Peperomia pellucida. Para controles positivos, os discos de papel foram
impregnados com o fungicida Derosal®. As placas foram incubadas por 5 dias a
temperatura de 25°C. O diametro dos halos foi medido com régua considerando o
diametro total do disco (em mm). Os testes foram realizados em triplicatas e os
experimentos foram realizados em duas repeti¢cdes (FIG. 4.16).

e

FIGURA 4.16 - Etapas dos ensaios microbiolégicos: Identificacdo das placas (),
solucdo de esporos (ll), inoculacdo do fungo no meio de cultura pela técnica de
Swab (lll), adicdo dos discos de papéis no centro das placas (IV), pipetagem de

diferentes aliquotas do 6leo essencial e dos extratos (V) e impregnacao (VI).

4.4.7 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por analise de
variancia pelo teste de ANOVA com nivel de significancia de p < 0,05 e o teste de
Tukey-Kramer para andlise de variancia por comparagdo multipla com nivel de
significancia p < 0,05 e q > 4,457, utilizando o programa GraphPad Instat versédo
2.00.
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5. RESULTADOS

5.1 Resultados de concentracdo para os elementos determinados por
Andlise por Ativacdo Neutrénica Instrumental (AANI)

S&o0 apresentados a seguir 0os elementos determinados, suas
concentragdes e incertezas nas analises realizadas em duplicatas nas diferentes
partes estudadas de Peperomia pellucida, Folhas (FPEP), Partes Aéreas,
compreendendo folhas e caule (PPEP) e Raiz (RPEP); nos extratos obtidos pelos
processos de Maceracdao (MPEP) e Infusdo (IPEP) e no Solo (SPEP) em
diferentes pontos de coleta. Os locais de coletas foram o Jardim Botanico do Rio
de Janeiro e alguns pontos em suas proximidades. Os pontos de coleta estédo
localizados numa area metropolitana e que apresenta grande influéncia do trafego
urbano e da deposicdo atmosférica dos poluentes emitidos por diferentes fontes
de poluicéo, principalmente veiculares.

Na TAB. 5.1 sdo apresentados os elementos determinados e suas
concentracbes nas amostras PPEP, RPEP e SPEP coletados no periodo de
agosto de 2009, ponto 1 (P1).

Na TAB. 5.2 encontram-se 0s elementos determinados e suas
concentragdes nas amostras PPEP, RPEP e SPEP coletadas em agosto de 2010,
ponto 2 (P2). Os extratos MPEP e IPEP referentes a esta coleta sdo mostrados
na TAB. 5.3.

Os elementos determinados e suas concentragcdes nas amostras
FPEP, PEPP, RPEP e SPEP coletadas em dezembro de 2010, ponto 3 (P3) sé&o
mostrados na TAB. 5.4. Os extratos MPEP e IPEP referentes a esta coleta séo
mostrados na TAB. 5.5.
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TABELA 5.1 - Concentraces e desvios, em pg g, determinados por ativacio

neutronica para as amostras PPEP, RPEP e SPEP coletadas no ponto P1.

Amostra As Ba Br Ce Co
PPEP 11+1 268 $41 15 +4 57 3 1,96 0,08
RPEP 13 +2 310 %42 14 5 182 11 3,7 0,1
SPEP 8+l 538 £53 13 3 219 £10 9,5 £0,3
Cr Cs Eu Fe(%) Hf
PPEP 11 +1 0,8 £0,1 0,55 +0,04 0,656 +0,006 2,67 +0,09
RPEP 16 +2 1,1 0,2 0,76 0,06 0,927 +0,003 6,5 0,2
SPEP 46 4 3,2 £0,3 2,1 £0,1 3,45 +0,01 14,7 £0,3
K (%) La Lu Na Nd
PPEP 3,8 0,5 23,6 0,3 0,10 +0,02 3370 =63 17 2
RPEP 4,3 £0,9 81 £1 0,16 %0,04 3858 +113 62 +6
SPEP 1,0 £0,5 100 *1 0,6 £0,1 4197 %89 78 £6
Rb Sb Sc Sm Ta
PPEP 75 6 0,6 £0,1 2,15 £0,07 3,5 0,2 0,37 +0,05
RPEP 65 +5 0,7 £0,1 29 0,1 12,0 £0,4 0,49 +0,07
SPEP 105 6 1,7 £0,2 11,4 +0,3 151 +0,4 1,67 +0,17
Tb Th U Yb Zn
PPEP 0,36 +0,06 8,2 £0,6 1,4 £0,2 0,79 +0,08 173 #11
RPEP 0,8 £0,1 30 £2 3,6 £0,6 0,98 +0,08 262 +16
SPEP 1,4 +0,2 30 £2 50 0,5 4,02 0,28 301 £13
PPEP — Par_tes aéreas
RPEP — Raiz
SPEP — Solo

nd = nao determinado
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TABELA 5.2 - Concentracdes e desvios, em pg g, determinados por ativacio

neutronica para as amostras PPEP, RPEP e SPEP coletadas no ponto P2.

Amostra As Ba Br Ce Co
PPEP 0,51 +0,04 206 12 15 £1 58 +0,2 0,44 +0,02
RPEP 2,6 £0,4 252 +17 14 £1 26 +2 1,9 £0,1
SPEP 6,9 +0,3 468 +34 23 +2 211 +20 8,6 0,4
Cr Cs Eu Fe(%) Hf
PPEP 25 0,4 0,25 +0,04 0,083 +0,009 0,163 £0,006 0,34 0,04
RPEP 9 +1 0,9 0,1 0,28 0,18 0,622 0,021 1,1 #0,1
SPEP 48 +7 3,5 £0,4 1,7 0,2 3,5 #0,1 8,8 +0,8
K (%) La Lu Na Nd
PPEP 3,5 £0,3 3,5 0,3 0,03 +0,01 1494 77 1,4 £0,5
RPEP 3,8 +0,3 11,8 +0,9 0,11 +0,05 1885 198 43 1,4
SPEP 14 0,1 92 7 0,5 +0,2 4019 +214 28 9
Rb Sb Sc Sm Th
PPEP 68 +12 0,14 +0,01 0,47 %0,02 0,42 +0,04 0,89 +0,04
RPEP 110 #19 0,40 +0,03 1,99 #0,09 15 0,1 3,3 0,2
SPEP 105 19 1,27 +0,12 10,5 #0,5 11 #1 28 +1
U Zn
PPEP <LID 130 %9
RPEP 0,42 +0,02 321 %22
SPEP 3,2 0,2 387 +24

PPEP — Partes aéreas

RPEP — Raiz
SPEP - Solo
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TABELA 5.3 - ConcentracBes e desvios, em ug g, determinados por ativacio

neutrénica para as amostras MPEP e IPEP de Peperomia pellucida coletada no

ponto P2.
Amostra As Ba Br Ce
MPEP <LID 3,1 0,4 3,3 £0,3 <LID
IPEP 0,11 +0,01 21 +2 2,7 £0,3 <LID

Co Cr Cs Eu
MPEP 0,103 #0,003 1,6 £0,1 0,061 *0,005 <LID
IPEP 0,118 #0,003 0,6 £0,1 0,055 0,004 <LID

Fe(%) Hf La Lu
MPEP 0,0022 +0,0001 <LID 0,149 +0,004 <LID
IPEP 0,0026 +0,0001 <LID 0,18 +0,01 <LID

Na RDb Sb Sc
MPEP 1456 +113 51 3 0,021 +0,001 0,0031 +0,0001
IPEP 1411 +61 50 +3 0,11 +0,01 0,0071 *0,0002

Sm Ta Th U Zn
MPEP 0,035 #0,002 <LID <LID <LID 30 +1
IPEP 0,065 #0,003 nd <LID <LID 38 +1

MPEP — Maceragéao
IPEP — Infusao
nd = ndo determinado
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TABELA 5.4 - ConcentracBes e desvios, em pg g, determinados por ativacio

neutrdnica para as amostras FPEP, PPEP, RPEP e SPEP coletadas no ponto P3.

Amostra As Ba Br Ce
FPEP 1,1 £0,1 154 6 19,2 +0,6 8,4 x0,5
PPEP 0,9 £0,1 175 £16 18 2 1,9 #0,1
RPEP 54 0,4 188 %17 7 £1 57 x0,4
SPEP 19 +1 374 +34 8 £1 149 +7
Cl Co Cr Cs
FPEP 21672 £1078 0,37 +0,01 8,0 £0,5 0,11 +0,01
PPEP 17891 +471 0,45 #0,01 4,5 +0,3 0,24 +0,03
RPEP nd 1,22 0,04 6,2 0,4 0,60 +0,08
SPEP nd 7,7 0,2 40 £3 2,2 £0,3
Eu Fe(%) Hf K (%)
FPEP nd 0,061 +0,001 nd nd
PPEP 0,03 +0,01 0,058 0,001 0,115 +0,006 59 +0,8
RPEP 0,16 +0,05 0,230 0,005 0,235 +0,008 4,1 +0,7
SPEP 1,2 +0,3 3,28 +0,07 9,0 £0,2 1,8 0,4
La Lu Mg Mn
FPEP 4,6 +0,3 nd 13156 +1400 61 £8
PPEP 0,94 0,03 0,007 +£0,001 13731 £573 61 £7
RPEP 55 0,2 0,04 +0,01 nd nd
SPEP 72 +2 0,34 0,05 nd nd
Na Nd Rb Sb
FPEP 1046 +46 nd nd 0,042 +0,005
PPEP 1601 =79 nd 111 8 0,08 +0,01
RPEP 2028 +72 4,7 +0,6 82 4 0,17 +0,01
SPEP 5410 +£190 62 4 108 £15 0,71 +0,05
Sc Sm Th U Zn
FPEP 0,147 0,004 0,54 +0,03 1,66 +0,09 <LID 114 +£3
PPEP 0,17 #0,01 0,15 +0,01 0,27 #0,01 <LID 162 +7
RPEP 0,91 0,03 0,90 +0,03 0,93 +0,05 <LID 279 #12
SPEP 9,6 0,3 11,8 +0,4 31 +2 3,0 0,2 241 10
FPEP - Folhas
PPEP — Partes aéreas
RPEP - Raiz
SPEP - Solo

nd — ndo determinado
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TABELA 5.5 - Concentracdes e desvios, em ug g, determinados por ativacio

neutrénica para as amostras MPEP e IPEP de Peperomia pellucida coletada no

ponto P3.
Amostra Ba Br Ce Cl
MPEP 20 +2 2,3 +0,2 0,63 +0,06 6158 +289
IPEP 24 +2 26 +0,7 nd 1992 +111
Co Cr Cs Fe(%)
MPEP 0,128 +0,004 0,38 +0,03 0,11 +0,01 0,0027 +0,0001
IPEP 0,178 +0,005 1,11 +0,09 0,15 0,02 0,0036 +0,0001
K (%) La Mg Mn
MPEP nd 0,114 +0,007 5150 +312 10,8 +0,2
IPEP 46 +0,8 0,062 +0,004 2406 +126 20,6 #0,3
Na Rb Sb Sc
MPEP 1335 +50 108 6 0,038 +0,003 0,0035 +0,0001
IPEP 1557 +29 103 +4 0,054 +0,006 0,0055 +0,0002
Sm Th U Zn
MPEP 0,009 +0,002 <LID <LID 27 *1
IPEP nd <LID <LID 70 +3

MPEP — Maceragéo

IPEP — Infusado

nd = ndo determinado
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5.2 Resultados de concentracdo de atividade dos elementos “°Ra, **Ra e
#%pp  determinados por contagem alfa e beta total apds separacdo
radioquimica

Nas tabelas a seguir sdo apresentados os resultados das
concentracdes de atividade de **°Ra, ***Ra e #°Pb e suas incertezas.

Na TAB. 5.6 sdo apresentados os resultados das concentracdes de
atividade de **°Ra, **®Ra e '°Pb nas Partes Aéreas da planta, compreendendo
caule e folhas (PPEP) e no Solo (SPEP) coletados no ponto P1. Na TAB. 5.7 sdo
apresentados os resultados das concentracdes de atividade de *°Ra, ?®Ra e
#%ph nas Partes Aéreas da planta (PPEP), no Solo (SPEP) coletados no ponto
P2 e nos extratos obtidos por Maceracao (MPEP) e Infusédo (IPEP). Os resultados
da concentracdo de atividade de ?*°Ra, *®Ra e #*°Pb nas Folhas (FPEP), Partes
Aéreas (PPEP), Raiz (RPEP), Solo (SPEP) coletados no P3 e nos extratos
(MPEP e IPEP) sao mostrados na TAB. 5.8.

TABELA 5.6 - Concentracéo de atividade de **°Ra,*®Ra e #°Pb, em Bq kg™, nas
amostras PPEP e SPEP coletadas no P1.

Amostra 225Ra 228Ra 210pp
PPEP 22 +1 54 +12 51 +10
SPEP 55 +2 103 + 13 119 +10

PPEP — Partes aéreas

SPEP - Solo

TABELA 5.7 - Concentracdo de atividade de **°Ra,’*®Ra e *'°Pb e desvios, em

Bq kg, nas amostras PPEP, do SPEP, do MPEP e da IPEP coletadas no P2.

Amostra 22°Ra 22Ra 210pp
PPEP 20 £1 43 +11 132 +8
SPEP 44 +2 68 +8 259 +9
MPEP 12 +1 25 7 30 6
IPEP 15 +1 28 £5 32 =7

PPEP — Partes aéreas

SPEP - Solo

MPEP — Maceragéao
IPEP — Infuséo
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TABELA 5.8 - Concentracdo de atividade de %°Ra, **Ra e #°Pb e desvios, em
Bq kg, nas amostras FPEP, PPEP, RPEP,SPEP, MPEP e IPEP coletadas no P3.

Amostras 225Ra 22Ra 219pp
FPEP <10 <10 39 £5
PPEP 85 +0,2 2,8 +0,3 52 +3
RPEP 23,2 0,2 10 £1 58 +6
SPEP 37 1 46 +4 93 +3
MPEP 53 £0,1 <LID 22 3
IPEP 6,2 +0,1 <LID 24 +3

FPEP - Folhas

PPEP — Partes aéreas
RPEP - Raiz

SPEP - Solo

MPEP — Maceracgéo
IPEP — Infusao

5.3 Resultados de concentracdao para Cd, Hg e Pb nas amostras

determinadas por Espectrometria de Absorcdo Atémica (AAS)

As amostras de Peperomia pellucida e do solo coletadas nos pontos P2
e P3 foram submetidas a determinacdo de Hg (CVAAS), Cd e Pb (GFAAS).
Foram analisadas as amostras de Folhas (FPEP), Partes Aéreas, compreendendo
folhas e caule (PPEP), Solo (SPEP) e os extratos obtidos por Maceracdo (MPEP)
e Infuséo (IPEP). As andlises foram feitas em duplicatas.

Nas TAB. 59 e 5.10 sao apresentados o0s resultados das
concentracfes dos elementos Hg (CVAAS), Cd e Pb (GFAAS) e desvios nas
amostras PPEP, RPEP, SPEP e nos extratos MPEP e IPEP coletadas no ponto
P2 e P3, respectivamente.
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TABELA 5.9 - Concentracdo de Hg total (CVAAS), em pg g*; Cd e Pb (GFAAS),
em ug g7, determinada nas amostras coletas no ponto P2.

Amostra
(n=2) Hg Cd Pb

FPEP < LID nd nd
PPEP < LID 2,14 +0,05 7,1 £0,8
RPEP < LID 2,041 +0,004 12,6 £0,1
SPEP < LID 2,157 + 0,005 69 +3
MPEP < LID 0,0656 + 0,0004 3,2 £0,2
IPEP < LID 0,203 +0,001 512 +0,01
FPEP - Folhas
PPEP — Partes aéreas
RPEP — Raiz
SPEP - Solo
MPEP — Maceragéo
IPEP — Infusao

LD — Limite de Detecgéo
nd = ndo determinado

TABELA 5.10 - Concentracdo de Hg total (CVAAS), Cd e Pb (GFAAS), em g g™,

determinada nas amostras coletas no ponto P3.

Amostra

(n=2) Hg Cd Pb
FPEP < LID 1,826 + 0,009 11,7 £0,3
PPEP < LID 2,184 + 0,005 14,1 +0,5
RPEP < LID 1,23 +0,01 28 +1
SPEP <LID 0,702 0,003 54,2 £0,5
MPEP < LID 0,130 + 0,002 2,51 +£0,02
IPEP < LID 0,209 +0,001 1,7 £0,2
FPEP - Folhas
PPEP — Partes aéreas
RPEP - Raiz
SPEP - Solo
MPEP — Maceragéo
IPEP — Infusao

LD — Limite de Detecc¢éo
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5.4 Resultados da avaliacdo da atividade antifungica frente ao fungo
Aspergillus flavus e da constituicdo quimica do 6leo essencial de
Peperomia pellucida.

O oleo essencial das partes aéreas in natura, compreendendo caule e
folhas de Peperomia pellucida, apresentou um rendimento de 0,032%
(TAB. 5.11).

TABELA 5.11 - Rendimento do 6leo essencial obtidos das partes aéreas frescas

de Peperomia pellucida coletada no ponto P3.

Coleta (P3) Ensaio Rendimento (g/100g)

14.02.11 12.05.11 0,032

5.4.1 Teste do Disco de Difuséo
Na TAB. 5.12 estdo apresentados os valores dos halos de inibicdo nos
testes de atividade antifingica do 6leo essencial contra o fungo Aspergillus flavus.
Os ensaios microbioldgicos foram feitos com as amostras frescas de
P. pellucida coletadas no ponto P3, em triplicatas e 0s experimentos foram

realizados em duas repeticoes.

TABELA 5.12 - Halos de inibicdo do crescimento (mm e %) obtidos para
diferentes aliqguotas do 6leo essencial de Peperomia pellucida e para Derosal®

(Controle Positivo) contra o fungo Aspergillus flavus.

Oleo essencial de Peperomia pellucida (n=6) Derosal® (n=3)

Aliquotas 2,5 L 5,0 uL 7,5 L 10,0 pL

Halos de inibicdo (mm) Média + DP

Aspergillus flavus ~ 8,4+0,5 10,5+0,4 9,5+0,6 12,3+0,3 21+1

Inibic&o do

crescimento (%) 40 50 45 55 100

DP = Desvio Padréo
n = nimero de determinacfes
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O efeito inibidor no crescimento de Aspergillus flavus por diferentes
aliquotas do 0leo essencial de Peperomia pellucida e a projecédo da Clsy para o
Oleo essencial de P. pellucida em A. flavus sdo apresentados na FIG. 5.1. O valor
de Clso considerado foi a menor concentracdo do Oleo essencial capaz de inibir
visualmente 50% do crescimento fungico.

Pode-se observar pela projecéo de Clsoque o volume de 5 pL inibi 50%
do crescimento do fungo Aspergillus flavus.

C|50 = 5,0 |J.L

Aspergillus flavus (%)

Inibicdo do crescimento

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
:
1
1

35 —r r 1 r 1T
0 5 10 15

Peperomia pellucida (uL)

LN I B B B B B B B N B B B B B B B B B |

FIGURA 5.1 - Efeito inibidor por diferentes aliquotas do Oleo essencial e a
projecéo Clsg

Os extratos hexéanico e etandlico de Peperomia pellucida néo
apresentaram efeito antifungico em nenhuma das concentracdes ensaiadas frente

ao fungo Aspergillus flavus.
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A composi¢do quimica dos Oleos volateis de Peperomia pellucida foi

realizada nas amostras coletadas no ponto P3. Para a determinacdo do perfil

quimico do 6leo essencial procedeu-se inicialmente a analise por cromatografia

gasosa (GC/MS). O resultado preliminar da caracterizagcdo por GC/MS foi

submetido aos valores tabelados de indice de retencdo para interpretacdo dos

espectros de massas. Foram determinadas 16 substancias das quais 14 foram

identificadas, que representam cerca de 98,35% do total de componentes do 6leo

de P. pellucida. (TAB. 5.13).

TABELA 5.13 - Componentes determinados no 6leo essencial de P. pellucida

Tempo de

Pico Substancia x . [%0] IR* IR**
retencdo (min)
Hidrocarbonetos de cadeia longa 2,95
1 n-dodecano 16,53 0,48 1199 1199
3 n-tetradecano 24,93 1,72 1394 1399
8 n-pentadecano 29,03 0,70 1493 1500
Sesquiterpenos hidrocarbonados 27,33
4 trans-cariofileno 25,73 2,62 1413 1418
5 aromadendreno 27,49 0,83 1456 1462
6 y-muuroleno 28,25 0,99 1474 1477
7 biciclogermacreno 28,87 1,01 1490 1494
9 (E,E)-a-farneseno 29,34 0,57 1501 1508
10 germacreno B 31,44 20,86 1555 1556
Sesquiterpenos oxigenados 13,42
11 trans-nerolidol 31,52 1,60 1557 1564
13 espatulenol 32,25 0,77 1576 1576
14 Oxido de cariofileno 32,79 10,83 1590 1581
Fenilpropandides 56,30
15 dilapiol 33,86 53,35 1618 1620
16 apiol 35,90 2,02 1673 1678
N&o identificados (ni) 1,68
2 ni 16,83 0,64 1226 ni
12 ni 32,03 1,01 1570 ni
Total 100,00

(*) Indice de retencdo experimental;

(**) indice de retenco literatura (Adams, 2001).
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Nas FIG. 52 e 53 séo apresentados, respectivamente, o
cromatograma do 0leo essencial de Peperomia pellucida e as estruturas quimicas

das substancias identificadas.

TIC 10 15 25268370

14

|
\
{

i1 16

5 67 112 |
0 '

3
5 1

16 18 20 2 24 26 28

2 34 %
FIGURA 5.2 - Cromatograma do O6leo essencial de Peperomia pellucida:
(1) n-dodecano, (2) ni, (3) n-tetradecano, (4) trans-cariofileno, (5) aromadendreno,
(6) y-muuroleno, (7) biciclogermacreno, (8) n-pentadecano, (9) (E,E)-a-farneseno,
(10) germacreno B, (11) trans-nerolidol, (12) ni, (13) espatulenol, (14) Oxido
de cariofileno, (15) dilapiol, (16) apiol.
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CH3(CH2)19CH3 CH3(CH2)12CH3

(1) n-dodecano (3} n-tetradecano (4) trapis-cariofileno

(3) aromadendreno (6) gama-mmmroleno (7 biciclogermacreno

CH3(CH;)13CH;

\rr

(8) n-pentadecano (10) germacreno B

(11) trans-nerolidol (13) espatulenol (14) oxido de cariofileno
Ohfe
)
= o
Ohfe
(15) dilapiol (16) apial

Figura 5.3 - Estruturas quimicas identificadas no 6éleo essencial obtido das partes

aéreas de Peperomia pellucida.
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6. DISCUSSAO

Para uma melhor visualizacdo dos resultados obtidos pela Analise por
Ativacdo Neutronica Instrumental (INAA), Espectrometria de Absorcéo
Atbmica (AAS) e Contagem alfa e beta total com Separacdo Radioquimica, 0s
elementos determinados e suas concentracdes e atividades séo apresentados na
forma gréafica. Pelos mesmos motivos os resultados obtidos pelos ensaios com o

Teste do Disco de Difusdo séo apresentados em formato de figura.

6.1 Elementos estaveis e radionuclideos

Nas FIG. 6.1, 6.2, 6.3 e 6.4 sdo apresentadas as concentracfes
(mg kg™), exceto onde indicado por (%), dos elementos As, Ba, Br, Cl, Co, Cr, Cs,
Fe, Hf, K, Na, Rb, Sh, Mg, Mn, Ta, Th, U, Zn e dos Elementos Terras Raras —ETR
(Ce, Eu, Lu, La, Nd, Sc, Sm, Tb e Yb) determinados nas amostras de
Folhas (FPEP), Partes Aéreas, compreendendo caule e folhas (PPEP), Raiz
(RPEP) e Solo (SPEP) pela técnicade Analise por Ativacdo Neutrdnica
Instrumental (INAA).

A concentracdo elementar nas Folhas de Peperomia pellucida foi
determinada apenas nas amostras coletadas no ponto P3 (Dezembro de 2010).

Os elementos CI, Mg e Mn foram determinados apenas nas Folhas
(FPEP) e nas Partes Aéreas (PPEP) nas amostras coletadas no ponto P3.

Como foi proposto no objetivo deste trabalho, apresentam-se os
resultados referentes aos teores de As, Ba, Br, Co, Cr, Cs, Fe, Hf, K, Na, Rb, Sb,
Mg, Mn, Se, Ta, Th, U e Zn e dos teores de ETR, seu comportamento nas
diferentes partes da planta e a absorc¢éo a partir do solo. Observando-se os teores
obtidos para a maioria dos elementos, as concentracfes obedecem ao seguinte
comportamento em ordem decrescente: SPEP>RPEP>PPEP>FPEP nos trés
pontos coletados (P1, P2 e P3). No entanto, para alguns elementos como o As,
Br, Ce, CI, Cr, La e Sm, ndo é observado este comportamento no ponto P3, sendo

as concentracdes maiores nas Folhas (FPEP) que nas Partes Aéreas.
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FIGURA 6.1 - Concentracdo (mg kg™) de As, Ba, Br, Co, Cr e Cs nas amostras de
FPEP, PPEP, RPEP e SPEP nos pontos coletados P1, P2 e P3.

E para os elementos K e Rb (FIG. 6.2), as concentracdes nas Partes
Aéreas (PPEP) sdo maiores que na Raiz (RPEP) e Solo (SPEP). Isso se deve ao
fato que nem todos os elementos sao igualmente retidos nas diferentes partes de
uma planta. Fatores, como estagios de desenvolvimento da planta, tempo de
exposicdo ao elemento (Martins, 2009) e a interferéncia de outros metais no solo
podem influenciar na translocacdo dos elementos da raiz para caule e folhas
(Silva, 2007). Deve-se observar que neste estudo foram analisadas todas as
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plantas coletadas sem uma separacao ou classificagdo em funcéo de seu estagio

de crescimento.
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FIGURA 6.2 - Concentracdo (mg kg™), exceto onde indicado (%), de Fe, Hf, K,
Na, Rb e Sb nas amostras de FPEP, PPEP, RPEP e SPEP nos pontos coletados
P1, P2 e P3.

Pode-se observar que as amostras das Partes Aéreas (PPEP)
coletadas no ponto P1 apresentaram concentracbes mais elevadas dos
elementos em relagéo aos pontos P2 e P3, com excec¢ao para os elementos Br, K
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e Rb que apresentaram concentragfes mais elevadas nas Partes Aéreas das
amostras coletadas no ponto P3 (FIG. 6.1 e 6.2).

A pesquisa de metais e elementos tragcos em Peperomia pellucida
revela, dentre os elementos determinados, a presenca de minerais de importancia
na fisiologia humana, como o potdssio, magnésio, cloro, ferro, sodio, cobalto,
cromo e zinco.

Para o cobalto (FIG. 6.1), verificam-se concentracdes de 0,44 mg kg™ a
1,96 mg kg’ para as Partes Aéreas de P. pellucida (PPEP) e concentracdo de
0,37 mg kg™ nas Folhas (FPEP). O Co é essencial para o ser humano para a
sintese de vitamina B1,. A recomendacéo diéria de ingestdo de vitamina B;, para
adultos é 3 ug (0,13 pg Co) (Kabata-Pendias, 2007).

As concentracées de Cr (FIG. 6.1) variaram de 2,5 mg kg™ a 11 mg kg™
nas Partes Aéreas (PPEP) e nas Folhas a concentracéo foi de 8,0 mg kg™. No ser
humano o cromo é um elemento essencial usado como co-fator para sintese de
insulina, participa no controle dos indices de colesterol e de triglicérides no
sangue. A sua toxicidade esta relacionada com seu estado de oxidagéo. O Cr®* é
considerado altamente toxico e alguns compostos de Cr®" sdo carcinogénicos
(Reimman e Caritat, 1998). A ingetdo recomendada de Cr varia de 50 a
250 pg dia™® (Azevedo, 2003). Segundo a recomendacdo diaria de Cr prescrita
pela agéncia de alimentos dos Estados Unidos (Food and Drug Administration-
FDA) para alimentos é de 0,12 mg kg™ (Saidelles, 2010).

A concentracdo de sédio (FIG. 6.2) na planta variou de 1046 mg kg™ a
3370 mg kg*, incluindo Folhas e Partes Aéreas. No estudo realizado por
Saidelles et al. (2010) foram encontradas variacdes de concentracdes entre 251 a
1712 ug g%, para este elemento em amostras de erva-mate. O s6dio, assim como
0 potassio, € um elemento responsavel pelo equilibrio &cido-base pela
estabilidade osmoética das células. Atua ativamente na conducdo de impulsos
nervosos e na formacao da apatita, importante mineral constituinte dos 0ssos
(Berdanier, 1994). O consumo excessivo pode causar ou agravar problemas de
hipertensao (Mattos, 2011).

As concentracdes de Fe (FIG. 6.2) foram de 610 mg kg™ (0,061%) nas
Folhas (FPEP) e variam de 600 mg kg™ (0,06 %) a 6000 mg kg™ (0,6 %) nas
Partes Aéreas (PPEP) de P. pellucida. Em nosso organismo o ferro, por fazer

parte de moléculas de hemoglobina e mioglobina, € um nutriente indispensavel no
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transporte de oxigénio e respiracdo celular. Por outro lado, o excesso pode causar
hemocromatose, caracterizada principalmente por pigmentacédo da pele e cirrose
hepatica (Silva e Williams, 1993). A necessidade de Fe para um adulto é de
20 mg dia™ e para uma crianca é de 10 mg dia™ (Naidu, 1999).

Nas amostras de Peperomia pellucida deste estudo, observou-se como
esperado, concentracdes relativamente altas de K e Mg conforme mostrado nas
Fig. 6.2 e 6.3, respectivamente. Para o potassio verificam-se elevados teores
entre 3,5 % a 5,9 % nas Partes Aéreas (PPEP), concordando com muitos
trabalhos referentes a quantificacdo de metais em plantas, sendo referido que
este € um dos minerais mais abundantes em espécies vegetais (Silveira, 2009). A
P. pellucida apresenta uma concentracdo bastante superior ao valor geralmente
determinado para matéria seca de plantas que é de 1,9% de potassio. Nos seres
humanos este elemento participa juntamente com o sédio no balanco acido-base
do organismo, influi no ritmo cardiaco e é necessario para o funcionamento dos
nervos, metabolismo de glicidios e metabolismo do oxigénio a nivel cerebral
(Vaz, 1995). Porém, em excesso pode causar hipercalemia, que provoca
variacdes eletrocardiograficas significativas no coracdo (Barbosa e Sztanjnbok,
1999).

Para o magnésio, verifica-se quantidade apreciavel de 13156 mg kg™ e
13731 mg kgt (1,4%) nas Folhas (FPEP) e nas Partes Aéreas (PPEP),
respectivamente. A matéria seca das plantas geralmente é constituida de 0,2% de
magnésio que, apresenta nos seres humanos, um importante papel no
metabolismo de fosfatos, diminui o risco cardiaco e previne o aumento da pressao
arterial. A dosagem diaria recomendada para criancas é de 40 - 250 mg dia™,
para adolescentes e adultos de 300 a 400 mg dia™ e para gestantes 450 mg dia™
(Vaz, 1995).

As concentragbes de Zn (FIG. 6.3) variam na planta, incluindo as
Folhas e as Partes Aéreas, de 130 mg kg™ a 173 mg kg™. No organismo o zinco é
um elemento importante para o crescimento, reproducédo, ativacdo de reacoes
catalisadas por enzimas antioxidantes, fungdes imunologicas (Thunus, 1994),
além de apresentar uma potencial propriedade cicatrizante, promovendo a
cicatrizacdo de queimaduras e feridas de pele (Moraes, 2000). A recomendacéo
diaria de ingestdo para um adulto € de 10 a 15 mg (OMS, 1996). Visto que a

planta inteira é utilizada como cicatrizante, uma vez que as Folhas e as Partes
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Aéreas de Peperomia pellucida apresentaram concentracfes elevadas, somando-
se as concentragbes encontradas na raiz, que variaram de 262 mg kg™ a 321 mg
kg®, a propriedade cicatrizante de Peperomia pellucida pode estar relacionada

com a presenca desse mineral em sua constituicao.
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FIGURA 6.3 - Concentracdo (mg kg™) de ClI, Mg, Mn, Ta, Th, U e Zn nas amostras
de FPEP, PPEP, RPEP e SPEP nos pontos coletados P1, P2 e P3.

Fei et al. (2010) determinaram concentracdes de Co, Cr, Fe e Zn em
plantas medicinais, os quais apresentaram concentracdes médias de 0,5 ug g+,

2,3ug gt 750 ug g* e 25 pg g, respectivamente.
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Martins et al. (2009) determinaram o conteido de Mg em folhas de
Piper callosum Ruiz & Pav, o qual apresentou concentracdes entre 2737 ug g™ a
5529 ug g'l, e observaram para o Fe teores entre 103 ug g'1 a 190 ug g'l nas
folhas e para o Zn foi observado concentracéo de 30,3 ug g™

Egwuche et al. (2011) realizaram um estudo preliminar da composi¢cao
quimica de Peperomia pellucida e determinaram a concentracdo de Mg em
0,62%, K em 0,59%, Mn em 0,43 mg kg™ e Fe em 0,66 mg kg™.

Ray e George (2010) determinaram Zn nas partes aéreas de
Peperomia pellucida na concentracéo de 321 mg kg™.

Verifica-se que os valores encontrados no presente estudo foram
maiores que o0s valores encontrados por esses autores, com exce¢do do Zn
determinado por Ray e George (2010).

Na FIG. 6.4 sdo apresentados os resultados referentes aos teores de
Elementos Terras Raras (ETR), seu comportamento e absor¢cdo pela planta da
espécie Peperomia pellucida a partir do solo, nos pontos de coletas P1, P2 e P3.

Os ETR séo geralmente absorvidos em quantidades muito pequenas
através da mucosa gastrointestinal. No homem, eles tendem a se acumular no
figado e nos 0ssos.

Os resultados das concentragbes dos ETR demonstram que a
absorcdo pela planta e a abundancia no solo decrescem na seguinte ordem
Ce>La> Nd> Sm> Yb > Eu> Tb> Lu. Estes resultados estdo de acordo com
Merian (1991) e Kabata-Pendias (2007).

Na FIG. 6.5 sédo apresentados as concentracdes dos elementos Cd e
Pb nas Folhas (FPEP), Partes Aéreas — caules e folhas (PPEP), Raiz (RPEP) e
Solo (SPEP) determinados por Espectrometria de Absorcdo Atdmica. As
concentracbes de Hg nas amostras analisadas ndo sao mostradas, pois

apresentaram concentracdes menores do que o LID do método.
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FIGURA 6.4 - Concentracdo (mg kg™?) dos Elementos Terras Raras (Ce, Eu, La,
Lu, Nd, Sc, Sm, Tb e Yb) nas amostras de FPEP, PPEP, RPEP e SPEP nos
pontos coletados P1, P2 e P3.
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FIGURA 6.5 - Concentracdo (mg kg™) dos elementos Cd e Pb nas amostras de
FPEP, PPEP, RPEP e SPEP nos pontos coletados P2 e P3.

O cadmio € considerado um elemento toxico e ndo essencial aos
organismos. E considerado carcinogénico e sua ingestio excessiva pode
provocar nausea, vomito, diarreia, distlrbios sensoriais, faléncia renal além de
danos no figado, ossos e sangue (Reimann e Caritat, 1998). A concentracao
média de Cd nas Partes Aéreas da planta foi de 2,16 + 0,03 mg kg™ e nas Folhas
foi de 1,826 + 0,009 mg kg™. Os teores de cadmio aceitos pelas Farmacopéias
Alema e Européia para vegetais: folhas, frutos e raizes é 0,1 mg kg™.

Conforme pesquisa de Flores et al. (2009) realizado com plantas
medicinais (Casearia sylvestris, Pfaffia sp. e Phyllanthus niruri) as concentragdes
de Cd foram inferiores (entre 0,10 a 0,15mg kg™) as encontradas para amostras
de Peperomia pellucida do presente estudo. Segundo estudo de
Saidelles et al. (2010) realizado com erva-mate a variacdo da concentracao foi de
0,35a 1,21 mg kg™ para Cd.

Nas Folhas de P. pellucida foram determinadas concentragdes médias
de chumbo de 11,7 mg kg' e nas Partes Aéreas concentracdes médias de
71mgkg? e 141mg kg! nas amostras coletadas no ponto P2 e P3,
respectivamente. O Pb é téxico e ndo essencial ao organismo humano e niveis
elevados de chumbo interferem no metabolismo das hemacias provocando
aumento da pressdo sanguinea, derrame, doenca renal e cancer
(Reimann e Caritat, 1998). De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude,
(OMS), o limite maximo de Pb permitido para alimentos é de 10 mg kg*
(WHO, 1996), enquanto que a Portaria 685 da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA) tolera limites entre 0,05 a 2,0 mg.kg® em alimentos
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(Brasil, 1998). Os resultados obtidos neste estudo encontram-se dentro dos
limites permitidos pela WHO e acima dos valores tolerados pela ANVISA.

Foram calculados, também, os teores de Cd e Pb nas preparacfes de
Infusdo (IPEP) e Maceracdo (MPEP). Os valores de Cd correspondem a uma
média de 0,203 + 0,001 mg kg™*nas amostras de cha-infuséo e 0,100 + 0,001 mg
kg™ nas amostras obtidas por maceracdo. Segundo a Portaria n® 685 da ANVISA
(Brasil, 1998) o limite estabelecido para refrescos e refrigerantes é de 0,2 pg g*ou
0,2 mg L. A legislacéo brasileira ndo estabelece niveis permitidos de metais em
cha, apenas em refrescos e refrigerantes (Vulcano, 2008).

Pelos valores apresentados, observa-se que as concentracdes de Cd e
Pb nas amostras da planta in natura estdo muito acima dos valores aceitos pelas
farmacopéias citadas. O Pb € encontrado frequentemente em altas concentracdes
em plantas cultivadas perto de rodovias, fabricas de baterias, entre outras fontes.
As altas concentracdes para Cd e Pb observadas neste trabalho para o solo e
amostras de Peperomia pellucida coletadas no Jardim Botanico e em suas
proximidades, no Rio de Janeiro, podem estar relacionadas a alguns destes
fatores.

Em relacdo aos teores de Cd e Pb na infusdo e na maceragdo, as
concentracbes médias estdo dentro do limite permitido pela legislacdo brasileira
para refrescos e refrigerantes.

Na FIG. 6.6 sdo apresentados os resultados obtidos para as
concentracdes de atividade em Bq kg™ dos radionuclideos (**°Ra, ?®Ra e #°Pb)
nas amostras FPEP (Folhas), PPEP( Partes Aéreas), RPEP (Raiz) e SPEP (Solo).

A concentracdo dos radionuclideos nas amostras analisadas
apresentou uma tendéncia igual a dos elementos estaveis, onde SPEP > RPEP >
PPEP > FPEP.

Nas Partes Aéreas da planta (PPEP) observa-se que as concentracdes
de atividade de ?°Ra sdo menores do que as atividades do ?*®Ra nos pontos P1 e
P2. No ponto P3 as concentracbes de atividade de 2°Ra s&o0 maiores do que as
atividades de ?*®Ra. Como o *?®Ra pertence a série do >**Th e o ***Ra pertence a
série do ?%8U, estes resultados estédo de acordo com os valores obtidos para U e
Th pela AANI apresentados na FIGURA 6.3.
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FIGURA 6.6 - Concentracdo de atividade (Bq kg™) de ?*°Ra, *®Ra e #*°Pb nas
amostras coletadas nos pontos P1, P2 e P3.

A concentracdo de #°Pb variou de 51Bq kg™ a 119 Bq kg™ nas Partes
Aéreas (PPEP) de Peperomia pellucida e apresentou concentracédo de atividade
de 39Bqkg” nas Folhas (FPEP) coletadas no ponto P3. O ?°Pb ocorre
naturalmente nas plantas, como resultado da captacédo do solo, mas também pela
incorporacao deste radionuclideo pelas folhas através da deposicédo atmosférica e
a transferéncia através do sistema radicular ¢é bastante pequena
(Bunzl e Trautmannsheimer, 1999).
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6.1.1 Discussédo das analises dos extratos da planta medicinal

Os procedimentos de extracdo por maceragdo, uma técnica bastante
aplicada em drogas vegetais que possuem substancias ativas extraiveis, e a
infusdo foram realizados para a determinacdo dos elementos e suas
concentracdes nestas solugdes extrativas.

A infusdo apresenta resultados satisfatorios na determinagdo de
elementos em ervas medicinais (Pereira, 2010). A infusdo da planta medicinal
Peperomia pellucida foi realizada simulando a forma de preparagéo de chas pela
populacao.

Na FIG. 6.7 sédo apresentados os elementos estaveis determinados e
0S niveis em porcentagens nos extratos obtidos por Maceracdo (MPEP) e Infusdo
(IPEP) das partes aéreas de Peperomia pellucida.

A maioria dos elementos determinados nas Partes Aéreas de
Peperomia pellucida também foi determinada nos seus respectivos extratos. No
entanto, alguns elementos ficaram abaixo do Limite Inferior de Deteccdo e
Quantificacdo, como por exemplo, o Nd no ponto P2 e os elementos As, Eu, Hf,
Lu, e Nd no ponto P3.

Observa-se nas FIG. 6.7 que a maioria dos metais € extraida em maior
quantidade pelo método de infusdo. Estes resultados estdo de acordo com
Rodrigues (2009), que avaliaram as diferentes formas de preparacdo dos chas

(infuséo, decoccdo e maceracéo).



135

%
% Cd ) Ba Fe Sc
16 MPEP
12 MPEP pep
10 mper ||
12
8 10 |
6 8
4 6 -
4 -
2 4
2 -
0+— 0 -
P2 P3 P2 P3 P2 P3 P2 P3
Pontos de coleta Pontos de coleta
* As Br Ce % Cl Mg Mn
a0 MPEP 40
PEP 2 MPEP
35 uIPEP
30 | 30 |
25 | 25 |
20 | | 20 |
15 | | 15 +—— e
10 - - 10 17—
5 | 5
0 ‘ ‘ 0 ‘ '
P2 P3 P2 P3 P2 P3 P3
Pontos de coleta Ponto de coleta
% La Sm Zn % Co Cr Cs
50 MPEP | |70 MPEP
45 u |PEP 60 = |PEP
40
35 50
30 20
25
20 30
15 20
10
5 | . 10 +—
0 + T 0 -
P2 P3 P2 P3 P2 P3 P2 P3 P2 P3 P2 P3
Pontos de coleta Pontos de coleta
% Pb % Na Rb Sb
80 MPEP 1‘;00 MPEP
. uIPEP %0 | u|PEP
70—
60 |
40 50 4
40 |
20— 30 +—
20 |
O as
0 0
P2 P3 P2 P3 P2 P3 P2 P3
Pontos de coleta Pontos de coleta

FIGURA 6.7 - Porcentagem dos elementos extraidos por Maceracdo (MPEP) e

Infusé@o (IPEP) das amostras coletadas nos pontos P2 e P3.
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Na FIG. 6.8 sdo apresentados os niveis de porcentagens dos
radionuclideos extraidos pelos processos de Maceracao (MPEP) e Infusdo (IPEP)
das partes aéreas de Peperomia pellucida.
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FIGURA 6.8 - Porcentagem dos radionuclideos **°Ra, ?*®Ra e #'°Pb extraidos por

Maceracéo (MPEP) e Infusédo (IPEP) das amostras coletadas nos pontos P2 e P3.

Observa-se que houve grande variacdo na extracdo dos metais pelos
processos de maceracdo e infusdo. Esta diferenca esta relacionada com a
interacdo dos metais com as substancias presentes nas estruturas da planta,
como as macromoléculas e micromoléculas e a solubilidade dos metais nos

diferentes solventes (Veiga et al.,2007).
6.1.2 Tratamento estatistico dos dados de AAN e Separacao Radioquimica

As concentracdes dos minerais analisados apresentaram uma grande
variacdo. Como dito anteriormente a composi¢ao do solo, clima, forma de plantio,
idade, caracteristicas do solo, matéria organica, umidade e adubacdo sao
algumas justificativas para a variagcdo dos elementos entre plantas de mesma
espécie (Martins, et al. 2009; Pereira, 2010).
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6.1.2.1 Andlise de Agrupamento

A analise hierarquica de agrupamento, ou analise clusters, foi realizada
com o0s resultados obtidos pelas técnicas de Analise por Ativacao
Neutrénica (AAN) e determinacdo Radioquimica.

Foi aplicado o método de Ward de ligacdo, ou método da minima
variancia, e a distancia euclidiana quadratica foi utilizada como medida da
distancia entre os grupos. O dendrograma obtido para verificar a semelhanca
entre as 9 amostras de Peperomia pellucida, encontra-se apresentado na
FIG. 6.9.

Diagrama para 9 amostras
Método de Ward

Distancia Euclidiana ao Quadrado
120

100

80

60

(Dlink/Dmax)*100

40

20

0 [ 1 [ ] —— — |

SPEPII SPEPIII PPEPIII RPEPIII PPEPI
SPEPI RPEPI PPEPII RPEPII

FIGURA 6.9 — Dendrograma da analise de agrupamento entre as observacdes
das amostras de PPEP, RPEP e SPEP nos 3 pontos de coleta.

No dendrograma da FIG. 6.9 podem-se distinguir dois grupos
principais: | e Il. No grupo | encontram-se agrupados principalmente as amostras
de Solo (SPEP) e no grupo Il as amostras das Partes Aéreas (PPEP) e Raiz
(RPEP) de Peperomia pellucida.

Excetuando-se a amostra RPEPI, pode-se observar uma separacéo

entre as amostras de solo e as amostras das plantas — Raizes e Partes Aéreas.
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Este resultado indica que o local em que as plantas foram coletadas
pouco influenciou na composicdo dos elementos nas diferentes partes analisadas
visto que os solos ndo foram agrupados com suas respectivas plantas.

No dendrograma, obtido a partir das variaveis determinadas, da
FIG. 6.10 verificam-se a formacdo de dois grupos A e B distintos e que se

subdividem em varios sub-grupos.

Diagrama para 25 variaveis
Método de Ward

Distancia Euclidiana ao Quadrado
120

100

80

60

(Dlink/Dmax)*100

40

20 | C D

0 H_‘ e el

K@) Br Pb-210 Th Sm Ce As Lu Sc Cr Hf Eu Ra-226
Rb Zn Nd U La Na Ra-228 Cs Fe(%) Co Sh Ba

FIGURA 6.10 - Dendrograma resultante da analise de agrupamento para 25

variaveis.

O grupo A é composto por elementos K, Rb, Br, Zn e Pb-210 que
apresentaram maiores concentragdes na planta em relacdo aos outros elementos.
O K e Rb séo facilmente absorvidos pelas plantas, sendo o primeiro importante
para os processos metabdlicos; o °Pb encontra-se em concentracdes elevadas
nas plantas devido a deposicao atmosférica deste elemento nas folhas e o Zn
esta relacionado com a capacidade de acumulacdo deste elemento pela espécie
estudada, pois desempenha fun¢des metabdlicas essenciais em plantas, sendo
um componente ativo de uma variedade de enzimas que estdo relacionadas com
o0 metabolismo de carboidratos, proteinas entre outros (Kabata-Pendias, 2007).

O grupo B apresentou alguns agrupamentos ja esperados: C e D

distintos. O grupo C compreende predominantemente os ETR que apresentam
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absorcao similar pelas plantas e o grupo D predominantemente os metais que
também apresentam similaridade na absorc¢éao pelas plantas.

6.1.2.2 Coeficiente de Correlacao

Para os elementos determinados por AAN e Separacdo Radioquimica
também foram calculados os coeficientes de correlacdo das trés campanhas de
coleta. O coeficiente de correlacdo evidencia se as correlagbes entre as variaveis
estudadas sdo ou néo significativas a um dado nivel de significancia. Neste caso
foi utilizado um nivel de significancia p < 0,05, e os resultados sdo mostrados na
TAB.6.1.

Pode-se verificar que os resultados obtidos concordam com a andlise
de agrupamento realizada para as 25 variaveis (FIG. 6.10). Observa-se que o K
apresenta correlagbes negativas significativas com os demais elementos. A
correlagcdo negativa dos elementos K e Rb, agrupados no mesmo grupo, indica
que, apesar da similaridade quimica entre eles, ha uma diferenca significativa na
absorcdo destes metais pelas plantas. A disponibilidade de K para a maioria das
plantas aumenta em solos menos &cido, enquanto que o Rb é facilmente
absorvido em solos &cidos (Kabata-Pendias, 2007).

Os demais elementos do grupo A da FIG 6.10, Br, Zn e #°Pb, ndo
representam correlacdes significativas com nenhum dos outros elementos.

Com relacdo aos elementos pertencentes ao grupo B da FIG 6.10,
verifica-se que suas concentragdes apresentam variacao relativamente pequena
nas amostras de solo enquanto que as amostras de Raizes e Partes Aéreas
apresentam variagao relativamente grande (FIG. 6.11). Estes resultados indicam
que a concentracdo no solo dos elementos considerados ndo é o fator
determinante para os teores encontrados nas plantas e, outros fatores como, por
exemplo, a idade da planta, devem predominar, visto que foram analisadas todas
as amostras encontradas durante a coleta independentemente de seu estagio de

crescimento.



TABELA 6.1 — Coeficientes de correlacdo calculados para os elementos determinados por AAN e Separacdo Radioquimica (p < 0,05).

Ra *®Ra Pb As Ba Br Ce Co Cr Cs Eu Fe Hf K La Lu Na Nd Rb Sb Sc Sm Th U Zn
*Ra 1,00
*®Ra 0,81 1,00
%pp 0,49 0,40 1,00
As 0,29 0,11 -0,23 1,00
Ba 098 0,88 054 033 1,00
Br 026 051 0,79 -0,32 0,41 1,00
Ce 096 0,80 058 042 0,99 041 1,00
Co 096 0,74 052 050 0,96 0,27 0,99 1,00
Cr 094 0,71 058 049 0,95 0,33 099 1,00 1,00
Cs 094 0,73 066 035 096 044 099 097 098 1,00
Eu 098 0,84 052 037 1,00 0,37 099 097 096 0,97 1,00
Fe 092 0,70 055 054 0,94 0,28 097 099 1,00 0,96 0,95 1,00
Hf 097 085 0,37 045 0,97 0,20 095 096 0,93 091 097 093 1,00
K -0,97 -0,71 -0,56 -0,38 -0,94 -0,23 -0,95 -0,98 -0,97 -0,96 -0,95 -0,97 -0,94 1,00
La 096 0,79 055 045 0,98 0,36 1,00 099 099 0,98 099 098 096 -0,97 1,00
Lu 097 081 063 033 099 043 099 098 098 0,99 099 096 094 -0,96 0,99 1,00
Na 069 051 0,18 087 0,74 0,04 080 084 084 0,75 076 087 0,79 -0,75 0,82 0,74 1,00
Nd 0,86 0,72 007 063 084 -0,11 082 087 082 0,74 084 084 094 -0,84 0,84 0,79 0,83 1,00
Rb 0,88 052 043 060 0,86 0,08 091 096 096 0,92 089 096 088 -0,95 0,93 0,90 0,86 0,83 1,00
Sb 095 091 046 025 098 044 094 089 0,88 091 097 085 094 -0,86 0,93 0,94 066 0,79 0,76 1,00
Sc 095 0,74 053 051 0,9 0,28 099 1,00 1,00 0,97 097 100 096 -0,98 0,99 0,97 0,85 086 0,96 0,89 1,00
Sm 095 0,78 042 054 097 021 097 099 097 094 097 098 0,98 -0,96 098 096 0,87 0,92 0,94 0,91 0,99 1,00
Th 089 069 044 064 092 021 095 098 098 092 092 099 094 -0,94 0,97 093 092 0,89 0,95 0,83 0,98 0,98 1,00
U 097 0,86 0,37 046 0,98 0,24 096 096 093 0,92 098 093 1,00 -0,93 0,97 0,95 0,80 0,92 0,87 0,96 0,95 0,98 0,93 1,00
Zn 072 0,32 061 012 067 032 073 072 0,75 0,82 0,72 069 058 -0,73 0,71 0,76 0,44 0,39 0,77 0,65 0,70 0,63 0,61 0,60 1,00

ort
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FIGURA 6.11 — Coeficiente de variacdo dos elementos determinados no Solo,

Raiz e Partes Aéreas.

6.2 Avaliacdo dos testes com Disco de Difusdo e da constituicdo do 6leo
essencial de Peperomia pellucida.

O rendimento do processo de obtencao do 6leo essencial apresentado na
TAB. 5.11 esta de acordo com os valores descritos na literatura
(Ferreira, 2009; Takera, 2009) dentre eles, 0,03% a 0,04 %.

No presente estudo, o 6leo essencial de Peperomia pellucida apresentou
atividade antifingica contra o fungo Aspergillus flavus.

O oleo essencial de P. pellucida mostrou efeito inibidor do crescimento
para todos os volumes de 0Oleo essencial utilizados, extremamente significante
(p < 0,001) quando comparado com o controle. Por outro lado, ndo houve
diferenca significativa quando se comparam entre si 0s efeitos obtidos com os
volumes de 2,5-7,5; 5,0-7,5 e 5,0-10,0 pl.

O Oleo de Peperomia pellucida possui um principio ativo chamado dilapiol,
que tem acdo fungicida reconhecida (Sousa et al. 2008), portanto, deveria
provocar um resultado positivo (producdo de halo de inibicdo), pois a maior ou
menor atividade biolégica dos 6leos essenciais tem se mostrado dependente de
seus constituintes quimicos que sao responsaveis pelas propriedades
antissépticas, antibacterianas, antifangicas e antiparasitarias (Craveiro et al.,
1981; Souza, et. al., 2005).
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Na FIG. 6.12 é apresentado o efeito inibidor no crescimento de A. flavus,

por diferentes concentracdes de 6leo essencial de P. pellucida.

FIGURA 6.12 - Halos de inibicdo do crescimento do A. flavus em discos de papel

pelo controle positivo (fungicida) (1), pelo controle negativo (H,O) (Il) e pelas
aliquotas de 2,5 uL (lll), 5,0 uL (1V), 7,5 pL (V) e 10,0 yL (VI) do bleo essencial de
P. pellucida.

Os extratos hexanico e etandlico obtidos da planta ndo apresentaram o
mesmo efeito fungicida. Estes resultados podem ser justificados pelo método
utilizado na avaliagéo antifungica, pela a técnica de extracdo empregada ou pela
auséncia de constituintes quimicos presentes nos diferentes extratos analisados
responsaveis pela atividade antifungica. O fato de néo ter sido verificado resultado
positivo para a atividade fungicida dos extratos hexanico e etandlico ndo invalida
novos estudos para atividade antifingica.

Dos 14 constituintes identificados (n-dodecano, n-tetradecano, n-
pentadecano, trans-cariofileno, aromadendreno, y-muuroleno, biciclogermacreno,
(E,E)-a-farneseno, germacreno B, trans-nerolidol, espatulenol, o6xido de
cariofileno, dilapiol e apiol) 5 deles ainda n&o tinham sido identificados como
constituintes de Peperomia pellucida, sdo eles: n-dodecano, n-tetradecano,

n-pentadecano, aromadendreno e espatulenol.



143

O dilapiol, principal constituinte do 6leo essencial de P. pellucida em estudo
(53,35%), também ja foi relatado na literatura como constituinte principal do 6leo
essencial de P. pellucida (Lira, 2007).

Silva et al. (1999) identificaram 23 substéncias no oleo essencial de
Peperomia pellucida. E os componentes majoritarios encontrados no 6leo de
P. pellucida foram dilapiol (39,7%) e (E)-cariofileno (10,7%).

Takera et al. (2009) identificaram como componentes majoritarios no oleo
essencial de P. pellucida o dilapiol, trans-cariofileno e biciclogermacreno.

Souza et al. (2009) identificaram como constituintes majoritarios nas folhas
de P. pellucida o apiol (45,21%), azuleno (13,45%) e carotol (7,4%).

No presente estudo foi determinado uma quantidade menor de
(E)-cariofileno (2,62%) e biciclogermacreno (1,01%). O germacreno D foi relatado
anteriormente como constituinte do 6leo essencial de P. pellucida, porém o
germacreno B (20,86%) foi um dos constituintes majoritarios identificados e o
germacreno D néo foi identificado, assim como o azuleno e o carotol.

O trans-nerolidol constituinte identificado no presente estudo na
porcentagem de 1,60%, € o principal constituinte de P. serpens (Maia, 2009). O
oxido de cariofileno (10,83%) também foi uns dos constituintes majoritarios
determinados neste estudo.

Conforme visto, as diferencas quimicas na constituicdo do Oleo essencial
de P. pellucida estdo relacionadas com diversos fatores como, sazonalidade,
ritmo circadiano, idade e desenvolvimento, radiacdo ultravioleta, nutrientes do
solo, poluicao atmosférica, temperatura, disponibilidade hidrica, altitude e inducdo
por estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

Quanto a atividade fungicida os resultados obtidos séo inéditos visto que
ndao ha nenhum relato da atividade fungicida do 6leo essencial de P. pellucida
contra A. flavus na literatura. De acordo com trabalhos realizados com o dilapiol,
esta substancia possui atividade fungicida, podendo estar relacionado com esta
propriedade na planta estudada (Ferreira et al., 2009).

Varios autores tém relatado a inibicdo do crescimento fungico e da
biossintese de aflatoxinas por A. flavus, com 6leos essenciais, destacamos
Aquino et al. (2011) e Nogueira et al. (2010). Pesticidas baseados nos 06leos
essenciais de plantas ou nos seus constituintes tém demonstrado eficacia diante

a uma série de pragas em produtos armazenados (Koul et al., 2008).
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7. CONCLUSOES

As técnicas analiticas utilizadas neste estudo (Analise por Ativacao
Neutrbnica, Contagem alfa e beta total apdés separacdo radioquimica e
Espectrometria de Absorcdo AtOmica) apresentaram sensibilidade, precisdo e
exatiddo adequadas para a determinacdo dos metais e radionuclideos nas folhas,
partes aéreas, raizes e nos extratos da planta, bem como nas amostras de solo.

As analises dos materiais de referéncia indicaram que os procedimentos
analiticos adotados permitem a determinagcdo das concentracdes desses
elementos com boa preciséo e exatidao.

Este estudo ganha grande importancia pela contribuicio com o
levantamento de dados sobre a constituicdo inorganica da planta estudada, nos
seus extratos e no solo onde foram coletadas.

Observou-se que o0s teores obtidos para a maioria dos elementos e
radionuclideos obedecem ao seguinte comportamento em ordem decrescente:
SPEP>RPEP>PPEP>FPEP nos trés pontos coletados (P1, P2 e P3). No entanto,
também foi observado que elementos como o As, Br, Cl e Cr podem se acumular
preferencialmente nas folhas.

Com relacao aos resultados obtidos para as concentragdes encontradas na
planta e nos extratos, convém salientar que elementos com importantes funcdes
bioldégicas no organismo humano foram determinados, como Co, Cr, Na, Zn, K e
Mg. Para o K e Mg foram encontrados niveis elevados de concentragdo. Os
elementos Zn e Cr estdo envolvidos em processos cicatrizantes no organismo
humano, promovendo a cicatrizacdo de feridas e queimaduras. Pode-se inferir
que a potencial propriedade cicatrizante de Peperomia pellucida deve estar
relacionada com a presenca destes elementos em sua constituicao.

Por outro lado, também foram determinados concentragbes em niveis
elevados de elementos toxicos, como Cd e Pb. Os teores destes elementos
encontram-se acima das concentragdes permitidas pelas Farmacopéias Alema e

Européia, OMS e ANVISA; e as concentracdes dos elementos As e Sb
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encontrados foram elevados nas amostras coletadas no ponto P1 e baixos em P2
e P3.

Discutem-se também informacfes pertinentes a presenca de metais em
plantas consumidas pela populacdo com fins medicinais, tais como a localizacao
de cultivo e absorcdo. Pdde-se observar concentracbes elevadas de Pb nas
Partes Aéreas da planta que podem estar relacionadas com o cultivo proximo a
centro metropolitanos, onde a quantidade de poluentes atmosféricos é elevada.

As amostras do presente estudo podem ser caracterizadas, quanto a sua
composicdo mineral, pelos elevados teores de K, Rb, Br, Zn e Pb-210, cuja
variacdo de concentracdo na planta é semelhante a variacdo de concentracédo
encontrada no solo onde foram coletadas.

E importante a divulgacdo dos riscos a que estio expostos 0s
consumidores que se automedicam com plantas medicinais, tomando-se por base
a variedade de elementos encontrados na infusdo e as suas concentragdes
podem ultrapassar os valores seguros para o consumo. Observou-se que a
extracdo dos elementos estaveis na infusdo variou de 10% a 100%. E para os
radionuclideos, a porcentagem de extracdo variou de 20% a 80%. Cabe uma
atencdo maior para o isétopo 2°Pb, que foi extraido numa proporcdo de
aproximadamente 50%.

Este estudo contribui com uma estratégia adequada para o controle de
qualidade na producéao de fitoterapicos, atendendo as novas normas das agéncias
reguladoras, como a Resolu¢édo-RDC n° 48 da ANVISA. Entre as exigéncias estao
a necessidade de pesquisa de metais pesados.

Foi comprovada a acdo antifungica do 6leo essencial de Peperomia
pellucida contra o fungo Aspergilus flavus. Os resultados obtidos nesta avaliacéo
sdo inéditos, visto que nao ha nenhum relato desta atividade na literatura. O Gleo
mostrou efeito inibidor no crescimento do fungo para todos os volumes utilizados
e, para o teste padronizado do disco de difuséo, a projecao de Clsp mostrou que o
volume de 5 pL inibiu 50% do crescimento do fungo.

Os extratos hexanicos e etanodlicos ndo apresentaram atividade antifungica,
embora estes resultados néo invalidem novos estudos sobre a atividade fungicida
diante ao Aspergillus flavus.

Apresentam-se neste estudo substéncias inéditas identificadas no 6leo

essencial, como n-dodecano, n-tetradecano, aromadendreno, n-pentadecano e
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espatulenol e substancias fungicidas presentes na sua composi¢cdo organica,
como o dilapiol e apiol.

Desta forma, pelos resultados da atividade fungicida e dos constituintes
identificados neste trabalho, o 6leo essencial de Peperomia pellucida pode vir a
ser usado no controle de fungos, em especial o A. flavus, que contaminam
alimentos causando perdas econdmicas significativas e danos a saude animal,
por apresentar menor risco ao meio ambiente, comparados com 0s pesticidas
sintéticos e pode vir a ser usado como um produto com uma possivel acao

terapéutica.
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