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Caracterizacao dos Constituintes Poliméricos da Maytenus ilicifolia
por Relaxagao Nuclear de 'H por RMN no Estado Sdlido

Ménica S. de M. Preto, Maria I. B. Tavares
Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear, UFRJ

Pedro J. 0. Sebastiao
Departamento de Fisica, Instituto Superior Técnico - Lishoa, Portugal

Resumo: A Maytenus ilicifolia, conhecida como espinheira-santa, € uma planta popular de uso diverso, como chd € empregada no
combate a problemas de doengas gastricas e da diabetes, por exemplo. As plantas possuem em sua constituicdo polimeros naturais
como polissacarideos, politerpenoides, celulose e fibras. O estudo dos constituintes poliméricos nesse tipo de material tem importincia
fundamental tanto na identificacdo, ou seja, qualificacio quanto na adulteracio da planta. E sabido que podem ser encontrados diversos
produtos rotulados como sendo origindrio da mesma planta, entretanto, muitas das vezes a origem da planta € similar, mas ndo a mesma,
o que pode gerar algum desconforto ou ndo atividade bioldgica dos chds quando da ingestdo destes. Na literatura ndo sdo encontrados
muitos trabalhos que envolvam a caracterizagdo comparativa dos constituintes poliméricos, como polissacarideos e fibras presentes em
amostras de origens distintas, para comprovagao de adultera¢@o destes produtos. Uma técnica que pode ser promissora para este tipo de
estudo € a Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) em estado sélido, ja que permite analisar a amostra in natura nao sendo um método
destrutivo ou invasivo. Esta espectroscopia analisa amostras em campos magnéticos de diferentes poténcias ou forcas. Neste trabalho
¢é apresentado um estudo de caracterizagdo dos constituintes poliméricos majoritarios presentes na M. ilicifolia. Trés amostras foram
estudadas: uma amostra denominada controle e duas comerciais. O estudo envolveu a determinacio dos tempos de relaxagdo spin-rede
(T,) do 'H utilizando a técnica de campo ciclico rdpido (FFC), numa gama de frequéncias que variou de 100 kHz a 10 MHz. Assim, o
principal objetivo deste trabalho foi estudar a possibilidade de utilizagdo da RMN de baixo campo magnético na elabora¢do de um método
expedito de andlise que permita realizar a caracterizagdo estrutural, verificagdo de autenticidade e/ou avalia¢@o de eventual adulteragdo
nesse tipo de amostra. Pelos resultados obtidos foi possivel diferenciar as duas amostras comerciais por comparagdo com a amostra
controle.

Palavras-chave: Espinheira-santa, RMN, relaxometria, fast field cycling.

Characterization of Maytenus ilicifolia Samples by 'H NMR Relaxation in the Solid State

Abstract: The Maytenus ilicifolia (espinheira-santa) is a popular medicinal plant with different uses. It is native of South America and
can be found in Brazil. In the Brazilian market it is possible found products labeled as M. ilicifolia. So far, the studies published in the
literature involve the modification of the natural materials and do not concern the comparison between commercial the raw natural
materials. Different non-destructive NMR techniques can be used to study natural materials. In this work it is presented a characterization
study by Fast Field Cycling of the 'H spin-lattice relaxation time (T,) NMR, in the frequency range 100 kHz-10 MHz. The results obtained
in two commercial M. ilicifolia samples and one control sample collected in natura are compared. It was intended to study the possibility
to elaborate a characterization method using FFCNMR suitable for the verification of authenticity and/or evaluation of tampering on
products. The differences detected by FFCNMR relaxometry were confirmed by thermogravimetric analysis and infrared spectroscopy.

Keywords: Characterization, NMR, polysaccharides.

Introdugao

O estudo dos constituintes poliméricos em plantas empregadas
na geragdo de chds hipoglicemiantes tem importancia fundamental
tanto para a qualificacdo quanto para a verificacdo de adulteragdo
e ou uso de planta similar, ja que se encontram diversos produtos
rotulados como sendo origindrio da mesma planta, porém muitas
vezes sdo de origem similar planta e podem ndo apresentar os
efeitos terapéuticos desejados, o que pode gerar algum desconforto
ou ndo atividade bioldgica necessdria quando da ingestdo dos chds
preparados!'.

A Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek € uma espécie nativa
da América do Sul e, é também, encontrada no Brasil e conhecida
como espinheira santa. Esta vem sendo empregada na medicina
popular na forma de chd para o controle de algumas doencas

gastricas e da diabetes, por exemplo, além do uso como analgésico
e como antiinflamatério!'-.

Sabe-se que as plantas possuem em sua constitui¢do polimeros
naturais como polissacarideos, politerpenoides, celulose e fibras!®7..
Entretanto poucas sdo as plantas que possuem seus constituintes
principais caracterizados de forma que possam ser usados como
impressdo digital destas e serem pardmetros de reconhecimento da
planta. Na literatura, poucos estudos relacionam a caracterizagao
comparativa de plantas de origem distintas para a comprovacio
de sua autenticidade, qualidade e/ou adulterag@o. Este tipo de
estudo € muito importante para o cadastramento das plantas e
consequentemente de sua acio terapéutica. Assim, faz necessario
um estudo preciso sobre a natureza / origem de plantas empregadas
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com fins terapéuticos, e pode inferir o modo pelo qual as amostras
estdo sendo colocadas no mercado para a populagdo.

As principais técnicas e andlises utilizadas na avaliacdo da
autenticidade de alimentos s@o as técnicas espectroscopicas, tais
como: ultravioleta (UV), infravermelho e RMN de alta resolugao;
as andlises de reag¢@o enzimadticas; as andlises térmicas; e as andlises
cromatograficas. No entanto, poucos trabalhos dedicados ao estudo
da planta M. ilicifolia foram publicados. Alguns destes estudos
focavam a caracterizagdo estrutural de compostos presentes na
planta (arabinogalactanos tipo II)!®. Existem também trabalhos
relacionados com a investigagdo da agdo dcido heteroxilano e da
acdo dos polissacarideos pécticos presentes na planta como agentes
antiulcerogénico!®”. Uma técnica que pode ser promissora para este
tipo de estudo € a Ressondncia Magnética Nuclear em estado sélido,
que pode analisar amostras em alto e baixo campo magnético e
permite a utilizagdo de um conjunto de técnicas ndo destrutivas
que informam tanto sobre a estrutura quimica quanto a dindmica
molecular®'®,

A autenticidade dos alimentos é uma questdo de grande
preocupagio para as autoridades que fazem o controle dos alimentos
vendidos a populacdo. A rotulagem incorreta dos alimentos, por
exemplo, pode c’onfigurar um problema comercial. Por outro
lado, a substituicdo de um ingrediente por outro similar, de menor
valor comercial, pode também constituir uma ameaca a satde dos
consumidores. Muitos alimentos necessitam de andlises precisas
que contribuam para o conhecimento das suas caracteristicas,
por exemplo, a estabilidade estrutural, a capacidade de absor¢do
de dgua em processo de estocagem, a textura e as propriedades
funcionais. Algumas adulteragdes e/ou contaminacdes podem
ser causadas, quando o material vegetal é colocado no mercado
durante os processos de producdo. Em ambos os casos, podem ndo
ser detectadas prontamente. Por isso, sdo necessdrias técnicas de
controle de qualidade que permitam uma correta comercializaciio
dos produtos naturais auténticos vendidos.

Viérias sdo as técnicas de andlises utilizadas no controle de
qualidade para a identificagdo de fraudes ou adulteragdo e também
em geral na caracteriza¢do de produtos alimenticios. No entanto,
algumas apresentam limitagdes quando se trata da andlise de
material complexo, como sdo os polimeros de fontes naturais. Um
exemplo disso ocorre com os estudos de controle de qualidade
em diversos tipos de cafés utilizando as técnicas de cromatografia
liquida e gasosa. No entanto, estas técnicas cromatograficas,
utilizadas extensivamente na determinacdo da composi¢do quimica
de produtos alimentares, podem revelar-se morosas uma vez que
em cada andlise somente um ndmero limitado de compostos sio
identificados!!l.

A analise termogravimétrica (TGA) € uma analise utilizada para
determinar, dentre outros, o perfil de perda de massa dos diferentes
materiais em funcido do aumento da temperatura de andlise. Além
das diferencas de perfil de degradagdo apresentado pelos diferentes
materiais, esta técnica permite, em particular, determinar a
temperatura inicial e final do processo de degradacio térmica, bem
como a temperatura de degradagdo mdxima além da detecc¢do de
residuos.

Outra técnica utilizada € a andlise pela espectroscopia na
regido do infravermelho, FTIR. Esta se baseia no estudo do
comportamento vibracional associado as ligagdes quimicas das
moléculas e € constantemente utilizada no estudo de diversos tipos
de alimentos, como por exemplo, amidos de milho e de soja!'?. No
entanto estas técnicas utilizadas pelas industrias para a avaliagdo da
autenticidade dos alimentos podem apresentar algumas limitacGes
e/ou desvantagens quando utilizadas como andlises de rotina de
materiais complexos. Uma poderosa ferramenta de andlise também
utilizada em estudo de alimentos € a Ressonancia Magnética Nuclear
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em estado sdlido. As andlises de RMN podem ser realizadas em
amostras in natura, uma vez que ndo sio destrutivas e quando das
determinagdes de relaxacdo do nicleo de hidrogénio sdo rdpidas,
quando comparadas a outras andlises investigativas!!®13-14,

Na literatura, encontram-se varios estudos de caracterizag@o por
RMN de produtos naturais. Esta técnica espectroscépica € referida
em andlises de autenticidade e estudos de avaliag@o de adulteragio
em produtos como purs, por exemplo,>?. Os resultados
apresentados demonstram a potencialidade desta técnica. Em outros
estudos, feitos em alimentos, por RMN, pretendeu-se determinar os
tempos de relaxagdo dos sistemas de spins nucleares destacando-se
as técnicas de relaxometria cldssicas!*'?? e a técnica de relaxagio
de campo ciclico répido (Fast Field Cycling NMR ou FFC)?.
A relaxometria por RMN de FFC ¢ utilizada na identificacdo e
caracterizac@o da dindmica molecular de sistemas complexos!?+%!,

O fendmeno da ressondncia magnética ocorre quando um
nicleo atdmico de spin ndo nulo, na presenca de um campo
magnético, absorve a energia da radiagdo eletromagnética incidente
numa freqiiéncia especifica, dita frequéncia de ressonancia. Apds
a absor¢do da energia, o sistema constituido pelos spins dos
ntcleos atomicos, quando da retirada da rediofrequéncia estes spins
relaxam retornando ao equilibrio. No processo de relaxagdo por
RMN consideram-se normalmente os tempos de relaxacio spin-
rede e spin-spin, T e T,, respectivamente. A absor¢do de energia
eletromagnética por parte dos nucleos (por exemplo, os prétons
dos atomos de hidrogénio, 'H) pode ocorrer em frequéncias de
ressonancia distintas, dependendo do ambiente eletronico nos quais
os nicleos estdo inseridos®?l. A relaxometria permite estudar
diferentes materiais, como por exemplo, produtos alimenticios,
sendo possivel em alguns casos, determinar os tempos de relaxacio
T, e T, correspondentes a nicleos de hidrogénio de diferentes
componentes quimicos presentes nas amostras. Ambas as relaxacoes
podem fornecer informacdes sobre a mobilidade e heterogeneidade
de sistemas complexos!>%30,

Neste trabalho € apresentado um estudo de caracterizagdo do
comportamento molecular dos constituintes presentes nas amostras
de M. ilicifolia. Para tanto foram investigadas trés amostras duas
amostras comerciais € uma foi coletada, sendo denominada de
controle. Foram realizadas andlises de determinac@o dos tempos de
relaxacdo spin-rede (T,) do 'H utilizando a técnica de campo ciclico
rapido, na gama de frequéncias 100 kHz-10 MHz. O objetivo geral
deste trabalho foi estudar a possibilidade de utilizacio da técnica
de FCC na elaborac¢do de um método expedito de andlise que possa
permitir a caracterizagdo estrutural, verificacdo de autenticidade
e/ou avaliacdo de eventual adulteragdo em amostras de plantas.
Pelos resultados obtidos foi possivel diferenciar as duas amostras
comerciais em face da amostra controle.

Materiais e Métodos

Materiais

Neste trabalho, foram estudadas duas amostras comerciais e
uma controle (A) da planta M. ilicifolia. As amostras comerciais
das marcas dadinany (B) - Dadinany Industria e Comércio de
Produtos Alimenticios, localizado em Campo Grande, Cidade do
Rio de Janeiro, e Cangeri (C) — Industria farmacéutica Laboratdrio
Cangeri - Cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul - Brasil, foram
adquiridas em pontos de venda de produtos naturais nas cidades do
Rio de Janeiro e Niterdi, respectivamente. As amostras comerciais
estavam embaladas em sacos plésticos, protegidas contra umidade,
e em estado natural com folhas e galhos. A planta M. ilicifolia
adquirida em mercado livre sob a forma natural integra, foi reservada
contra calor e umidade até a preparacdo da amostra de controle.
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Os materiais foram desidratados em estufa em 120 °C, por uma
hora. Todo o material desidratado para cada amostra foi moido.
Todas as amostras foram mantidas sob condi¢des laboratoriais de
temperatura constante de 20 °C (+2) durante todo procedimento de
preparacdo para as andlises.

Andlise de TGA

No intuito de se determinar a temperatura maxima de degradacio
para que se pudesse efetuar a desidratagdo das amostras em estufa
evitando a degradagdo das amostras durante este processo. Assim,
foram efetuadas andlises por TGA, utilizando um equipamento TG_
Q500, TA Instruments. A perda de massa, nas amostras previamente
moidas, foi determinada entre 30 a 700 °C, a uma taxa aquecimento
de 10 °C/min sob atmosfera de nitrogénio e uma taxa de fluxo de
60 mL/min.

Analise por FTIR

As andlises por FTIR foram feitas em um espectrometro
Excalibur 3100 FT — IR, na faixa de 4000 a 400 cm™!, utilizando as
amostras na forma de p6.

Relaxometria

As medidas de T, foram efetuadas nas freqiiéncias entre
100 kHz e 10 MHz utilizando um equipamento de FFC construido
no Instituto Superior Técnico, Departamento de Fisica e no Centro
de Fisica da Matéria Condensada, Portugal®!. A temperatura de
analise das amostras foi de 24 °C (x1).

Em FFC a amostra € submetida a ciclos de campo BPnIarizagfm (B,)
- BEvomgﬁ0 By — BDE‘CC@O (B,,) (em geral B, = B)). Em cada ciclo,
a amostra permanece sujeita ao campo B, durante um intervalo de
tempo T. Apés a transi¢io B, — B, € aplicado um impulso de radio
frequéncia em ressonéncia, f, = YB, / 2w, apds o qual a amostra
relaxa até o equilibrio durante um tempo de estabilizag¢@o. O tempo
de ciclo € sempre superior ao tempo de estabilizacdo. A amplitude
inicial do sinal de inducdo livre detectado (FID) € proporcional
a M_(t). O decaimento de M_(t) pode ser mono exponencial ou
multiexponencial dependente do nimero de componentes, cada
uma com um tempo de relaxagdo T,. Para o caso de 2 componentes,
M (t) tem a forma (Equagéo 1):

M, (1) = Mg+ My ™ M+ Mppe™™ 112 )

02
tempos de relaxagdo T, e T, , respectivamente.

O T, € determinado para diferentes valores de campo B, ou
seja, para diferentes valores de frequéncia de ressonancia f.

Em todos os casos, a amostragem de M_ (1) foi feita com
25 valores de T entre 4 ms e 5 segundos. O tempo de estabilizaco
foi de 5 segundos e sempre superior a 5 vezes o valor de T, de cada
amostra. Devido a pouca amplitude dos sinais FID medidos, foram
efetuadas 20 repetigdes para cada experimento.

emque: M =M (t=0)e M, e M, os pesos das contribui¢des com

Resultados e Discussao

As curvas de TGA apresentadas na Figura 1 para as amostras
de M. ilicifolia comerciais, B e C, e a controle, A, ndo apresentaram
perda de massa significativa até 200 °C. De 200 a 320 °C, o
comportamento de perda de massa € praticamente 0 mesmo para as
trés amostras, estas perdas de massa foram atribuidas tanto a dgua
adsorvida quanto a presenca de componentes voldteis. Em torno
de 320 °C hd uma similaridade entre as curvas de degradagdo das
amostras A e C. Estas sdo referentes a presenca de polissacarideos. A
amostra B, apresenta uma perda de massa mais acentuada entre 300
e 500 °C em relag@o as amostras A e a C, que € associada as fibras
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e a celulose. Acima de 500 °C o comportamento de degradacdo da
amostra B indica uma quase completa degradacio do vegetal. Este
comportamento ndo foi observado para as demais amostras que
apresentaram uma perda de massa até 700 °C, provavelmente devido
a presenga de grupos que possuem forte interagdo intermolecular,
como ligac@o de hidrogénio. Assim, de acordo com estes resultados
sugere-se que as amostras A e C tenham composi¢cdes quimicas
semelhantes devido a similaridade organizacional entre ambas.

A andlise pela espectroscopia de infravermelho foi utilizada
para a avaliacdo da estrutura molecular das amostras de espinheira-
santa, controle e comerciais. Na Figura 2 estdo apresentados os
espectros de FTIR das amostras A, B e C com bandas relativas
as vibragdes angulares dos grupos funcionais presentes na

Estufa: 1 hora
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— (A) Mi controle desid ~ ------ (B) Mi dad desid
— (C) Mi cang desid

Figura 1. Curvas termogravimétricas obtidas para as amostras A, e
comerciais B e C ap6s desidratacdo em estufa, por 1 hora em temperatura
de 120 °C
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—— (C) Maytenus ilicifolia comercial cangeri estufa
—— (A) Maytenus ilicifolia controle desid. estufa

Figura 2. Espectros de FTIR obtidos para as amostra A e comerciais B e C
apos desidratacdo em estufa, a temperatura de 120 °C por 1 hora.
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composi¢do da planta, em torno de 653; 1030; 1234; 1608;
2355; 2924; 3313 e 3724 cm™. Quando se analisam as amostras
A e C observa-se uma similaridade entre as principais bandas
presentes nos espectros dessas com excec¢do da banda 3726 cm™,
que corresponde a deformagdo axial do NH + OH nio associado.
Ambos os espectros apresentam a presenca de uma banda em
2918 cm™, referente deformagdo axial do CH,. Quando se
comparam as amostras A e B, observa-se diferencgas nas posigdes
das bandas localizadas em 3726 e 2926 cm™'. Esta ultima banda
estd praticamente ausente no espectro para a amostra B. Quando
se analisa a amostra B observa que a regido correspondente
a impressdo digital (abaixo de 1500 cm™) € diferente quando
comparada com as mesmas regides observadas para as amostras A
e C. Estas bandas correspondentes as impressdes digitais podem
corresponder as bandas caracteristica do amido que apresentam
as deformacdes angulares fora do plano C-H e C-C de anel. Estes
resultados sugerem uma maior diferenciaciio entre as amostras A e
B do que entre as amostras A e C. Os resultados de FTIR suportam
o resultado encontrado por TG.

Para melhor entender o comportamento destes tipos de materiais
pode-se aplicar a ressondncia magnética nuclear, via relaxometria,
que € uma técnica muito usada para estudar alimentos, visto que €
uma técnica nao destrutiva e rapida, ja que as medidas sdo realizadas
no nucleo de hidrogénio, por meio da determinac¢do do tempo de
relacdo spin-rede desses tipos de materiais. A relaxometria pode
ser realizada tanto por meio de medidas em alto quanto baixo
campo magnético. Neste trabalho foram determinados os tempos
de relaxag@o spin-rede do nicleo de hidrogénio por meio do uso
de um espectrometro de RMN de campo ciclado, variando-se as
frequéncias de determinag@o do tempo de relaxagdo T,.

Na Figura 3, apresenta-se, como exemplo, o decaimento da
magnetizagdo da amostra A M_em fungio do tempo de permanéncia
no campo de evolucio T, (Figura 3) a linha cheia corresponde ao
melhor ajuste da Equagdo 1 aos pontos experimentais. As linhas
tracejadas correspondem as trés contribuigdes consideradas na
Equac@o 1. O fato de, na maioria dos casos, a contribui¢ao com tempo
de relaxacdo T, ,, ter um menor peso, dificultou a determinacio de
T, , a vdrias frequéncias. Esse resultado deveu-se principalmente a
pouca intensidade e a presenca de ruido no sinal detectado, devida
a constitui¢do bésica das amostras serem polissacarideos e fibras.

Na Figura 4, estdo mostradas as evolugdes de T, e T, com a
frequéncia. Todas as amostras apresentaram dois tempos de relaxacio

Amostra de controle a 1.25 MHz

10 ~

M, (u.a.)

2 A Tl ~M0| exp (-1/T, )
Saliaiiiii '\"“"LT\"\‘ el -an__ exp (-/T, )
0 - T PP
T T T
1073 1072 10! 10° 10!

T(s)

Figura 3. Amplitude do sinal de induc@o livre vs. tempo, T, de relaxagio no
campo magnético B, para a amostra A (de controle) a 1.25 MHz.
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sendoque T ,> T, , referentes aos componentes majoritdrios, como
6leos fixos e os polissacarideos/fibras. A evolu¢@o dos valores de
T, eT,,, correspondentes as amostras A e C (amostras M. ilicifolia
controle e M. ilicifolia comercial cangeri) é semelhante entre si,
devido a similaridade dos constituintes majoritdrios e ligeiramente
distinta da evolucdo de T, e T, ,da amostra B. Na amostra B, a
evolugdo de T, |, € ligeiramente mais acentuada do que para as
demais amostras.

Na Figura 5 apresenta-se o grfico com a evolug@o dos pesos M,
e M, com a frequéncia correspondente as contribuigdes, com tempos
de relaxagfio T e T , para a amostra A e as amostras comerciais B
e C. A contribuigdo correspondente aos valores de T | tem um maior
peso para a amostra B, do que para as amostras A e C. Os valores
dos pesos das contribui¢des M, e M, em T  eT, , correspondentes
as amostras A e C, apresentaram uma evolucio semelhante, devido
a constitui¢do quimica das plantas em observagao.
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Figura 4. Evolucdo dos tempos de relaxagdo T, e T, ,para as amostras de
M. ilicifolia de controle (A) e comerciais dadinany (B) e cangeri (C).
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Figura 5. Grifico da evolugdo dos pesos M, (simbolos vazios) e M,
(simbolos cheios) correspondentes as contribui¢des com tempos de relaxagdo
T, e T,, respectivamente. ®-M. ilicifolia de controle (A), A-M. ilicifolia
comercial dadinany (B), ¥ -M. ilicifolia comercial cangeri (C).
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A andlise dos resultados das evolugdes obtidos pela relaxometria
permite distinguir a amostra dadinany (B) com relag@o as amostras A
(controle) e C (Cangeri) e estdo em concordancia com os resultados
obtidos por TGA e FTIR.

Conclusoes

Neste trabalho efetuou-se um estudo de caracterizagio por TGA,
FTIR e RMN, via relaxometria, de amostras da planta M. ilicifolia
visando se detectar diferencas e/ou semelhangas entre estas e pode
correlacionar estes resultados com a autenticidade e/ou qualidade dos
produtos estudados. Assim, pretendeu-se verificar em que medida
por RMN de baixo campo pode ser utilizado na caracterizagdo
e distincdo de amostras da planta com diferencas de origem. Os
resultados obtidos por relaxometria foram comparados com andlises
complementares de FTIR e TGA. Verificou-se por relaxometria de
RMN, que uma das amostras comerciais (cangeri) apresentou um
comportamento semelhante a amostra controle, enquanto a segunda
amostra comercial, dadinany, apresentou um resultado distinto. As
diferencas detectadas entre as amostras observadas por TGA e FTIR
foram confirmadas pela espectroscopia de RMN. A possibilidade
de utilizar a relaxometria por RMN para diferenciar amostras de
diferentes proveniéncias se mostra muito promissora, com a vantagem
desta técnica, poder ser utilizada com amostras fntegras.
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