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Determinacdo de microelementos e elementos traco em folhas de amora (Morus
nigra L.) comercializadas na Bahia empregando MIP OES e Redes Neurais de

Kohonen

Autora:; Gislene Santos Silva Carneiro
Orientador: Prof. Dr. Erik Galvao Paranhos da Silva

Coorientadora: Prof. Dr. Luciana Bagdeve de Oliveira dos Santos

RESUMO: No Brasil, cerca de 82% da populacédo recorrem as plantas medicinais na
prevencao e/ou tratamento de doencas. O objetivo desse estudo foi determinar os
microelementos (Al, Ba, Cr, Cu e Mn) em amostras de folhas de amora da espécie
Morus nigra L. comercializadas na Bahia utilizando a espectrometria de emissao
Optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES) ap0s digestdo assistida por
micro-ondas. O mapa auto-organizavel de Kohonen foi utilizado para a anélise
exploratoria. A exatidao foi avaliada a partir do CRM de folhas de maca (NIST 1515),
com valores de recuperacdo na faixa de 93% a 110%. Valores de coeficiente de
variagdo abaixo de 10% foram obtidos, confirmando a precisdo do método. As
concentracdes dos metais nas amostras (minimo-maximo em mg kg) foram: Al ( 95-
1103), Ba (17-485), Cr (1,64-3,31), Cu (3,30-6,62) e Mn (42-988). O mapa auto-
organizavel de Kohonen mostrou que as amostras foram divididas em cinco grupos.
O MIP OES mostrou-se um método simples, sensivel, rapido e confiavel para a

analise multielementar em amostras de folhas de amora.

Palavras-chave: planta medicinal, analise multielementar, analise exploratoria, MIP
OES.



Determination of microelements and trace elements in blackberry leaves (Morus

nigra L.) sold in Bahia using MIP OES and Kohonen Neural Networks

Autora: Gislene Santos Silva Carneiro
Orientador: Prof. Dr. Erik Galvdo Paranhos da Silva
Coorientadora: Prof. Dr. Luciana Bagdeve de Oliveira dos Santos

ABSTRACT: In Brazil, around 82% of the population uses medicinal plants to prevent
and/or treat diseases. The objective of this study was to determine the microelements
(Al, Ba, Cr, Cu and Mn) in samples of blackberry leaves of the species Morus nigra L.
sold in Bahia using microwave-induced plasma optical emission spectrometry (MIP
OES). after microwave-assisted digestion. Kohonen's self-organizing map was used
for exploratory analysis. The exam was evaluated using apple leaf CRM (NIST 1515),
with recovery values ranging from 93% to 110%. Coefficient of variation values below
10% were obtained, confirming the precision of the method. The concentrations of
metals in the samples (minimum-maximum in mg kg-1) were: Al (95-1103), Ba (17-
485), Cr (1.64-3.31), Cu (3.30-6 ). .62) and Mn (42-988). Kohonen's self-organizing
map showed that the samples were divided into five groups. MIP OES proved to be a
simple, sensitive, fast and reliable method for multi-element analysis of blackberry leaf

samples.

Keywords: medicinal plant, multi-element analysis, exploratory analysis, MIP OES.
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APRESENTACAO

O trabalho de dissertacéo foi desenvolvido no Laboratério de Quimica Analitica
e Laboratorio de Farmacia da Universidade Estadual da Bahia, Campus de Salvador.
As analises utilizando a técnica de espectrometria de emissao Optica com plasma
induzido por micro-ondas (MIP OES) foram realizadas no Laboratério de Analises
Ambientais do Extremo Sul da Bahia, em parceria com Prof. Dr. Allison Goncalves
Silva (IFBA) e no Laboratério de Farmécia da Universidade Estadual da Bahia, em
parceria com o Prof. Dr. Anibal de Freitas Santos Junior. Este trabalho foi escrito
seguindo o formato de Publicacdo, conforme as orienta¢cdes constantes no Manual
para Elaboracdo de Dissertacbes do Programa de PoOs-Graduacdo em Quimica
(PGQUI-UESB). A escrita da dissertacao seguiu as instru¢des do periddico Journal of
Food Composition and Analysis, para submissdo apos as alteragBes sugeridas pela
banca examinadora. O Periodico é enquadrado como estrato A2 na CAPES e Fator
de Impacto de 4,30 (JCR 2022).

Link para  acesso ao Manual de dissertacOes do PGQUI:
http://www?2.uesb.br/ppa/ppgquimica/wp-content/uploads/2018/09/Manual-
paraelabora%C3%A7%C3%A30-de-disserta%C3%A7%C3%A30-Vers%C3%A30-
Final- 01.04.pdf



http://www2.uesb.br/ppg/ppgquimica/wp-content/uploads/2018/09/Manual-paraelabora%C3%A7%C3%A3o-de-disserta%C3%A7%C3%A3o-Vers%C3%A3o-Final-_01.04.pdf
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1. INTRODUCAO

A medicina tradicional e complementar (MTC) desempenha um papel
fundamental na promocéo a saude e prevencéo de doencas, sendo utilizada por cerca
de 80% da populagdo mundial de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) [1].

No Brasil, a PORTARIA N° 971/2006 aprova a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Satde (SUS) e recomenda as
secretarias de saude dos seus Estados, Municipios e Distrito Federal a implantacéo
e implementacdo dessas praticas [2]. Dentre as Préticas Integrativas e
Complementares esta o uso das plantas medicinais, que segundo Gadelha et al.
(2013) [3] é toda e qualquer planta que tenha em sua composi¢cdo substancias
capazes de tratar ou prevenir doencgas.

As plantas medicinais desenvolvem um importante papel no bem-estar da
populacdo devido as suas propriedades fitoterapicas, nutricionais e aromaticas [4].
Cerca de 82% da populacéo brasileira faz 0 uso de plantas medicinais em seus
cuidados com a saude®. O Decreto n° 5.813/2006 cria a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicas no Brasil com o objetivo de:

Garantir a populacdo brasileira 0 acesso
seguro e 0 uso racional de plantas
medicinais e fitoterdpicos, promovendo o
uso sustentdvel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da
indUstria nacional [5].

Dentre as plantas medicinais esta a Morus nigra L. conhecida popularmente
no Brasil como amora, amora-preta, amora-milra e amora negra [6,7]. As folhas de
amora sao muito utilizadas na medicina popular por conta das suas propriedades
antinociceptivas, antioxidantes, antibacterianas, hipoglicémicas, entre outras [8-12].
Em regibes como a do Vale do Rio Séao Francisco e Barra do Jacu em Vila Velha -
ES, o cha das folhas de amora € consumido pela populacédo para o tratamento e
prevencdo de diabetes, colesterol, hipertensdo, obesidade, derrame e alivio dos

sintomas da menopausa [7,13].



Estudos toxicoldgicos in vivo demostraram que tanto o cha quanto os extratos
das folhas de amora néo apresentaram toxicidade significativas, sugerindo que, nesse
aspecto, 0 seu consumo nao oferece riscos a saude [7,14,15]. Entretanto, h4 uma
lacuna de informacdes na literatura relacionadas a composi¢cdo quimica e nutricional
dessas folhas.

Determinar os teores dos microelementos em folhas de amora é de suma
importancia, uma vez que a existéncia de concentracdes significativas de metais
potencialmente toxicos pode tornar 0 seu consumo nocivo a saude [16].

Técnicas espectrométricas como a espectrometria de absorcado atémica de
chama (F AAS) [17-19], espectrometria de absorcao atdmica com forno de grafite (GF
AAS) [20], espectrometria de absorcdo atbmica com atomizacado eletrotérmica (ET
AAS) [21], espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
[21,22], espectrometria de emissao atdmica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES) [16,23-25], espectrometria de emissédo atdmica com plasma induzido por
micro-ondas (MIP OES) [26-28], sdo amplamente empregadas na determinacdo de
metais em amostras foliares.

O uso do MIP OES em analises de rotina é recente e tem crescido
significativamente nos Ultimos anos para a determinacdo multielementar em uma
vasta gama de matrizes como em agua [29,30], minérios [31], paes [32], vinho tinto
[33], material particulado [34], fertilizantes e racao animal [35], sangue humano [36] e
unha humana [37]. Essa técnica é uma alternativa econ6mica aos métodos
tradicionais, FAAS e o ICP OES, pois seu plasma utiliza o gas nitrogénio retirado do
ar pelo gerador do proéprio aparelho, reduzindo assim o seu custo operacional. Além
do baixo custo, o MIP OES apresenta um bom desempenho analitico, limites de
deteccdo para a maioria dos metais na faixa de 0,1 a 33 pg/ml, boa sensibilidade,
baixa interferéncia de matriz, fatores que o fazem semelhante ao ICP OES e superior
ao FAAS [38]. Em uma pesquisa foi feita a comparagédo entre o MIP OES e 0 ICP OES
na determinagdo de Mn em vinho tinto, nesta o MIP OES foi tdo sensivel e preciso
quanto o ICP OES [33].

Assim como em outros métodos espectrométricos, o MIP OES requer que
amostras soélidas sejam convertidas em solucéo. A digestdo umida é a mais utilizada
na decomposicao, principalmente em sistema fechado, através do aquecimento da

amostra na presen¢a de um acido mineral oxidante concentrado, de misturas de



acidos oxidantes ou da mistura de um &cido oxidante com um agente oxidante como
o0 peroxido de hidrogénio [39].

A digestdo assistida por micro-ondas (MW) € uma técnica de digestdo umida
considerada como um padrdo em analises organicas e inorganicas por apresentar
diversas vantagens como: baixo consumo de reagentes, curto tempo de
procedimento, eficiéncia em uma vasta gama de matrizes, pequeno risco de
contaminacao, preservacdo de elementos volateis, dentre outros [40]. A grande
maioria das pesquisas em que o MW é aplicado utiliza a mistura entre HNO3 e H20:2
devido ao alto poder oxidante, alcancando assim a digestdo completa em uma grande
variedade de amostras [41]. Na Tabela 1, sdo apresentadas algumas pesquisas que
aplicaram diferentes técnicas de digestdo em amostras foliares para determinacao
espectrométricas de metais.

O uso de ferramentas quimiométricas € muito importante para a avaliacao e
interpretagdo de uma grande quantidade de dados analiticos envolvendo ensaios
multielementares. Uma dessas ferramentas € o0 mapa auto-organizavel (SOM - Self-
organized Map) de Kohonen, que se baseia em algoritmos de redes neurais artificiais
(RNA) com alto poder de aprendizagem. Os mapas auto-organizaveis, especialmente
o de Kohonen, tem ganhado espaco na andlise exploratoria por organizar de forma
simples dados complexos em cluster por semelhanca, proporcionando o
reconhecimento de padrdes por meio de mapas topoldgicos que facilitam a
compreensao dos dados [45-47].

Essa pesquisa tem como objetivo determinar a concentragdo de
microelementos em amostras de folhas de amora comercializadas em algumas
cidades baianas por MIP OES e realizar a analise exploratéria dos dados utilizando

as redes neurais de Kohonen.



Tabela 1. Procedimentos de digestdo em amostras foliares para andlises espectroanaliticas

Analito Amostra Condicdes de Técnica de Ref.
digestéo digestéo
Co, Ni, Al, Mn, Folhas de amoreira 300 mg da amostra/ Digestédo Umida 22
Zn, Cu, Mg, V, Fe  preta (Morus Nigra L.) 4,0 ml de HNO3 65% / assistida por
e K 2,0 ml de H20230% micro-ondas
Ca, Mg, K, Na, Folhas de plantas 200 mg da amostra/ Digestao umida 23
Cu, Zn, Mn, e Al medicinais 2,0 ml de HNO365%/ em bloco
1,0 ml de H202 30% digestor
Ca, Mg, Co, Cu, Folhas de plantas 300 mg da amostra/ Digestao umida 24
Fe, Se, Mn, Ni, medicinais 7,0 ml de HNO3 65% / assistida por
Zn, Cd, Cr, Pb, 1,0 ml de H202 30% micro-ondas
Mo eV
B, Co, Cr, Cu, Extrato de frutos, folhas 1000 mg do extrato/ Digestdo Umida 25
Fe, Li, Mn, Ni, e raizes da amoreira 8,0 ml de HNO365%/ assistida por
Se, Sr, Zn, Ca, branca (Morus Alba L.) 1,0 ml de H20230% micro-ondas
Mg, Na, Al, As, e amoreira preta (Morus
Cd, Hg, Pb Nigra L.)
As, Ba, Ca, Cd, Folhas de orégano 500 mg da amostra/ Digestédo Umida 42
Cr, Cu, Fe, K, 6,0 ml de HNO3 3,0 assistida por
Mg, Mn, Na, Ni, mol.L? micro-ondas
Pb, Ve Zn
P, K, Ca, Mg, Cu, Folhas de plantas 500 mg da amostra/ Digestédo Umida 43
Fe, Mn, Zn medicinais 6,0 ml de HNO3 6,5 em bloco
mol.L-1/ 2,0 ml de digestor
H202 30%
Ca, Fe, K, Mg e Sachés e folhas de cha 500 mg da amostra / Extracéo por 44
Mn, Al, Ba, Cd, verde e cha preto 2,0 ml de agua régia/ ultrassom
Co, Cr, Cu, Ni, banho ultrassénico (15
Pb, Sre zZn min, 50 °C) /

centrifugacdo (10 min,

12.000 rpm)




2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Instrumentacéo

Nesse estudo, para as determinacfes dos microelementos foi utilizado o MIP
OES, modelo 4200 (Agilent Technologies, Melbourne, Australia), equipado com o
nebulizador OneNeb, um compressor modelo MSV12 (Schulz, Joinville, SC, Brasil),
um gerador de nitrogénio modelo 4107 (Agilent Technologies, Melbourne, Australia)
e tocha de quartzo.

As digestbes das amostras foram realizadas em um digestor assistido por
micro-ondas (Milestone Ethos 1600 Microwave Labstation, Sorisole, Italy), frequéncia
de 2.450 Hz, poténcia de saida de 900W, equipado com vasos de PTFE de 100mL.

2.2 Reagentes e solugdes

Todas as vidrarias e materiais de laboratorio utilizados foram deixados em
banho de HNO3s 10% (v/v) por 24h. Apos, foram enxaguadas abundantemente com
agua ultrapura e secas.

Todos os reagentes utilizados nesse estudo sdo de grau analitico. As solucdes
foram preparadas com agua ultrapura preparadas em sistema Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, EUA; resistividade de 18,2 MQ cm).

O acido nitrico 65% (m/m) (Merck, Darmstadt, Alemanha) foi utilizado na etapa
de digestao das amostras e no preparo de solugdes. O perédxido de hidrogénio 30%
(m/m) (Merck, Darmstadt, Alemanha) também foi utilizado na digestdo. As solugbes
padrdo para a calibracdo foram preparadas a partir da diluicdo das solucfes estoque
monoelementar 1000mg.L* de Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni e Pb (Specsol, Sdo
José dos Campos, Brasil) em HNO3z 5%. As curvas de calibracao para todos os metais
estavam na faixa de 0,05-5,0 mg L.

Uma solucéo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,0979 mol L foi usada para o
teste de acidez residual.

A avaliacdo da exatidao do método analitico foi realizada utilizando o material
de referéncia certificado (CRM) folha de maca (NIST 1515) do Instituto Nacional de
Padrdes e Tecnologia - NIST (Gaithersburg, MD, USA).



2.3. Coleta das amostras

As amostras de folhas de amora (Morus nigra L.) foram adquiridas em lojas de
produtos naturais em cidades baianas, secas a granel ou em saché. Todas as
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e devidamente guardadas até o
procedimento de preparo. A Tabela 2 apresenta as cidades onde as amostras foram
adquiridas e informacdes adicionais.

Tabela 2. Cidades de aquisicdo das amostras e informac¢fes adicionais

Cidade de aquisicédo Forma de aquisicao Informac@es adicionais
Feira de Santana (FS) Folhas secas a granel Comercializada e produzida na
cidade
llhéus (IL) Folhas secas a granel Comercializada e produzida na
cidade
Itabuna (IT) Chéa em saché Comercializada na cidade e
produzida em Brasilia -DF
Itapetinga (IP) Folhas secas a granel Comercializada e produzida na
cidade
Itapetinga (1G) Folhas secas de marca Comercializada na cidade e
comercial produzida em Goiania-GO.
Jaguaquara (JA) Folhas secas a granel Comercializada e produzida na
cidade
Jequié (JE) Folhas secas a granel Comercializada e produzida na
cidade
Juazeiro (JU) Folhas secas a granel Comercializada e produzida na
cidade
Salvador (SA) Folhas secas a granel Comercializada e produzida na
cidade
Vitéria da Conquista (VC) Folhas secas a granel Comercializada e produzida na
cidade

2.4 Preparo das amostras

Para a digestdo assistida por micro-ondas, 300mg de cada amostra foram
pesados em tubos de digestdo de PTFE e, ap6s, 7,0mL de HNO3 65% (m/m) e 1,0mL
de H202 30% (m/m) foram adicionados. Um programa de aquecimento em quatro
etapas foi adotado, mantendo a pressao constante em 35 bar: etapa 1 - 6 min, 750W
e 90 °C; etapa 2 — 4min, 750W e 90 °C; etapa 3- 8min, 1000W e 180 °C; etapa 4-
15min, 1000W e 180 °C. Por fim, o sistema foi submetido a 20min de ventilacao.

Apos a ventilagdo, as amostras digeridas foram diluidas para 50mL com agua
ultrapura. Os brancos foram preparados em cada lote de amostras. Todos o0s
procedimentos foram realizados em triplicata. As solugdes finais foram analisadas por
MIP OES. A metodologia de digestédo aplicada foi proposta nos estudos de Santos et
al. (2017) [24].



2.5 Acidez residual
A acidez residual das amostras digeridas foi determinada pela titulacao acido-
base de 1000 pL do digerido final com uma solucéo padronizada de NaOH (0,0979

mol L) e solugédo de fenolftaleina (1% m/v).

2.6 Validacdo do método

Os parametros avaliados para a validacdo do método foram: exatidao,
precisao, limite de deteccédo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ). Para avaliar a
exatiddo das medicdes foi utilizado o CRM folha de macéa (NIST 1515). A precisao foi
avaliada por meio do coeficiente de variagcdo (CV). Os LOD e LOQ foram calculados
de acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC),
multiplicando por trés e dez vezes, respectivamente, o desvio padrédo de dez leituras
independentes do branco, dividido pelo coeficiente angular da curva de calibragao.
Os dados experimentais foram processados utilizando os softwares Microsoft Excel ™
2003 (The Microsoft, Co, EUA)

2.7 Analise multivariada

As redes neurais de Kohonen foram utilizadas para realizar a analise
exploratoria das amostras de acordo com as concentracdes elementares adquiridas
pelo MIP OES. Foi utilizado um pacote de ferramentas desenvolvido pelo Laboratério
de Ciéncia da Computacéao e Informacéo (Universidade de Tecnologia de Helsinque,
Finlandia) [48]. Os mapas auto-organizaveis de Kohonen foram implementados
utilizando o software MatLab (versdao R2018b, MathWorks, EUA). O cddigo de
implementacéo foi elaborado a partir de algoritmos sugeridos na literatura [49]. O
conjunto de dados foi organizado em uma matriz composta por 30 amostras (triplicata
foi usada) e 5 variaveis, e o total de neur6nios utilizados no mapa foi definido pela
formula 5vn onde n é o nimero total de amostras usando a folha do tipo mapa e
grade hexagonal [50]. O algoritmo foi treinado com o conjunto de grupos de dados de
entrada utilizando um algoritmo de treinamento em lote, no qual todo o conjunto é
apresentado ao mapa antes de qualquer ajuste. A funcdo que limitou a vizinhanca
utilizada no treinamento da plataforma e na estrutura da rede foi hexagonal. Mesmo
com esta configuracado, foram realizados inUmeros treinos até que fosse alcangado o

melhor com os menores erros e 0os melhores indices. A arquitetura da rede foi avaliada



com base em indices qualitativos como erro de quantizacdo (QE) e erro topoldgico
(TE).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Desempenho analitico

As curvas analiticas para todos os metais determinados (Al, Ba, Cr, Cu e Mn)
apresentaram coeficientes de determinacéo (R?) superiores a 0,994, evidenciando a
boa linearidade do método de digestdo assistido por micro-ondas.

A exatiddo do método foi verificada pela andlise da maioria dos metais
estudados em folhas de maca (NIST 1515) pelo MIP OES. Os resultados estao
expressos na Tabela 3. O teste t mostrou que ndo houve diferenca significativa entre
os valores determinados e os valores certificados para o intervalo de confianca de
95% (n=3). Os valores de recuperacdo encontram-se todos dentro do aceitavel pela
literatura (80%-120%) [51].

Tabela 3. Determinagcdo de metais em folhas de maca (material de referéncia certificado NIST 1515)
por MIP OES apos digestdo acida assistida por micro-ondas (médiatdesvio padréo, n=3, intervalo de
confianca de 95%)

Elemento Valores certificados Valores Recuperacéo (%)
(mg.kg™) determinados
(mg.kg™)
Al 28416 27245 96%
Ba 49+2 45+2 93%
Cu 5,740,1 6,1+0,5 110%
Mn 54+1 5714 106%

Os LOD e LOQ foram calculados de acordo com a IUPAC, multiplicando por
trés e dez vezes, respectivamente, o desvio padrao de dez leituras independentes do
branco, dividido pelo valor da inclinacdo da curva de calibracéo. Os valores de LOD
obtidos variaram entre 0,002 e 0,359 mg.kg, demonstrando que o método tem boa
sensibilidade. Os valores de LOD e LOQ para os metais Al, Ba, Cr, Cu e Mn

determinados por MIP OES estao expressos na Tabela 4.



Tabela 4. Limites de detecgédo (LOD) e limites de quantificacdo (LOQ) em mg.kg para Al, Ba, Cr, Cu
e Mn determinados em folhas de amora por MIP OES ap6s digestdo assistida por micro-ondas

Al Ba Cr Cu Mn
LOD 0,017 0,003 0,002 0,018 0,008
LOQ 0,056 0,008 0,008 0,055 0,026

A precisdo foi avaliada em termos do CV para todos os microelementos
determinados por MIP OES. Os valores calculados de CV foram inferiores a 10%,
indicando que o método tem boa precisdo. O método de digestdo adotado apresentou
em todas as amostras solucdes limpidas, com auséncia total de particulas,
mostrando-se muito eficiente em matrizes foliares. Os valores de acidez residual

ficaram em torno de 2,0+0,4 mol L.

3.2 Determinacéo de microelementos em folhas de amora

As concentracdes de Al, Ba, Cr, Cu e Mn foram determinadas por MIP OES em
dez amostras de folhas de amora comercializadas em cidades baianas (identificadas
como FS, IL, IT, IG, IP, JA, JE, JU, SSA e VC). Na Tabela 5 estdo expressos 0s

resultados das analises em todas as amostras de folhas de amora.

Tabela 5. Concentracdo dos microelementos em mg.kg! nas amostras de folhas de amora
comercializadas em cidades baianas (médiatdesvio padrdo, n=3, intervalo de confianca de 95%)

Amostra Al Ba Cr Cu Mn
FS 148+10 722 1,64+0,01 4,95+0,02 42+2
IL 336+13 41+1 <0,002 4,91+0,01 252+1
T 305+14 319+5 <0,002 4,97+0,01 216+12
IG 95+10 17+1 <0,002 4,96+0,01 88+1
IP 1103+28 287+7 <0,002 6,62+0,02 561+10
JA 527+13 140+3 1,65+0,01 3,30+0,01 148+1
JE 471+12 202+17 1,64+0,01 4,93+0,02 355+1
Ju 779452 129,1+0,2 3,31+0,01 6,62+0,01 159+4
SA 11745 386+2 1,65+0,01 4,96+0,01 988+4
vC 76416 485+10 1,65+0,01 6,62+0,05 711+16

Freiberger et al. [17] determinou metais em folhas de Morus Nigra L. colhidas
em Joacaba - SC, utilizando a espectrometria de absor¢cdo atdbmica com chama

(FAAS). Dentre os resultados, pode-se destacar as concentragdes de Mn (214,15 mg
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kg?) e Cu (33,86 mg kg?). A concentracdo de Mn estd em concordancia com os
valores encontrados em algumas das amostras deste estudo.

Em analise por ICP OES, Schafranski [52] avaliou os minerais presentes em
folhas jovens de Morus Nigra L. coletadas em Ponta Grossa-PR. Foram encontrados
77+7 mg kg de Al, 12049 mg kg! de Mn, 4,74+0,18 mg kg* de Cu. A excecdo do
cobre, todos os demais metais apresentaram teores distintos aos encontrados neste
estudo.

Ygit et al. [53] utilizou a Fluorescéncia de Raio-X para avaliar a composicao
mineral das folhas de Morus Nigra L. comercializadas em regides da Turquia. Foram
obtidos os teores de 253+11 mg kg* de Al, 2,5 + 0,3 mg kg'de Cre 32,2 + 1,7 mg
kg? de Mn. A concentracdo de Al encontrada estd em conformidade com algumas
amostras deste estudo.

Os valores encontrados para a maioria dos metais nessa pesquisa diferem dos
verificados nas literaturas citadas. Inclusive, entre as proprias amostras do estudo
foram obtidas concentracfes variadas para 0s mesmos metais, com excecdo do Cu
e Cr que apresentaram conformidade. Fatores como condi¢des do solo (pH, umidade,
concentracdo de nutrientes), época do plantio, clima, regido de cultivo, idade das
plantas, praticas agricolas (fertilizacao, irrigacdo, uso de agrotéxicos), proximidade de
regides urbanas e industriais, dentre outros, influenciam diretamente na composicao
nutricional das plantas, justificando assim, as concentracfes distintas dos mesmos
metais em amostras de folhas da mesma espécie [52-54].

Os metais Cu, Cr e Mn séo essenciais, pois, participam de processos
bioquimicos importantes para o funcionamento do organismo humano, entretanto,
devem ser consumidos em pequenas quantidades. Ja o Al e Ba sdo metais
potencialmente toxicos, nocivos a saude quando consumidos acima dos valores
permitidos pelos 6rgéos oficiais do pais.

No Brasil, a RDC n° 269/2005 estabelece os valores de Ingestdo Diaria
Recomendada (IDR) de Proteinas, Vitaminas e Minerais. De acordo com essa RDC,
os valores de IDR para adultos de Cu, Cr e Mn sdo 900ug, 35 pg e 2,3mg,
respectivamente [55]. Para o Al & estabelecido como limite maximo de ingestao
semanal o valor de 2,0mg por Kg corporal [56]. A concentracdo de bario na maioria
dos alimentos é menor que 30 mg kg1, exceto a castanha-do-para que apresenta a

faixa de 1500 — 3000 mg Kg* [57]. Apesar do bario estar presente em alguns
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alimentos, n&o foi encontrado nenhuma resolucdo que trata sobre a concentracdo

méxima de bario em folhas, chas ou qualquer alimento.

3.3 Analise Multivariada

O mapa auto-organizavel de Kohonen foi obtido a partir da analise multivariada
dos dados obtidos no estudo. Cada hexadgono do mapa representa um neurénio e
cada neur6nio representa uma amostra. Na Figura 1 sdo apresentados os mapas das
variaveis e a matriz de distancia gerados a partir dos dados representados na Tabela
4. Na Figura 2 (A) séo apresentados o dendograma para as variaveis e linha fenon,
bem como em (B) a 0 mapa neural com os clusters das cidades agrupadas em funcao

das variaveis.
Al Ba Cr
Cu Mn U-matrix

ne

Figura 1. Mapa neural e matriz de distancia (U-matrix) para dados gerados a partir da analise de metais

em amostras de folhas de amora por MIP OES.
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1,4 0,7 0,0

Figura 2. A) Dendograma apresentando a distribuicdo amostral e linha fenon com suas respectivas
distancias (B) mapas de Kohonen mostrando a formacdo de cinco grupos com suas respectivas

amostras e neurbnios ativados.

Ao analisar as Figuras 1 e 2, é possivel identificar os elementos que
influenciam na separacdo dos grupos. As amostras do grupo | possuem baixas
concentracbes da Al, Ba, Cr e Mn. No grupo IlI, & possivel identificar baixas
concentracfes de Cu e intermediarias de Mn. No grupo lll, altas concentracfes Cr e
relativamente altas de Al e Cu séo perceptiveis. Ja no grupo IV é onde ocorrem as
maiores concentragdes da Ba e Cu e relativamente altas de Mn. Por fim, no grupo V
sdo separadas em funcdo das maiores concentracdes de Mn e relativamente baixas
de Cr. A matriz de distancia pode dificultar a observacéo dos clusters, mas o mapa
com as cidades (Figura 2 (B)) auxilia na elucidacao dos grupos.

Os grupos de cidades formados em funcéo da similaridade das variaveis sao
compostos pelos grupos I- Ilhéus, Itapetinga e Feira de Santana; II- Jaguaquara e
Jequié; lll- apenas Juazeiro; IV- Comercializadas em Itapetinga (vindas de Goias) e
Vitéria da Conquista e V- Salvador e Itabuna. A proximidade relativa entre Itapetinga
e lIlhéus, ambas localizadas ao sul da Bahia, e a possibilidade da amostra
comercializada em Feira de Santana ser proveniente da mesma regido que as
demais, podem ser possiveis justificativas para a formagéo do grupo I. Ja o grupo Il
€ formado por amostras de duas cidades muito préximas, sendo Jaguaquara

pertencente da microrregido de Jequié, justificando assim as similaridades. O grupo
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lIl é formado apenas por Juazeiro, Unica cidade localizada na regido do Vale do Sao
Francisco. O grupo IV é formado por amostras comercializadas em cidades préximas,
podendo ambas terem origem do mesmo local, Goias, ou de regides vizinhas. O fato
de Salvador ser uma cidade litoranea e Itabuna estar localizada bem préxima ao
litoral, pode ser um dos fatores que contribuem para a semelhanca das suas
amostras, ou, até mesmo serem da mesma regido de origem, uma vez que as
amostras séo vendidas a granel sem qualquer informacgéo do local de producéao.

A validacdo dos mapas obtido a partir dos dados das amostras foi realizada a
partir de (i) erro de quantizacdo, que representa a média das distancias entre cada
vetor de dados e o vetor de peso correspondente do neurénio vencedor. O erro de
guantizacdo ndo possui um valor padrdo, mas quanto menor o erro, melhor o neurénio
vencedor definira os vetores de entrada; (ii) o erro topografico quantifica a capacidade
do mapa de representar a topologia dos dados de entrada. E calculado verificando
todas as entradas, qual neurbnio € o melhor e qual € o segundo melhor [49,50]. O
erro topografico também nédo tem valor padrdo, mas é melhor quando os valores
tendem a zero. Neste estudo os valores de erro de quantizacao e topografico foram
iguais a 0,900 e 0,030 e estdo de acordo com a literatura [46,47].

A andlise por redes neurais de Kohonen é muito satisfatoria para a identificacéo
e organizacdo de grupos amostrais e das variaveis a partir de mapas planos. Os
mapas auto-organizaveis facilitam a interpretacdo e visualizacdo dos resultados
amostrais, sendo uma excelente ferramenta para as analises que geram grande

guantidade de dados.

4, CONCLUSOES

O procedimento de digestdo assistida por micro-ondas se mostrou muito
vantajoso, principalmente por conta da agilidade e eficiéncia. O MIP OES mostrou-se
uma técnica com boa precisdo, exatiddo, sensibilidade e frequéncia analitica,
podendo ser utilizada como alternativa as técnicas tradicionais (ICP OES e FAAS). A
analise exploratoria usando o mapa auto-organizavel de Kohonen mostrou-se muito
vantajosa, pois, além de facilitar a interpretacdo e compreensdo dos dados obtidos,
agrupou as amostras em razdo das semelhancas das concentragbfes dos metais

avaliados.
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A partir dos resultados obtidos é possivel concluir que o consumo das folhas
de amora pesquisadas, em quantidades adequadas, pode ser benéfico a salude, uma
vez possuem concentracdes satisfatérias dos metais essenciais Cr, Cu e Mn, e
concentracfes de Al e Ba, metais potencialmente toxicos, abaixo da nocividade ao

organismo humano.
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