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LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

OMS - Organizacao Mundial de Saude
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UV - vis — ultravioleta visivel

CERCCOPA - Central Regional de ComercializacdGelatro Oeste do Parana
RURECO - Fundacdo para o desenvolvimento econOmicaral do Centro — Oeste do
Parana.
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EEP95 — extrato etandlico de plantas 95%
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CA — caléndula

CL — capim limao

ES — espinheira santa

CL70% - extrato etandlico 70% de capim-limao

CL 95% - extrato etandlico 95% de capim-limao

CA 70% - extrato etandlico 70% de caléndula

CA 95% - extrato etandlico 95% de caléndula

ES 70% - extrato etanolico 70% de espinheira-santa
ES 95% - extrato etandlico 95% de espinheira-santa
ESINF — espinheira santa em infusdo aquosa
CLINF — capim liméo em infusdo aguosa

CAINF — caléndula em infusdo aquosa

ESFL — espinheira santa na folha calcinada

CLFL - capim liméo na folha calcinada

CAFL — caléndula na folha calcinada



RESUMO
Giseli Ducat. Plantas Medicinais, Metais, Fenoéljddavonodides, Atividade Antimicrobiana.

A utilizacdo de plantas para fins medicinais tentoseado um recurso terapéutico alternativo
de grande aceitacdo pela populacdo mundial e vedlesenvolvendo juntamente com a
comunidade médica, desde que sejam empregadaagptanas atividades bioldgicas tenham
sido comprovadas cientificamente, confirmando siigh@a e seguranca (CECHINEL &
YUNES,1998; KINGHORN,2001). Além disso, a import@ndas plantas deve-se por sua
contribuicdo como fonte natural de farmacos. Estxjpisa teve como objetivos determinar o
teor de metais essenciais e ndo essenciais aocimgahumano em infusées aquosas, em
amostras calcinadas e em extratos etandlicos 7@%%e v/v obtidos a partir de plantas
medicinais, através da técnica de espectrometrési@cdo atbmica em chama, avaliar o teor
de fendis totais e flavondides nas infusbes aquesass extratos etanolicos, através da
espectrofotometria UV-vis nos comprimentos de ofélae 425 nm, respectivamente e ainda
verificar a acdo antimicrobiana dos extratos etaosle infusées aquosas, atraves da técnica
de difusdo em agar. As plantas avaliadas foramlénaala Calendula officinalisL.), o
capim-limdo Cymbopogon citratugDC) Stapf) e a espinheira-santslaytenus ilicifolia
Mart. ex Reissek ) cultivadas e comercializadasa pelpulacdo na regido de Guarapuava -
PR. Os resultados obtidos mostraram que a extidgsionetais nas infusdes variou entre 6,2
a 68,2% do total encontrado em cada planta; osisnétacos foram encontrados apenas nas
amostras calcinadas. O extrato etandlico 70% donedpnao apresentou 0 maior teor de
fendis e flavondides. Os extratos de espinheingaséd% e 95%, capim limdo 70% e 95% e

caléndula 95% apresentaram atividade antimicrobiapartante frente Klebsiellasp.

Palavras — chaves: plantas medicinais, metaisliéesoflavondides, acdo antimicrobiana.



ABSTRACT
Giseli Ducat. Medicinal Plants, Metals, PhenolEsyvonoids, Antimicrobial Activity

The use of medicinal plants has become an altemaltierapy of great acceptance by the
population and the medical community. Physiciangsgribe medicinal plants and
phytotherapics whose biological activities, effeetiess and safety have been scientifically
investigated and proved (CECHINEL & YUNES,1998; KGNORN,2001). Plants are also
resources of active principles used as modelsanstmthesis of modified compounds with
improved activity and lesser toxic effects. Thisearch aimed to determine by flame atomic
absorption spectrometry the concentration of egdeahd no essential metals in aqueous
infusions, in roasted plant samples and in 70% 5% v/v ethanolic extracts. The quantity
of total phenols and flavonoids in the aqueoussiins and in the ethanolic extracts were
further determined through UV-vis spectrometry &0 7and 425 nm, respectively.
Additionally, the antimicrobial activity of the etholic extracts and aqueous infusions was
assayed by the diffusion technique in agar. Theraagpgd plants were the marigold
(Calendula officinalisL.), the grass lemonClymbopogon citratugDC) Stapf) and the
“espinheira-santa” Mlaytenus ilicifolia Mart. ex. Reissek) cultivated and marketed in
Guarapuava — PR region. The obtained results shtivetdnetals extraction in the infusions
varied among 6,2 to 68,2% of the total amount founglach plant; the poisonous metals were
just found in the roasted samples. The 70% ethamoliract of grass lemon presented the
largest amount of total phenols and flavonoids. T@% and 95% espinheira santa and grass
lemon extracts and 95% marigold extracts showedrtapt antimicrobial activity against
Klebsiellasp.

Keywords: medicinal plants, metals, phenolics, dlaeids, antimicrobial activity






1. INTRODUCAO

Os vegetais de modo geral fazem parte da vida dehodesde quando ele comegou
a usa — los como fonte de alimentos, de materiaia p vestuario, habitacdo, utilidades
domeésticas, na producédo dos meios de transpantecera e prevencao de doencas atraves do
uso de plantas medicinais. Sua importancia, meuitiaintensidade de seu uso transcende o0s
diversos estagios de desenvolvimento da sociedatlealmente representam uma das
alternativas entre as diversas fontes de insumosseérios a existéncia da sociedade, tendo
como principal vantagem o fato de ser uma fontevével e, em grande parte, controlavel
pelo homem (LORENZI & MATOS,2002).

Em todo o mundo tem sido realizadas pesquisas sabregirtudes das plantas
medicinais, seja para fins alimenticios, cosmétamosnedicinais (VOLPATCt al,2001; LU
& FOO, 2001; KUMARet al,2005; LOZAK et al, 2002). A Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) estima que 80% da populacdo mundial utiligglantas medicinais como principal
recurso no atendimento basico de saude. A utilzagé@ plantas medicinais, pratica
tradicional ainda existente entre os povos de todmundo, tem recebido incentivos da
propria Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2002).

Em consequéncia do aumento na demanda por prodittase de plantas medicinais,
que ocorreu devido o aumento significativo do iegee do publico brasileiro pelas "terapias
naturais", faz-se necessario investigar como eggedutos estdo sendo ofertados ao
consumidor, de acordo com a legislacdo especificat@ios estabelecidos cientificamente
(MELO et al2007).

Muitos compostos estdo presentes nas plantas madicientre eles, compostos
fendlicos, originados do metabolismo secundario pogsuem propriedades antioxidantes,
onde diversos extratos de plantas vém sendo estsiddadmo a salvia (LU & FOO, 2001),
coentro (MELO et al 2003), alecrim (RAMALHO, 2005), etc. Além das priedades
antioxidantes, muitos Oleos essenciais e extratos $ido estudados pela sua atividade
antimicrobiana, como o capim-limao(SCHUGHK al 2001; ONAWUNMI et al 1984),
carqueja (AVANCINI et al 2000), caléndula (VOLPATOet al2001), entre outros
(GONGALVESet al, 2006).



Existem também diversas pesquisas sobre o teorimkrais presentes em plantas
medicinais, visto que estes sdo imprescindiveia parutricdo humana (FERNANDEZ al,
2002; ALMEIDA et al2002; RASHED, 1995).

Na regido de Guarapuava-PR, a producdo de plantedicimais cresceu
consideravelmente e contou com a criacao da canpe@ERCCOPA que possui estruturas
de armazenamento, beneficiamento de mel, cera easbe plantas medicinais, a qual
comercializa no atacado e varejo, no Parana e eersdis estados do Brasil. Comercializa
ainda outros produtos como material apicola, pigpatc. Hoje a CERCCOPA atinge
diretamente aproximadamente 350 familias com ai@adedutiva de mel e plantas
medicinais, com atuacdo em 09 municipios da reg@adhao, Turvo, Pitanga, Santa Maria do
Oeste, Boa Ventura de Sdo Roque, Nova Tebas, Gémtagrmond e Laranjeiras do Sul).
Nos ultimos 10 anos, 0 processo organizativo neioegresceu e foi se especializando por
cadeia produtiva. Surgiram as cooperativas detorédinais recentemente as cooperativas da
cadeia do leite. A producéo de plantas medicipara esta regido tem importancia socio-
econbmica, além do agro-negdcio e da agroecologia.

Este trabalho destaca trés plantas medicindtisanas e utilizadas pela populacéo de
Guarapuava — PR: caléndul@alendula officinalisL.), espinheira-santaMaytenus ilicifolia
Mart. ex Reissek) e capim — limaGymbopogon citratu¢DC) Stapf). O objetivo principal
foi caracterizar parcialmente estas plantas atralg@squantificacdo de ions metalicos
essenciais e ndo essenciais para 0 organismo hunsragua de infusdo, em amostras
calcinadas e em extratos etandlicos, pela técrecasgectrometria de absorcédo atdmica em
chama, visto que ions metélicos sdo imprescendpeaess 0 organismo humano. Também foi
determinado o teor de fendlicos totais e flavor®ider espectrofotometria Uv-vis, pois estas
substancias séo consideradas antioxidantes. Cgopuacao tem o habito de consumir chas
para diversas moléstias, neste trabalho tambéravialiada a atividade antimicrobiana da
agua de infusdo e dos extratos etandlicos fremtiguns micro-organismos. Ao término do
estudo aplicou-se uma ferramenta estatistica atssdzbtidos a fim de avaliar uma possivel
correlacdo entre os ions metéalicos, os compostgdnmos e a acdo antimicrobiana das

infusdes e extratos alcoolicos.



2. OBJETIVOS

Geral:

Caracterizar parcialmente as seguintes plantas cmedi: caléndula Galendula
officinalis L.), capim-limdo Cymbopogon citratus(DC) Stapf), espinheira-santa
(Maytenus licifolia Mart. ex Reissek) cultivadas na regido de Guanasp®d pela

determinacao de compostos organicos e inorganresgpes nas mesmas.

Especificos:

Quantificar os ions metélicos essenciais e nameiség para 0 organismo humano na
agua de infusdo das plantas caléndula, espintaaita-e capim-limao;

Quantificar os ions metalicos totais essenciaisde @ssenciais nas plantas apdés o
processo de calcinacao (digestao via seca);

Quantificar os ions metalicos essenciais e hdmeiség para 0 organismo humano nos
extratos etanolicos;

Quantificar os acidos fendlicos e flavondides pmés® nos extratos etandlicos e na agua
de infusdo das plantas;

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratosnéliaos e na agua de infusdo das

plantas.

Aplicar ferramentas estatisticas aos resultadoglambta fim de conhecer possiveis

correlacBes entre os ions metalicos e os compfestokcos existentes nas plantas.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cultivo de plantas medicinais

Desde a antiguidade, os homens buscam na nate®naas para melhorar suas
proprias condi¢cOes de vida e aumentar suas chdecasbrevivéncia. O uso de plantas como
alimento sempre existiu e a este se incorporowsegbde matéria prima para a confeccao de
roupas e ferramentas, além de combustivel pargm(fdORENZI & MATOS, 2002).

Atualmente o uso de plantas com propriedades fa#uati@as tem aumentado
significativamente. Além disso, as plantas medisidasempenham um papel importante na
saude publica, especialmente em paises em desengoto.

No Brasil, o0 uso de extratos vegetais para ortratéo de algumas doencas é um
hébito totalmente difundido. Esse habito pode spliado, pelo menos em parte, pela crenca
que plantas com efeitos terapéuticos nao causatoseféxicos no organismo (BOSSOLANI,
2000). A flora brasileira é estimada em aproximaefate entre 40.000 a 60.000 espécies
vegetais. O Brasil também é conhecido por possoé mnedicina tradicional muito rica, que
pode ser explicado considerando sua populagéorauidti, ou seja, o resultado de uma
miscigenacao culturaFARNSWORTH & SOEJART(Q1991; ENGELKE, 200¢

Diversas investigacfes tém provado que as plargd&cmais contém diversas classes
de compostos como polifendis, alcaldides, tanioagtendides, terpendides, etc., (ARABBI
et al,2004; ARAUJO 2007; HAMBURGER al, 2003; LEITEet al, 2001; NOSSACkKet al,
2000). Entre essas classes estéo os flavondidea@dos fendlicos, que sdo conhecidos por
exibir varias propriedades farmacoldgicas como paetoras, anticarcinogénicas, antivirais,
anti-inflamatérias, bem como antialérgico, algumessas propriedades tem sido relacionadas
a acao desses compostos como antioxidantes (CARBAtA|, 1989; HAMBURGERet al,
2003; HOLETZet al, 2002; PUATANACHOKCHAIet al,2002; RUNNIEet al,2004;
SARTORIet al2003).

No inicio da década de 80, os pequenos agricult@esgidao Centro Oeste do Parana,

principalmente os que viviam sob o regime de ecaadamiliar, buscaram entre as varias



formas produzir e resistir na terra a formacaosseeacoes, de carater econémico. Com
objetivos diversos (producao, compra de equiparserdletivos, prestacao de servigos,
assisténcia técnica e comercializacao), de forti@utada, os pequenos produtores foram se
organizando em grupos informais, associacdes caamias, municipais, centrais, etc.

Este processo organizativo se constituiu num itapge instrumento na busca de
alternativas de producéo, tendo como base a adogga,oo desenvolvimento sustentavel e a
organizacao de cadeias produtivas, como a do taeltgs medicinais, leite, criacdo de fundos
de crédito rotativo, etc. Buscaram-se com issoelonia da renda das familias envolvidas e
sua fixagéo na terra, num periodo que o modeledenyolvimento agricola, vinha excluindo
do campo, milhares de pequenos agricultores todo an

Como resultados deste processo foram constituigkis periodo, mais de 80
associacdes comunitarias que deram origem a cgsoriacdes com abrangéncia municipal.
Este trabalho associativo, articulado com o movimemdical, dos trabalhadores rurais,
assessorado pela fundagdo RURECO, iniciou o depateleu origem a fundagéo da Central
Regional de Comercializacao do Centro Oeste dnRar&C ERCCOPA (Figural).

Figura 1. Foto externa da CERCCOPA (Guarapuava — PR)

A CERCCOPA nasceu da necessidade dos agriculmmaidres que participavam
deste processo organizativo, de se ter na regida amtidade que pudesse articular, orientar,
defender e propor politicas de desenvolvimentd |acpartir das necessidades e acdes



realizadas nas comunidades juntos a estas fanfiBgdantas medicinais cultivadas pelos
agricultores e comercializadas pela CERCCOPA, emlualcachofraGynara scolymus.),
alecrim Rosmarinus officinalif..), arnica Solidago microglosgacaléndulaCalendula
officinalis L.), camomila Klatricaria chamomillaL.), capim-limdo Cymbopogon citratus
(DC) Stapf.), carquejaB@ccharisgenistelloides)cavalinha Equisetum sp, chapéu-de-couro
(Echinodorus macrophyllyserva-de-sao-joadypericum perforatum b.,. espinheira-santa
(Maytenus illicifolig, funcho Foeniculumvulgare), guacatong&ésearia sylvestris Syy.
guaco Mikania glomerataSpreng.),ginkgoGingko bilobal..), hortela Mentha piperital..),
macela Achyrocline satureoidddC), manjerona@riganum majorang maracuja
(Passiflora eduliy melissal{ielissa officinalisl.), pata-de-vacaBauhinia forficatd, poejo
(Menta pulegiur séalvia Galvia officinalig, sete-sangriaCuphea carthaginensis
tanchagemRlantago australis A seguir encontra-se a descri¢cao de trés plaelasionadas

como objeto de estudo deste trabalho.

3.1.1 Caléndula Calendula officinalis L.)

A caléndula pertence a familia Asteracea Compqsitamesma familia da margarida,
nativa das llhas Canarias e regido Mediterraneaunta planta herbacea anual, ereta,
ramificada de 30 — 60 cm de altura, suas folhas s#d@ples, sésseis, de 6 — 12 cm de
comprimento, suas flores sdo amarelas ou alaranj@elgura 2), dispostas em capitulos
terminais grandes, multiplica-se por semente (LORE& MOREIRA, 2001). E cultivada
em toda zona temperada do mundo, € muito cultivemld@rasil para fins ornamentais,
havendo variedades especialmente desenvolvidasjgaias. Vegeta em varios tipos de
solos, desde que ricos em matéria organica. A espécadapta bem aos solos férteis e
umidos, com iluminacgéo plena (LORENZI & MATOS, 2002

E amplamente utilizada em todo o mundo na meditiadicional desde a Idade
Média, havendo inclusive hoje variedades mais a@mdas para este fim. Seus principais
constituintes sdo Oleos essenciais ricos em cadies caroteno, calendulina e licopina,
flavocromo, mutacromo, aurocromo, favoxantina, asrismazantina e xantofila, além de
flavondides, corante§TESKE & TRENTINI, 2001, GAZIMet al 2007), monoésteres de
faradiol (HAMBURGEREet al, 2003).Seu 6leo essencial estimula a granulocitose e itagec
auxiliando no combate as infecgdes. Pela sua acétizante diminui a gastrite e a Ulcera



gastrica. Testes clinicos comprovaram sua acatuaratial. O 6leo de caléndula é indicado
em casos de fissura de mamilo devido a amamentagosendo prejudicial ao lactante
(TESKE & TRENTINI, 2001).

A caléndula € uma planta medicinal muito popularBwmopa e nos EUA, ja foi
monografada em varias farmacopéias nacionais, €1889® no suplementduropean
PharmacopeidEUROPEAN PHARMACOPOEIA SUPPLEMENT, 1999).

A parte da planta usada para propdositos farmiao8ut cosméticos € a flor seca,
gue contém saponinas, alcoois triterpenos e eéstecafs, carotendides, flavondides,
cumarinas, taninos, (HAMBURGERt al 2003; GAZIM et al, 2007). Foram atribuidas
propriedades anti-inflamatorias das flores de chlencom a ajuda de testes farmacoldgicos
in vivo (SARTORIet al, 2003) atividade antimicrobiana (HSIE al, 2001), antiedematosa
(HAMBURGER et al, 2003).

A caléndula tem sido utilizada normalmente comdsclke pomadas. As infusGes
geralmente sdo feitas com 1 a 2 g da planta imanatm 150 mL de agua fervente e ingeridas
trés vezes ao dia como antiespasmodico (JELdtlElL, 2003); como pomada é usada como
anti-inflamatorio, para queimaduras, contusfesupgdes cutaneas (LUENG & FOSTER,
1996; BLUMENTHAL et al,2000).

As folhas secas também sdo usadas como um teraprdd seu uso considerado
seguro, pela FDA (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 20 A caléndula tem sido
usada tradicionalmente na medicina pela Europeatidvies Agency (EMEA, 2008, a, b). A
caléndula também é usada na perfumaria, na condipode perfumes, o aroma de suas flores
esta associado a presencga dos sesquiterpenogaa Viatil, dentre esses esta o d-candineno
gue confere notas verdes, refrescantes e docespensavel pelas notas amadeiradas esta o
a-cadinol (REZNICEK & ZITTERL-EGLSEER, 2003).

(&) www.greenspiralherbs.com/Pictures.htm (b) http://commons.wikimédia.org/wiki/File:Calendula@fhalis.jpg

Figura 2. Flor da caléndula (a) e plantacdo de caléndulas (b



3.1.2 Capim — limao Cymbopogon citratus (DC) Stapf)

O capim-lim&o pertence a familia Poaceae, € unamparene, cespitosa quase acaule,
com folhas longas, estreitas e aromaticas (Figum, uando recentemente amassadas tem
forte odor de limédo, flores raras e estéreis, dgeor asiatica, encontrada em cultivo
principalmente na América do Sul, Africa, india,stdlia e nos Estados Unidos. E conhecida
por diversos nomes populares, tais como capim-lingapim-cidreira e capim-cidrao no
Brasil, belgata e chi-do-gabdo em Portugal, cititwma Franca, lemon-grass nos paises de
lingua inglesa e surwai na india (CORREA, 1984; SANNETTI, 1989; LORENZI &
MATOS, 2002).

E consumido como uma bebida aromatica e usadailisga tradicional pelo seu
sabor de limdo, mas também é empregado na megiomalar. Infusdes ou decoccdes de
folhas secas tém sido utilizadas para dores nanesfd, antiespamaédico, calmante, e agente
anti-hipertensivo (BORRELLI & 1ZZ0O, 2000; GUPTA, 29). Em muitos paises € usado
para tratar estados febris e como um relaxantela®um estados emocionais alterados e € um
agente antidepressivo (GUPTA, 1995).

Possui emprego medicinal, para o qual podem skragtas as folhas frescas ou
dessecadas e 0 0Oleo extraido delas (BENNETT & PRANKDOO; SOUZAet al, 1991). O
principal constituinte do 6leo essencial € o ci{dad a 85%), formado por uma mistura dos
isdmeros geranial e neral (BRUNETON, 1991; EVANS94G; PINO & ROSADO, 2002;
SIDIBE et al, 2001). Em quantidades menores j& foram identiisaoutros componentes,
como canfeno, citronelal, citronelol, farnesol, ageol, limoneno, linalol, mentol, mirceno,
nerol, a-pineno, b-pineno e terpineol (TESKE & TRHNI, 2001; SOUZA et al, 1991).
Entre o0s constituintes fixos encontram-se flavoe®id (DEMATOUSCHEK &
SATHLBISKUP, 1991), saponinas e alcalbéides (SOWIAI,1991; D'MELLOet al, 1991).

Estudos com extratos de folhas e 6leo essenci&.dotratus demonstraram efeito
anti-inflamatorio, hipotensivo, vasorelaxante, idade diurética (CARBAJALet al, 1989;
RUNNI et al, 2004), atividade antioxidante, (CAPIR& al 2001; MELOet al, 2001),
propriedades quimiopreventivas (PUATANACHOKCHAEt al, 2002), atividade
antimicrobiana frente a cepas isoladas de infeag@dria (PEREIRAet al 2004) e atividade
antimicrobiana, (DUKE, 1997; FIOR al., 2000).



http://sharraurstralis.com.au/shop/images/Cymbopogon_citrgiys.j

Figura 3. Arbusto de capim-limao

3.1.3 Espinheira — santaNlaytenusilicifolia Mart. ex Reissek)

Vérias plantas sdo conhecidas no Brasil com o npoplar “espinheira-santa”,
dentre elas Maytenus ilicifoliada familia Celastracea, nativa de muitas partesnaérica do
Sul, incluindo partes do Brasil (HARTWELL, 1968;MA et al, 1969; LIMA, 1971), é uma
arvore de pequeno porte ou arbusto grande, cres@éd maximo de 5 m de altura, dotada
de copa redonda e densa, nativa de regides dedaltito sul do Brasil. Folhas coriaceas e
brilhantes, com margens providas de espinhos poigidos. Flores pequenas de cor
amarelada. Os frutos sdo capsulas oblongas, didscete cor vermelha contendo la 2
sementes de cor preta (Figura 4) (LORENZI, 2002).

Estudos demonstraram a atividade antillcera gastin ratos e seres humanos,
utilizando os extratos aquosos das folhas (CARLINIG8; SOUZA-FORMIGONEet al,
1991; GONZALEZet al, 2001; QUEIROGAet al, 2000). O estudo fitoquimico indicou a
presenca de flavondides (LEIT& al, 2001), ha também relatos sobre outras substancias
polifendlicas (possivelmente taninos) nos extramsosos (CARLINI, 1988). A friedelina e o
fridelan-3-ol sdo os triterpenos majoritarios nalbds deMaytenus ilicifolia sendo proposto
um meétodo para sua quantificacdo (NOSSA€Kal, 2000), visando o estabelecimento de
critérios gerais de qualidade para os medicaméfittisrapicos contendo espinheira-santa
(VILEGAS et al, 1994; VILEGAS & LANCA, 1997).



O Governo brasileiro através da ANVISA (Agéncia idaal de Vigilancia Sanitaria);
aprovou o0 uso e a comercializacdo de fitoterpitzodlaytenus ilicifoliapelo seu conteudo
conhecido de taninos, sendo que 0s mesmos sao codepor suas propriedades
cicatrizantes (SOUZAt al, 2008).

(a) www.infobibos.com/.../2006_3/Espinheira/Figi.jp (b) httperradobrasileirolano.blogspot.com.jpg
Figura 4. Folhas (a) e frutos (b) da espinheira — santa

3.2 Essencialidade dos minerais

Os elementos minerais possuem papéis essenciais, damo ions dissolvidos em
liguidos orgénicos como constituintes de compos&senciais, eles estdo distribuidos na
natureza e exercem papéis fundamentais no orgamismano. O equilibrio de ions minerais
nos liquidos corpéreos regula a atividade de meitagmas, mantém o balanco acido — base e
a pressdao osmotica facilitando a transferéncia odeapostos essenciais e mantém a
irritabilidade nervosa e muscular (MAHAN & ESCOTT3MP, 1998).

Os elementos tracos, também chamados oligoelemejuoamente com outros
nutrientes essenciais sdo necessarios para ompeggoi funcionamento fisiolégico normal e
manutencao da vida; eles devem ser consumidosatdins alimentos. A classificacdo exata
de elementos tragcos e macrominerais ndo é clasacamsideram-se elementos tragcos aqueles
que séo requeridos em quantidades menores que Al@mgnquanto alguns deles sdo de
vital importancia para a vida, outros ainda tém el biolégico indefinido e outros podem
causar sérios danos a saude. Recomendacfes fiasatem sido estabelecidas para alguns



elementos tracos, pois sua deficiéncia pode causgnizo a saude. Para decidir se um
elemento € um micronutriente essencial, variogrosg sdo estabelecidos, como a presenca
do elemento em um tecido saudavel, se aparecamoudaecém-nascido, se 0 corpo mantém
controle homeostatico na sua captacdo, circulacangusnea, tecido e excregao
(LESNIEWICZ et al, 2006,).

Juntos, 0os minerais representam de 4 a 5% do pmpdreo, aproximadamente
metade deste peso € Ca, e outro quarto € P. Gsaitico macrominerais (Mg, Na, Cl, K e
S) e os 14 microminerais (Fe, Zn, Cu, I, Mn, F, I@o, Se, Cr, Sn, Ni, V e Si) constituem os
25% restantes (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 1998).

Elementos tracos possuem caracteristicas prevens@vaurativas no combate as
doencas, por isso € muito importante conhecer & da/ macro e micronutrientes nas plantas
medicinais e em medicamentos fitoterapicos estimaselis teores para fazerem parte da
dieta humana, e também para verificar se estdonemivel adequado, pois alguns minerais
em niveis elevados podem se tornar toxicos.

Véarios estudos ao longo da ultima década foramizesls para determinar a
quantidade de macro, micronutrientes e ions de moetslicos pesados em plantas, tanto
medicinais quanto aromaticas (AJA®Aal, 2004; CHIZZOLAet al, 2003; GARCIAet al,
2000; KUMAR, et al, 2005; LOPEZt al, 2000, RAZICet al, 2003).

Yemane et al analisaram o teor de ions metalico€& Mg, Fe, Mn, Cu, Zn, Na, Cd
e Pb) em cinco amostras de cha @amellia assamicapor espectrometria de absorcao
atdmica em chama, entre os macronutrientes estsidad#ofoi o elemento mais abundante
nos chéas (17,7-24,8 mg/g), os ions metalicos téxkim e Cd estavam abaixo do limite de
deteccdo do método utilizado (YEMANIE al, 2008)

Caldas e Machado determinaram o teor total de @d Rb em amostras de ginkgo-
biloba Ginkgo bilobg, espinheira-santaMaytenus illicifolig, cascara-sagrada&Rijamus
purshiang, berinjela Solanum melongeha castanha-da-indiaAésculus hippocastangm
ginseng Pffafia glomeratg, centelha-asiaticaHfdrocotyle asiaticg guarana Raullinia
cupang, alcachofra Cynara scolymys clorela Chlorella pyrenoidosp no total foram 130
amostras, utilizando espectrometria de absorcamiedd o Hg foi o elemento que foi
determinado no maior numero de amostras (38% miasteas), seguido do Pb (23%) e Cd
(13%) (CALDAS & MACHADO, 2004).



Basgel & Edermoglu, determinaram 14 elementos gaasade infusdo de sete plantas
diferentes consumidas na Turquia, pelas técnicasSFA ICP-OES, o conteudo de Ca variou
entre 17,74 e 965 mg/kg; Mg 610 — 2078 mg/kg, F® 4; 107,4 mg/kg, Al 1,60 — 19,7
mg/kg, Mn 4,30 — 49,1 mg/kg, Zn 3,9 — 18,0 mg/kghre 2,45 — 8,1 mg/kg, ndo foram
detectados os teores de Co, Cr, Pb e Cd nas isf(B8&GEL & EDERMOGLU, 2006).

3.2.1 Funcéo dos minerais no organismo humano

Os minerais essenciais ao organismo humano podemclassificados como
macrominerais, microminerais e elementos tracoan@sominerais (Ca, P, Mg, S, Na, Cl e
K), sé@o os elementos que devem ser consumidosutti@nte em concentracdes acima de 100
mg, 0s microminerais (Fe, Zn, Cu e Mn) em tornd. de50 mg/dia e os elementos tracos (I,
Cr, Sh, Co, Se, Al, Si, Sr e Sn) abaixo de 1 mg/diseguir encontram-se relacionados a
importancia de alguns elementos na nutricdo hurfMA&lAN & ESCOTT-STUMP, 1998).

Célcio

O Ca no organismo é o mineral mais abundante, itginsio de 1,5 a 2% do peso
corporeo e 39% dos minerais corpéreos totais; 99%alencontram-se nos 0ssos e dentes. O
1% restante esta no sangue e liquidos extraceduéadentro das células dos tecidos moles
regulando muitas funcdes metabolicas importantesHAN & ESCOTT-STUMP, 1998).

A principal funcdo do Ca esta na construcéo e neaigéb dos 0ssos e dentes, além de
ter uma série de papéis metabdlicos, afeta a fudedwansporte das membranas celulares,
possivelmente agindo como um estabilizador de manabinfluencia ainda na transmisséo de
ions através da membrana de organelas celularelihenacdo de neurotransmissores nas
articulacbes sinapticas, na funcdo dos hormoéniogieos e na liberacdo ou ativacdo de
enzimas intracelulares e extracelulares, € nedesgara a coagulacdo sanguinea. O Ca é
necessario na transmisséo nervosa e regulacadida tardiaca. O equilibrio apropriado dos
ions Ca, Na, K e Mg mantém o tbnus muscular e glamr a irritabilidade. O Ca também
previne a osteoporose sendo também um tranquiéizaatural (MAHAN & ESCOTT-
STUMP, 1998; COSTA, 2002).



A recomendacdo nutricional diaria (RDA) para aduleta baseada nas estimativas de
perda obrigatdria (200 a 250 mg/dia) e na taxaldergdo de 30 a 40%, ou seja, de 800 a
1200 mg/dia (FOOD AND NUTRITION BOARD, 1989).

Magnésio

O Mg é o segundo maior em quantidade de catiotralelos liquidos celulares. No
organismo humano adulto esta presente em aproximada 20 a 28g, dos quais
aproximadamente 60% se encontram nos 0ssos, 26%himxulos e o restante nos tecidos
moles corporeos (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 1998).

A principal funcdo do Mg pode ser a de estabilasmmembranas das células em todo
0 organismo regulando o transporte ativo de outrioerais (Na, Ca, K), estabiliza também a
estrutura da ATP (trifosfato de adenosina) nasdesmenzimaticas dependentes da mesma. O
Mg é um cofator para mais de 300 enzimas envolvidasnetabolismo de componentes
alimentares e na sintese de muitos produtos. Batreacdes que exigem Mg estédo a sintese
dos acidos graxos e proteinas, a fosforilacdoidasgl e seus derivados na via glicolitica e as
reacbes da transcetolase. O Mg € importante naaf@ondo monofosfato de adenosina
ciclico (AMPc), que foi o “segundo mensageiro” a gkentificado. O AMPc recebe a
mensagem de fora das células ou por horménios oespionulos. O Mg desempenha também
um papel na transmisséao e atividade neuromusduddralhando em conjunto ou contra os
efeitos do Ca (COSTA, 2002; MAHAN & ESCOTT-STUMMSB).

As ingestbes médias diarias variaram de 187 mg ipaitheres de 60 a 65 anos de
idade até 194 mg para mulheres de 14 a 16 anodade (PENNINGTON & WILSON,
1990). Para os homens a variacdo media de ingiestde 250 mg para o grupo mais velho e

de 297 mg para 0 grupo mais jovem.
Sadio, cloreto e potassio
Estes trés constituintes dietéticos indispens&esido intimamente relacionados no

organismo. O Na constitui 2%, o K 5% e o G% do contetdo total de minerais no

organismo. Estéo distribuidos por todos os liqueléscidos organicos, mas o Na e o Cl sado



elementos primariamente extracelulares, enquantd @ um elemento principalmente
intracelular. O Na, o K e o Ckstdo envolvidos na manutencdo das seguintes €8n¢o
fisioldgicas importantes do organismo: balancostrihuicdo de agua e nutrientes nas células,
equilibrio acido-base e osmotico, contragcbes masesl normal. O sistema “bomba”
Na/K/ATPase é importante na regulagdo do volumeyutescdo do potencial de membrana,
transporte de glicose e de alguns aminoacidos imidua alanina, prolina, tirosina e
triptofano (COSTA, 2002; MAHAN & ESCOTT-STUMP, 1998

As necessidades minimas estimadas para estegiwlgtedtao incluidas nas RDAs de
1989, uma vez que os dados ainda ndo estdo digi®rpara sustentar recomendacdes
especificas. A ingestdo média de Na por individcm® 20 anos de idade e mais velhos
variou de 2172 mg para as mulheres a partir den88 até 4126 mg para homens de 20 a 29
anos de idade. A ingestdo de K esta entre 1800@nagdia (COSTA, 2002; MAHAN &
ESCOTT-STUMP, 1998).

Ferro

O Fe foi reconhecido pela primeira vez como umiente essencial para animais em
1860. No organismo humano existem de 3 a 5g deapsyximadamente 2g como
hemoglobina e 8 mg como enzimas, ambas as forneasgéo importantes, o restante do
ferro esta distribruido pelo organismo (MAHAN & ESQTT-STUMP, 1998).

Este ion desempenha muitas fun¢cdes que resultasuaie propriedades fisicas e
quimicas, principalmente sua habilidade de padricigas reacfes de oxidacdo e reducéo, é
essencial para o organismo. Quimicamente, o Fe élemento altamente reativo que pode
interagir com o oxigénio para formar intermediaricgpazes de danificar membranas
celulares ou degradar o DNA. O Fe precisa estaefinente ligado as proteinas para prevenir
efeitos destrutivos (COSTA, 2002; MAHAN & ESCOTTGWP, 1998; LOZOFF, 1990).

O Fe tem um papel no transporte respiratorio dgémio e didxido de carbono € uma
parte ativa das enzimas envolvidas no processegfaracao celular. O Fe também parece
estar envolvido na funcdo imunoldgica e no desempe&ognitivo. Apesar destas relacdes
nao estarem claramente identificadas, reforcam penativo de prevenir a anemia por
deficiéncia de Fe na populagdo mundial (COSTA, 200RAHAN & ESCOTT-STUMP,
1998).



E muito importante para a funcéo cerebral normat@ias as idades (BEAR& al,
1993), estando envolvido na fungéo e sintese do®mansmissores e possivelmente mielina.

Ocorrem mudancas no metabolismo de Fe em certadosstie doenca, tais como o
mal de Alzheimer. A distribuicdo de Fe no cérebradendurante o envelhecimento normal
(JOHNSONet al 1994).

O “Food and Nutrition Board” recomenda uma ingesti#éria de 10 mg Fe para
homens e mulheres na pos-menopausa. Para mulhmessireas é necessario uma ingestao de
15 mg/dia para repor as perdas ocasionadas pelatmmegéo e fornecer estoques de Fe
suficientes para sustentar uma gravidez. Ja pamgeasos é uma RDA de 12 mg/dia (OMS,
1998).

Zinco

O Zn encontra-se distribuido por todo o reino vagetanimal perdendo para o Fe em
abundancia. Sua concentracéo pode varia de 2r3gganismo de um adulto, sendo que as
maiores concentracdes estdo no figado, pancreas,08s0s e musculos voluntarios, esta
presente em todos os tecidos e liquidos do organ{MAHAN & ESCOTT-STUMP, 1998;
OMS, 1998).

Este ion participa da sintese ou a degradacdo debatieos maiores, tais como
carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nude¢ida sintese de conversdo por hidrélise do
colageno, da sintese do DNA e de fibroblastos. Mai200 enzimas de Zn foram isoladas de
varias espécies. O Zn também esta envolvido ndikzsigdo de estruturas de proteinas e
acidos nucléicos e na integridade de organelaseBuares, assim como nos processos de
transporte, funcéo imunologica e expressao danrdgéo genética (COSTA, 2002; MAHAN
& ESCOTT-STUMP, 1998, PRASAD, 1998).

A RDA de 1989 estabeleceu 15 mg/dia como a ingesgpéapriada para adolescentes
e adultos. Devido ao peso corporeo menor das agwoies e mulheres adultas, sua RDA é de
12 mg/dia. A exigéncia para pré-adolescentes énadd em 6 mg/dia, mas devido a uma
perda dérmica maior e mais variacdo, a RDA tem sgdabelecida em 10 mg. A RDA para

bebés é de 5 mg/dia durante o primeiro ano de(Qd4S, 1998).

Cobre



O Cu é um antioxidante que regenera a citocromda®& € reconhecido também
como um constituinte normal do sangue desde 183%0Acentracdes de Cu sdo maiores no
figado, cérebro, coracédo e rim. O musculo tem uomcentracdo mais baixa, mas devido a
sua grande massa, contém aproximadamente 40% de @odCu no organismo.
Aproximadamente 90% do Cu no plasma sao incorpanadmeruloplasmina, o resto é ligado
e a albumina, transcupreina e aminoacidos (MAHANERCOTT-STUMP, 1998, OMS,
1998).

O Cu é um componente de muitas enzimas sendo Aecegara a producéo do acido
ribonucléico (RNA), e tem papéis bem documentadmsoxidacdo do Fe antes dele ser
transportado no plasma e na ligacdo cruzada dgembanecessaria para a sua forca de
tensdo, atua também na producdo de energia mitoabré essencial para a formacédo da
mielina nas fibras nervosas (MAHAN & ESCOTT-STUMR98; COSTA, 2002).

Apesar de dados suficientes ndo estarem dispornpeess estabelecer uma RDA, a
revisdo de 1989 recomenda como “ingestao dietditm@a considerada segura e adequada”
(ESADDI) para o Cu de 1,5 a 3 mg/dia para adoldssem adultos. A ESADDI para criancas
é de 0,7 a 2 mg/dia (OMS, 1998).

Crémio

Em 1945, os dados sugeriram pela primeira vez ymelgdaiologico para o Cr, mas
este ndo era geralmente aceito como um nutrieséneisl até 1977.

Assim como outros minerais, as formas organicammegénicas do Cr sdo absorvidas
diferentemente. O Cr orgéanico é prontamente aldorwnas sai rapidamente do sangue.
Menos de 2% do Cr trivalente consumido é absongdado esse 0 essencial ao organismo
humano. A absorcdo do Cr é aumentada pelo oxakatoaor em animais com deficiéncia de
Fe do que em animais com estados de Fe adequadpsamiidade de Cr que é absorvida
permanece constante com uma ingestdo da dieta ae@mMaug, ponto no qual a excrecéo
urinaria aumenta proporcionalmente a ingestdao (ARBEN, 1986)O Cr atua aumentando
a efetividade da insulina facilitando a entradglitmse no interior da célula.

A deficiéncia de Cr (lll) pode causar sérios daao®rganismo. A deficiéncia afeta o

fator de tolerancia a glicose, aumenta a concéidrade insulina no corpo, eleva a



concentracdo de colesterol e triglicerideos no wsandiminui a fertilidade e a longevidade,
aumenta a incidéncia de placas na aorta e aindsa cd@sordem cerebral (ANDERSON,
1988).

A ESADDI para o Cr (lll) € de 50 a 2Q@/dia para pessoas de 7 anos de idade e mais
velhas.

Manganés

Até 1972, quando o primeiro relato de deficiéneralrimanos apareceu, duvidava-se
que tal deficiéncia pudesse ocorrer em humanos.nQevh a funcdo de atuar na diabetes,
aumentando a producdo da insulina; atua no pancéeascessario na ativacdo enzimatica
estando associado a formacgédo dos tecidos conjuatigsseo, crescimento e reproducao e
metabolismo de carboidratos e lipideos (MAHAN & EBSO-STUMP, 1998; COSTA,
2002).

Em 1989 foi estabelecida uma ESADDI para o Mn pal@tos e criangas de 11 anos
de idade ou mais na faixa de 2 a 5 mg/dia. Paemgas, de 1 a 3 mg/dia sdo sugeridas
dependendo da idade (OMS, 1998).

3.2.2 ions metdlicos ndo essenciais

Os ions metélicos se movimentam mais largamentsiatesnas bioldgicos do que na
crosta terrestre de onde sdo originados. Os maisdahntes na natureza sao aqueles que
apresentam numero atdbmico menor que 40 e com exakgdn e Ba, todos os demais,
guando encontrados nos seres vivos, sdo em quaatidegos (WOOD, 1976).

Dos 92 elementos naturais encontrados na natu2zh@ essenciais para 0S seres
humanos e recebem o nome de micronutrientes (CONCE88).

A maior parte dos ions metalicos encontrados nanisgno humano apresentando ou
nao essencialidade, possuem alta reatividade cmienatividade biologica, especialmente na
forma de radicais, ions ou complexos organicosim\gsodem ser de alto risco, dependendo
da quantidade ingerida e das outras condi¢cdesiadas@ exposi¢do (MIDIO & MARTINS,
2000).



Metal téxico é considerado como aquele pertenceoi® grupo de elementos que ndo
possui propriedades benéficas e muito menos essemmara o0 organismo vivo, podendo
produzir efeitos maléficos, mesmo em quantidadesos para as funcfes metabolicas
normais (PARMIGIANI & MIDIO, 1995). Entretanto os ingerais essenciais tornam-se
nocivos ao organismo quando ingeridos atravésinealos em quantidades muito acima das
nutricionalmente desejéveis, ou se ocorrer expogigé outro meio que ndo a oral (MIDIO
& MARTINS, 2000).

A maioria dos ions essenciais e ndo essenciaisrganismo humano, provém da
dieta, porém nem todo metal ingerido é retido rmganismo, podendo ser eliminado pelas
fezes, urina, suor, etc.(REILLY, 1980).

Na dieta, quando um ion metalico ou seus comp@sid® presentes, as quantidades
que serdo absorvidas e retidas pelo animal depeddsncaracteristicas fisico-quimicas da
substancia, da composi¢do dos alimentos, do estatiiwional e de fatores genéticos do
organismo exposto (MIDIO & MARTINS, 2000).

A concentracdo dos ions metalicos em alimentogpiegidentemente de sua origem,
fica em funcéo das condicBes ambientais do locaégidio onde este alimento foi produzido,
e também das técnicas usadas no seu processamdat endicbes de armazenamento,
sendo que em um mesmo tipo de alimento podem rex&iacdes consideraveis nos niveis
de ions metalicos. (MIDIO & MARTINS, 2000; PARMIGM & MIDIO, 1995).

Chumbo

Devido suas caracteristicas fisicas como ductiidathaleabilidade e baixo ponto de
fusdo, o Pb vem sendo utilizado a milhares de aPaslutos provenientes de fundicdo e
cosmeéticos a base de Pb tem sido usados desdg@adate. Atualmente, seu principal uso é
na producdo de baterias e alguns tipos de soldasafdo ligas com outros ions metalicos.
Até pouco tempo seus sais eram usados na prodecpmmientos para tintas (KENDLER,
1993).

O Pb, tanto em sua forma elementar, como em cowg@BHrganicos ou organicos
apresentam riscos de intoxicagdo aos organismogs®g Compostos como o chumbo
tetraetila, por exemplo, ainda sdo usados em algaises como aditivo da gasolina sendo

centenas de vezes mais toxicos que os compostgsgimeos (MIDIO & MARTINS, 2000).



IntoxicagOes graves por Pb causam efeitos deceselat sua acdo no sistema nervoso
central (SNC) e no sistema renal. Porém, este dgadntoxicacdo tornou-se praticamente
incomum gracas as varias regulamentacdes impostasgambtencdo do Pb e seus compostos,
bem como seu emprego industrial. As possiveis icaglRes provocadas pelo Pb na
populacdo humana atualmente, ocorrem pela exposm#wacional (MIDIO & MARTINS,
2000).

As exposicoes consideradas ndo ocupacionais s@baaqiue se restringem a dieta e
representa a principal fonte de absorcéo diariactepostos inorganicos para a populacao,
apesar de serem poucos 0S casos relatos de imibesgcatraves desse tipo de exposicao,
sendo que compostos organicos de Pb ndo estdonggesem alimentos (MIDIO &
MARTINS, 2000)

O Pb estando presente no solo, apesar de pouamndispbem funcédo de sua baixa
hidrossolubilidade, pode ser transferido para agetas, sendo que raizes contém maiores
guantidades do que caules e folhas. Ja os frutesmentes apresentam, via de regra, as
menores concentracdes. A absorcdo do Pb pelosaiegeide ser incrementada com o
aumento da acidez do solo e diminuicdo da quardgidachumus (PARMIGIANI & MIDIO,
1995).

Na atmosfera, o Pb se apresenta em sua forma ypadiéc podendo aderir-se
firmemente aos vegetais folhosos cultivados emdesgmuito préximas a centros urbanos,
especialmente rodovias, elevando substancialmenisom@centracdes nos mesmos. (WHO,
1995; BURGUERA & BURGUERA, 1988).

No organismo humano, a distribuicdo inicial do Rpehdera da velocidade de sua
liberacdo do sangue para os Varios outros orgadadéicias sugerem que essa distribuicdo é
semelhante, independentemente da via de entrademedal no organismo (MIDIO &
MARTINS, 2000).

Quando presente na corrente circulatéria, o Pb rpoder distribuido de muitas
maneiras, uma parte podera ser excretada pela eiriem menor quantidade, secretado na
bile, no suor, ou pode ser armazenado em pelosunbantes, ndo voltando a circulacédo. A
quantidade que ficara disponivel no organismo @oder retida em trés locais diferentes, no
tecido 6sseo; nos rins, no sistema nervoso cemdiigado; e no préprio sangue circulante
(MIDIO & MARTINS, 2000).



O Pb pode acumular-se nos ossos como fosfato wreddiGando 90% ou mais do total
disponivel no organismo, sendo que sua vida méstiaentecido ultrapassa os 20 anos. O Pb
segue o0 movimento do Ca no organismo, e a exengsie,dpode ser liberado dos ossos para
a corrente sanguinea, podendo, também, ser malulidarante a gravidez e amamentacao.
(WHO, 1995; MIDIO & MARTINS, 2000).

Céadmio

O Cd é um elemento que ndo possui funcao fisicdogistabelecida, é encontrado
somente no estado de valéncia 2, foi descobertb8dm, possui alta resisténcia a corrosao e
tem aplicacdes na galvanoplastia, em plasticogmgtos de tintas (MIDIO & MARTINS,
2000).

E armazenado nos rins, figado, 0ssos e dentespeiaavida no organismo é de um a
trés anos, 0 que o torna téxico, produzindo ding@oi do crescimento e reproducdo,
hipertensédo e disfuncédo renal e pulmonar. A exposi¢cronica ao Cd pode causar
nefrotoxicidade em seres humanos, principalmenigddea anormalidades tubulares de
reabsorcdo (NORDBERG, 1999). A ingestao diaria deq diferentes paises europeus e nos
Estados Unidos é estimada entre 10 aglfia (GOYER, 1996).

Aluminio

O Al € um dos elementos mais abundantes da craststre, sendo responsavel por
8% do total, € um metal muito verséatil com uma awalriedade de usos, como por exemplo,
em cosmeéticos, pigmentos de tintas, abrasivosyaslitlimentares, antiacidos, materiais de
embalagem e construcdo; para o Al ndo existe esi@éronfirmada que possui alguma
funcdo essencial em animais ou seres humanos (O988).

Com relacdo a saude, seu potencial de toxicidadeemta se a exposicado for
excessiva, principalmente no uso de agua com Apacientes com falha renal submetidos a
didlise crbnica, onde foi evidenciado que o exceks®\| afeta o esqueleto pela formacéo
O0ssea marcadamente reduzida, resultando em ostmiaabutra manifestacdo patologica
adicional da toxicidade do Al é uma anemia hipodcammicrocitica ndo associada a
deficiéncia de Fe, esses problemas tem praticantesi@parecido desde que o uso de agua
deionizada livre de Al para dialise foi usada (AlEFRet al, 1980; OMS, 1998).



Varios trabalhos encontrados em literatura espacffugerem que o Al intervém em
diversos processos neurofisiolégicos responsdess gegeneracdo caracteristica da doenca
de Alzheimer (DA). Apesar da polémica existenteyi@éncia cientifica demonstra, ao longo
dos ultimos anos, que o Al se associa com o debememto da DA (FERREIRAet al, 2008;
CAMPBELL, 2002).

Tem sido sugerido uma ingestdo semanal toleravelldde aproximadamente 7
mg/kg de peso corpdreo. Em geral, ndo existe rscthecido para pessoas saudaveis de
ingestdes de dieta tipicas de Al. Os riscos surgeemas do consumo exagerado de antiacidos
por longo periodos de tempo e sdo aumentados Baeggecom a funcao renal prejudicada
(OMS, 1998).

3.2.3 Funcéo dos minerais nas plantas

Os nutrientes nas plantas sao divididos em doipogrilependendo da quantidade
requerida de cada elemento, os macronutrienteB,(N, Ca, Mg, K), que constituem o maior
peso da planta e os micronutrientes (Fe, Cu, MpN#n B, ClI, Co, Si, Na) responsaveis por

diversas funcdes nas plantas.

3.2.3.1 Macronutrientes

Nitrogénio

O N estimula a formacdo e o desenvolvimento dastgdae é componente das
proteinas e aminoacidos, além de ser um import@atete de ions metalicos, dependendo da
espécie, do estagio de desenvolvimento e do omy@piantidade de N para o crescimento
varia de 2 a 5% do peso da planta. A absor¢do dectire de diferentes formas:y@y
através das bactérias fixadoras, na forma minecah® uréia, a forma predominante que as
planta absorvem, em condi¢cdes naturais é a damitievido o processo de nitrificacdo no
solo. O N é um elemento de alta mobilidade na apJan& forma organica (FERRI, 2007;
KERBAUY, 2004; MALAVOLTA et al 1997; ROSS & SALISBURY; 1991).

Fosforo



O P tem o papel de acelerar a formacédo das rausentar a frutificacdo, apressar a
maturacao dos frutos; ajudar na fixacdo simbiddicaN e aumentar o teor de carboidratos,
Oleos, gorduras e proteinas. O P é um elementolmay#anta, e a forma de fixacdo depende
da faixa de pH do solo, na faixa entre 2 e 7, preda a forma KHPQ,’; na faixa de 7 a 12
predomina a forma HP®. A presenca de Mg favorece a absorcdo de P. G Paide da
molécula ATP (trifosfato de adenosina), produzidas nfosforilacbes oxidativas e
fotossintéticas que participa de reacdes de seskesdobramento de carboidratos, sintese
de proteinas, da absorcdo salina. O P se redisfabiimente na planta, principalmente
quando esta em falta (FERRI, 2007; KERBAUY, 200/MVOLTA et at 1997; ROSS &
SALISBURY; 1991).

Enxofre

O S é responsavel pelo aumento na frutificacdegetacdo, além de aumentar o teor
de dleos, gorduras e proteinas e ajudar na fixagabiotica do N. O S é absorvido pelas
raizes, em condicdes aerébicas, predominantemarfema de sulfato SO, as folhas além
do sulfato absorvem também o gas, @®istente no ar, e S organico de aminoacidos.é0 S
constituinte dos aminoacidos cisteina e metionisarsequentemente de proteinas (FERRI,
2007; KERBAUY, 2004; MALAVOLTAEet al 1997; ROSS & SALISBURY; 1991).

Calcio

O Ca nas plantas € um ativador de diversas enzel&® da regulacdo da
permeabilidade da membrana citoplasmatica, nexdi@lo de &acidos téxicos,
desenvolvimento e funcionamento das raizes; daiga¢gdo, de aumentar a resisténcia a
pragas e doencas; auxiliar na fixacdo simbiétichlddo solo, o Ca € absorvido na forma de
cation C&", nas extremidades das radicelas; possui baixalidede tanto no solo como na
planta, é praticamente imével no floema. A preseteacations como K Mg®* e NH,",
diminuem a absor¢éo de Ca (FERRI, 2007; KERBAUWLZWMALAVOLTA et al 1997,
ROSS & SALISBURY; 1991).



Magnésio

O papel mais conhecido do Mg nas plantas € suarmyasa clorofila, sendo o atomo
central, e € ativador de quase todas as enzimiasifaisvas, € essencial para a absorcéao de P.
A absorcéo do Mg da solucédo do solo é feita nadode Md*, é um cétion bastante mével;
sua absorcdo é reduzida na presenca de altas tagdes de C4 NH," e K', pois esses
cations concorrem pelo mesmo sitio ativo de abso(E&ERRI, 2007; KERBAUY, 2004;
MALAVOLTA etal 1997; ROSS & SALISBURY; 1991).

Potassio

O K possui muitas funcdes nas plantas, ativa metasmas, regula a abertura e o
fechamento dos estdbmatos, estimula a vegetacacerdara utilizacdo de agua, aumenta a
resisténcia as secas, geadas, pragas e moléstimsoye 0 armazenamento de acgucar e
amido, ajuda na fixacdo simbidtica do N, aumentaocr de carboidratos, 6leos, gorduras e
proteinas. A absorcdo do K € altamente seletivat® iaterligada a atividade metabodlica,
aparece na forma’ksendo esta a forma mais absorvida pelas raizesedesais, possui baixa
afinidade por ligantes organicos. Baixas concetragle Ca contribuem para sua absorcao
(FERRI, 2007; KERBAUY, 2004; MALAVOLTAet al 1997; ROSS & SALISBURY;
1991).

3.2.3.2. Micronutrientes

Ferro

O Fe se apresenta no solo nas formds, & ou complexado, exercendo varias
funcdes importantes nas plantas devido sua altacwlgrle redox, como na respiracao,
fotossintese, reacdes de varias enzimas que operassimilacao e na fixacdo de. D Fe
possui pouca mobilidade na planta. Concentraces de Mn, Cu ou Zn podem inibir
competitivamente a absorcao de Fe (FERRI, 2007;B&RY, 2004; MALAVOLTA et al
1997; ROSS & SALISBURY; 1991).



Cobre

O Cu se apresenta no solo na forma dé" @gando-se com facilidade aos &cidos
hamicos e fllvicos, e como quelatos soluveis mai®&P6 esta complexado com compostos
organicos como aminodacidos e compostos fendlicosmilla-se nas raizes e sua mobilidade
é restrita, dependendo do teor no tecido. As aisifuncdes do Cu séo a participacédo na
sintese de enzimas, participacao indireta da foxagébiotica do N, aumento na resisténcia a
doencas, ativador de enzimas de Oxido-reducao gigarm fendis e que participam do
transporte eletrénico terminal e da fotossintesgn@ompete com o Cu pelos mesmos sitios
do carregador no processo de absor¢céo (FERRI, XERBAUY, 2004; MALAVOLTA et
al; 1997; ROSS & SALISBURY; 1991).

Manganés

No solo as principais formas do Mn sdo%a Mr**, estando em grande parte 90%
complexado a compostos organicos. O Mn possui gapgportantes na planta, na
fotossintese, na reducdo do nitrato, na defesaacaldencas, a dismutase de peroxido
depende do Mn e protege a célula do efeito doscaedilivres. O Mn possui baixa
mobilidade, e é absorvido pelo sistema radiculafonma divalente Mf (FERRI, 2007;
KERBAUY, 2004; MALAVOLTA et al 1997; ROSS & SALISBURY; 1991).

Zinco

O Zn esta presente na forma’Zmao fazendo parte das reagdes de oxireducdo. Um
pH em torno de 6 favorece a absorcao e diminui enpHd préximo de 3, 0 Fe, o Cue o P
inibem sua absorcdo. A absorcdo ocorre pelas raiz@h é um elemento pouco movel nas
plantas, os quelados que forma com acidos orgas@m$ouco estaveis. O Zn é importante
na atividade de varias enzimas, além de possugdftuno metabolismo do DNA e RNA, na
divisdo celular e na sintese de proteinas (FERRI72KERBAUY, 2004; MALAVOLTA et
al; 1997; ROSS & SALISBURY; 1991).

Molibdénio



E o micronutriente menos abundante no solo, a edsato Mo se apresenta na forma
de molibdato (Mo@") quando o pH é igual ou maior que 5 e como HM&®h pH menor, é
pouco requerido pelas plantas e é um dos micremi#s menos abundante no solo. A
absorcdo é aumentada em presenca tleeFeduzida na presenca dé, Q*, Mn** e Zrf™.
As funcdes do Mo sao fixacdo do N através da enmitnagenase, aumento nas proteinas,
acidos nucléicos e acido ascoérbico (FERRI, 2007RBEUY, 2004; MALAVOLTA et al
1997; ROSS & SALISBURY; 1991).

Boro

O B ¢é absorvido pelas plantas na form@®k (acido borico) estando relacionado ao
pH e a concentracdo externa do elemento, senddeuneeto praticamente imével no floema,
assim como o Ca. O B desempenha muitas funcoessaia estrutura da parede celular para
divisdo e aumento no tamanho das células, tramspertcarboidratos das folhas para outros
orgaos, metabolismo do RNA, respiracdo, metabolisigoolico, funcionamento das
membranas celulares (FERRI, 2007; KERBAUY, 2004;IMXOLTA et al, 1997; ROSS &
SALISBURY; 1991).

Cloro

O Cl esta presente no solo na forma de anignéGibsorvido via radicular e foliar, é
um ion de grande mobilidade, ndo entra na condituile nenhum composto organico. Com
relacdo as funcdes, o Gltua como cofator em uma enzima que contém Mncqtadisa a
fotdlise de agua com a liberagéo dggfativacdo de varias enzimas, mantém o balango de
cargas elétricas, regulacdo estomética, reduz ito efie varias doencas (FERRI, 2007;
KERBAUY, 2004; MALAVOLTA et al 1997; ROSS & SALISBURY; 1991).

Cobalto

Nas plantas o Co é absorvido na forma dé*Cquando absorvido via foliar é

praticamente imovel, a maior concentracéo se erecoas raizes depois nas folhas. Quando o



Co esta em excesso, diminui a absorcdo de Fe &NMm elemento essencial para a fixagéo
de N por bactérias de vida livre, faz parte da conigfitu da vitamina B, intervém no
metabolismo dos carboidratos e proteinas, ajudarescimento das raizes (FERRI, 2007,
KERBAUY, 2004; MALAVOLTA et al 1997; ROSS & SALISBURY; 1991).

Silicio

Em plantas o Si é absorvido como acido monossilj¢#SiO,, ndo dissociado. Como
fungbes, diminui a toxidez do Fe e Mn, aumenta sodio de P, aumenta a resisténcia a
praga e doencas, sua essencialidade foi demongiemdaum ndmero reduzido de plantas
(FERRI, 2007; KERBAUY, 2004; MALAVOLTAet al 1997; ROSS & SALISBURY;
1991).

Saodio

Absorvido ativamente na forma de ion"Néependendo de algumas espécies de planta
pode substituir o K em algumas fun¢des ndo espasjfo Na acumula-se principalmente nas
raizes, depois caule e folhas, sua mobilidade & @ERRI, 2007; KERBAUY, 2004;
MALAVOLTA et al 1997; ROSS & SALISBURY; 1991).

3.3 A toxicidade das plantas medicinais

O uso de plantas medicinais em terapias, ou comlersento dietético tem se tornado
comum ao longo da histéria, mas nas ultimas déchdase um aumento significativo
(WOODS, 1999; KHANet al, 2001; WHO, 2002). Muitas vezes por serem conadbey
como medicamentos naturais, e, portanto inofensiasgrande maioria nao possui
licenciamento e ndo precisam provar sua eficde@yranca ou qualidade. Porém a seguranca
no uso apropriado destas plantas tem sido quedaoaimaves de trabalhos sobre doencas e
fatalidades envolvendo o uso dessas terapias (STHEW@A al, 1999; ERNST, 2002).
Envenenamentos associados com a presenca de italeosetdxicos em plantas medicinais
foram reportados na Asia, Europa e Estados Uni@SLDAS & MACHADO, 2004;



OLUJOHUNGBE et al 1994; DUNBABIN et al, 1992; KAKOSY et al 1996;
MARKOWITZ et al, 1994)

As plantas podem conter ions metalicos pesadogepentes do solo, agua ou ar
(MCLAUGHLIN, 1999). Altos niveis de ions metalico®xicos podem ocorrer em
medicamentos quando as plantas sdo usadas comipjms$nativos, como no caso de Hg e Pb
em alguns medicamentos chineses, mexicanos e ositEVITT, 1984; CHANet al,
1993), ou quando as plantas sédo cultivadas em amailas, como perto de estradas, ou
locais de mineracdo e fundicdo (PIP, 1991). Aléssdali os elevados niveis podem ser
encontrados quando se usam aditivos agricolas caduios organicos ou pesticidas
contendo Cd, Pb ou Hg e também pela irrigacdo édrela agua contaminada (ABOU-ARAB
et al, 1999). O Pb e 0 Hg podem causar efeitos advedm® os sistemas renal e nervoso e
podem atravessar a placenta, com potenciais etéxas sobre o feto (TON&t al, 2000;
WHO, 2003).

Além dos ions metdalicos pesados as plantas poéemostaminadas com agentes
microbianos patogénicos e toxinas quimicas, atrdaésdulteracdo, da colheita, do ambiente

em que sao cultivadas, conservacao e armazenagdaval@veis e errados (CHAN, 2003).

3.4 Compostos fendlicos em plantas medicinais

Quimicamente compostos fendlicos sdo aqueles qtenpgem a uma classe na qual
sdo incluidas estruturas simples e complexas, temlo caracteristica principal possuir pelo
menos um anel aromatico no qual, ao menos um lédro@ substituido por um grupo
hidroxila (Figura 5). Esses compostos englobamealesaléculas simples até algumas com
alto grau de polimerizagéo e contribuem para orsalgor e coloracao de diversos vegetais,
além de serem essenciais para o crescimento elugdm (SIMOESt al,2007, SOARES,
2002).

OH



Figura 5. Estrutura basica de um composto fendlico

Entre os compostos fendlicos que pertencem adowletano secundario dos vegetais,
nao fazendo parte do metabolismo basico, sdo eadastestruturas variadas como: acidos
fendlicos, derivados da cumarina, flavondides, sagas, taninos, alcaldides, entre outros
(NACZK & SHAHIDI, 2004).

Os acidos fendlicos sao caracterizados por teraranel benzénico, um grupamento
carboxilico, e um ou mais grupamentos hidroxilaief@toxila na molécula, podendo ser
divididos como derivados do acido benzdico, conroggemplo, o acido galico e acido
siringico, e derivados do acido cinamico, comog@mmplo, acidg-cumarico e o acido
caféico (Figura 6) (SIMOESt al, 2007, SOARES, 2002).
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Figura 6. Estruturas moleculares de compostos fendlicosA@ijo Galico, (B) Acido
Siringico, (C) Acidgp — cumarico, (D) Acido caféico.

Os flavonoides sdo um grupo de compostos polifeaglamplamente distribuido nas
plantas medicinais, hortalicas, sucos de frutas ema variedade de bebidas (chas, café,
vinhos, etc). A estrutura basica é representaddPpatomos de carbono em seu ndcleo
fundamental dispostos em uma configuracée C; — Gs;, constituida de duas fenilas A e B,
ligadas por uma cadeia de 3 carbonos entre elgsrér). Alguns flavondéides encontrados
em plantas sdo: galangina, canferol, miricetinaycgtina, flavona, flavonona, entre outros
(Figura 8). Esses compostos apresentam fun¢destampes nas plantas, entre elas agéo

antioxidante, inibidores de enzimas, protecdo eomincidéncia dos raios solares e contra



insetos, fungos, virus e bactérias, atracado deaasicom a finalidade de polinizacéo
(SIMOES, et al, 2007; ANGELO & JORGE, 2007).

Figura 7. Estrutura genérica das moléculas dos flavonoides
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Figura 8. Estruturas moleculares de flavondides. (A) QueneeiiB) Flavona, (C) Flavonona

Estudos experimentais recentes demonstram quavandides possuem efeitos
benéficos para a satde humana, incluindo propréedagrotecdo cardiovascular, atividade
antineoplasica, antitlceras, antialérgicas, amiiwie anti-inflamatorias. Esta promoc¢ao na
saude parece estar relacionada com a atividadiéasosoides em serem antioxidantes
naturais (SHAGHAGHEt al, 2008; HANASAKI et al, 1994).

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas queupasem sua ultima camada
eletrnica, um numero impar de elétrons. O ndo estfEanento de elétrons nesta ultima
camada confere alta reatividade a estas moléculatomos (FERREIRA & MATSUBARA,
1997). Essas espécies de alta reatividade ouiespéativas de oxigénio (EROs), comg, O

causam danos no DNA ou ainda podem oxidar proteitipgdios (SOUS/Aet al, 2007).



Substancias antioxidantes podem ser definidas semdo aquelas capazes de inibir
ou retardar a oxidag&o substratos oxidaveis, padsedenzimaticos ou ndo enziméaticos
como as vitaminas A e E e os compostos fenélicosaus flavonéides (HALLIWELL,

2001, ASOLINIet al,2006; HANASAKI et al, 1994).

O mecanismo de acdo dos compostos antioxidantegjauneutralizadores de
radicais livres, presentes nos extratos das plai¢aempenha um papel fundamental na
reducao da oxidacdao lipidica em tecidos, vegesaimal e quando incorporado na
alimentacdo humana além de conservar a qualidadkndento também reduz o risco de
desenvolvimento de patologias, como arterioscleeas@ncer (NAMIKI, 1990;
RAMARATHNAM et al,1995). A atividade anticarcinogénica dos compof&nélicos ja
tem sido relacionada a inibicdo dos canceres amcésdfago, pulmao, figado, mama e pele.
Os compostos fendlicos que possuem este potedoaksveratrol, quercetina, acido caféico
e flavondis (PIMENTELet al,2005).

Arabbiet al estimaram a ingestao dietética de flavondidespmpallacéo brasileira

como sendo de 60 a 106 mg/dia.

3.5 Atividades biolégicas nas plantas

A grande maioria das plantas utilizadas com fiegliginais ndo teve suas
potencialidades terapéuticas devidamente comprev&datanto faz-se necessario estudos
sobre as plantas devido o grande consumo das mesmaadiversos males da saude, e
também devido ao aumento da resisténcia dos migansmos aos antibidticos alopaticos.

Devido a presenca dos metabdlitos secundariosgetais sdo capazes de produzir
substancias antibidticas, sendo utilizadas com@amewo de defesa contra micro-
organismos, insetos e até herbivoros (GOTLIEB, 1981

Muitos séo os fatores que interferem na produc&amiabdlitos secundéarios, como
variacbes sazonais, temperatura, disponibilidadiecli radiacao ultravioleta, nutrientes,
altitude, poluicéo, estagio de desenvolvimentcaeléd composicéo do solo. (GOBBO-NETO
& LOPES, 2007).

Incluem-se nos principais grupos de compostosmapriedades antimicrobianas

extraidos de extratos de plantas as flavonas,ritagce flavonéides, (GONCALVE& al,



2005; SILVAet al, 2005; LEITEet al, 2001); substancias fendlicas e polifendlicasgsars
fendis simples, acidos fendlicos e quinonas (STER&, 1996), taninos (SCALBERT, 1991;
ARAUJO, 2007; LOGUERCI@t al, 2005); entre outros.

A maioria dos estudos sobre as atividades terap8udas plantas tem sido realizada
com seus extratos etandlicos e 0leos essenciaiseieado numerosas atividades como a
antimicrobiana (BETONetal, 2006; INDUet al, 2006; HSIEHet al,2001; DUARTEet al,
2004), a antioxidante (ANDRADEt al, 2007; ASOLINIet al, 2006; LU & FOO, 2001;
RAMALHO, 2005; MELOet al, 2003; SOUS/et al, 2007; RAMARATHNAM et al,1995),

a anti-inflamatoéria (HAMBURGER al,2003; HOLETZet al, 2002; SARTOREt al,2003),
a antifungica (RESENDE & RESENDE, 1999; FIORIal, 2000) e a antiulcerogénica
(CARLINI, 1988; GONCALVESet al, 2006; GONZALEZet al, 2001; QUEIROGAet al,
2000; SOUZA-FORMIGONEet al, 1991).

Dentre as atividades mais estudadas das plantdisinadés, esta a antimicrobiana ou
antibacteriana, onde as pesquisas focam principaénggn bactérias Gram-negativas e Gram-
- positivas, onde se utiliza testes de difusdo gan @ em disco (SANTO& al, 2007;
SCHUCKet al, 2001; LOGUERCICet al, 2005; MICHELINet al, 2005; FALCAOet al,

2006). As bactérias Gram-positivas geralmente astaglsdo Staphylococcus aureus
Listeria monocytogenesas Gram-negativas podem-se citBsaudomonas aeruginosaa
Klebsiella pneumoniadiversos estudos apresentam também a conceniraigéidria
minima (CIM) e a concentracéo bactericida minimBNIE de extratos ou 6leos essenciais
das plantas frente a esses micro-organismos patoggAVANCINI et al,2000; ANTUNES
et al, 2006; SOUZAet al, 2000; MELOet al, 2006; DIASet al, 2006; OSTROSKet al,
2008; PEREIRAet al, 2005)

O Staphylococcus aureué uma das bactérias mais comuns na pratica msehc a
causa comum de furunculose, mas quando invadement® sanguinea causam infec¢oes,
como osteomielite e pneumonia, essa bactéria &asigue mais causa mortalidade entre as
infeccdes hospitalares (SILVét al,2007; BETONIet al, 2006, MOREIRAet al, 1998;
MURRAY et al, 2002).

A Listeria monocytogenasuma bactéria Gram-positiva amplamente distréoeitre
animais e no meio ambiente, e tem sido associtmdrdec¢cdes alimentares (alimentos crus),

a infeccéo pode ser grave (INBHval, 2006).



A Pseudomonas aeruginoga uma bactéria Gram-negativa oportunista, poisaau
doenca em individuos imunocomprometidos estanducasta a uma variedade de infecgdes
nestes individuos sendo um dos principais agestdados em casos de infeccdo hospitalar
em uma UTI (unidade de terapia intensiva), pamicuente em pneumonia associada a
ventilagdo mecanica, pelo fato desta bactéria tguiado resisténcia multipla aos
antibiéticos usuais. Esse micro-organismo pode araugeccdes urinarias e respiratorias,
pneumonias, meningites, endocardites e diversastipos de infeccdo (ARRUDA, 1998;
FOCAet al, 2000; CUNICCet al,2004)

A Klebsiella pneumoniaé uma bactéria Gram-negativa que causa pneumonia,
envolvendo a destruicdo necroética dos espacoslatespa formacao de cavidades e a
producao de escarro sanguinolento, essa bacté@teaganisar ainda infec¢des de ferimentos e
dos tecidos moles (MURRAF¥t al, 2002).

Além de bactérias ha registros do uso de extrat@dems essenciais de plantas para
fungos, na literatura sdo encontrados comumerttesteavolvendo a levedu@andida
albicans(ANTUNES et al, 2006; FALCAOet al, 2006), que afeta mucosas da boca, vagina,
esbfago. A candidiase disseminada geralmente pagaaa corrente sanguinea e

consequentemente, afeta muitos 6rgdos (MURRAA, 2002).

3.6 Métodos de analise quantitativa de ions metatis e compostos fendlicos em

plantas medicinais

Muitos métodos e técnicas analiticas tém sido @imgoe usados na determinagéo de
ions metélicos em uma grande variedade de amaaisasomo aguas, solos, sedimentos,
peixes, vegetais e alimentos, e também em matei@d&gicos. A analise de qualquer
material encontra a dificuldade de se obter umastimoepresentativa sem perdas nem
contaminagdo durante a amostragem, a estocagerprepaacao no laboratério. Devido a
importancia dos minerais e elementos traco patdr&géo humana, faz-se necessaria a
determinacao destes. Aléem da determinacdo de nsregsenciais, geralmente é realizada
também a quantificacdo de elementos ndo essenoi@iganismo, pois muitas plantas e/ou
suas misturas podem apresentar risco a satude huleaida a presenca de elementos toxicos
como Pb, Cd, Al, Hg, Cr, (GARCIAt al,2000; CALDAS & MACHADO, 2004; LOPEZ2t



al, 2000).Para a quantificacéo de ions metélicos em plantiéigam-se diferentes técnicas:
espectrometria de absorcao atbmica em chama (FAA&Bgctrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), espectrometriardesséo 6ptica com acoplamento de
plasma induzido (ICP-OES), métodos eletrotérmianglise por ativacéo de neutronica e a
fluorescéncia de raios X por reflexdo total, (VASSVA & HOENING, 2001;KRACHLER

et al,2002; KHANet al, 2001; FERNADEZt al, 2002, BASGEL & EDERMOGLU, 2006),
sendo a mais utilizada para este tipo de amosispectrometria de absorcéo atbmica.

Para a determinacéo de compostos fendlicos eneplgmdem-se utilizar as técnicas:
espectrofotometria no UV-Vis e cromatografia liqudk alta eficiéncia (CLAE), e apesar da
segunda técnica ser mais precisa, a primeira tanalpéesenta bons resultados sendo uma
técnica simples e barata (ASOLIBH al,2006; SHAGHAGHIet al,2008, SOUS/et al,

2007).

Geralmente quando se utiliza o0 método espectrofétiico UV-vis, para
quantificacdo de compostos fendlicos, empregarsagente de Folin-Ciocalteu, o qual é
muito presente na literatura, pois se obtém boadepibilidade, (ASOLINIet al,2006;
ARAUJO, 2008; SHAGHAGHEt al,2008, VERZAet al,2007). Este método baseia — se em
uma reacédo de Oxido-reducdo em meio alcalino oride fenolato € oxidado enquanto o
reagente Folin (W e Mo) € reduzido deixando a smwzul (NACZK & SHAHIDI, 2004;
IKAWA et al,2003; SOUS/Aet al, 2007).

Na quantificacéo dos flavonéides em plantas utdiea método espectrofotométrico
através da complexacao do aluminio (SANNOMI¥tAal, 1998). Na presente técnica, o
cation Al forma complexos estaveis com os flavoasidm metanol promovendo um desvio
batocrémico na absorcao, assim determina-se aidadatde flavondides presente nos
extratos das plantas, evitando a interferénciautt®® compostos fendlicos, principalmente
dos acidos fendlicos (JURD & GEISSAMAN, 1956; PETEIval, 2001).



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Instrumental

As determinagdes de Cd, Pb, Cr, Fe, Ca, Mg, MnZ8uAl, Na e K foram realizadas
em um espectrometro de absorcdo atbmica em chdmeAS (Varian modelo AA 220),
equipado com lampadas de catodo oco da marca V@mmparametros instrumentais estao
apresentados na Tabela 1. Todas as medidas debahdar foram realizadas no modo
integracdo de area e as amostras preparadas éoatag e descontados o0s respectivos sinais
das provas em branco. Todos os ions metélicoseferasmodo absorgdo com excecdo do Na
e K que utilizou-se emisséo, a chama utilizadad®iar/acetileno, exceto para Ca e Al os
quais foram determinados com chama oOxido nitrostilano. O limite de deteccao (LD)
representa a menor concentracdo da substanciaameeyue pode ser detectada e pode ser
calculado de trés maneiras diferentes: método lisnétodo relacdo sinal-ruido, método
baseado em parametros da curva analitica. Neatedoest L.D. dos ions metalicos foi
considerado igual a trés vezes o desvio padraoralicd dividido pela inclinacdo da reta.
Para efetuar as analises, utilizaram-se curvastiaralcom padrdes certificados de metais de
pureza elevada, em concentracdo de 1.000 éjzeram-se 5 padrées para cada metal.

As determinacfes dos fendlicos totais e flavonoiflaam realizadas em um
espectrofotdmetro UV-VIS Varian Cary 50 Bio. O camento de onda utilizado foi 760 nm
para acidos fendlicos e 425 nm para flavondides.

Para as analises antimicrobianas utilizou-se unteckave Vertical Phoenix para a
esterilizacdo dos materiais e uma camara em flurgen Scientific para os procedimentos
decorrentes da andlise. Foram utilizados outrosnm#é complementares comeswal tubo
de Duran, placas de petri e paquimetro.

Para a obtencdo dos extratos das plantas, utiiegaun agitador magnético Fisatom
Mod. 752A, e a evaporacao do solvente foi realizzdaevaporador rotativo com banho de
agua em temperatura até 60°C e pressao reduzida.

A calcinacédo das plantas foi realizada utilizanddithos de porcelana em mufla a

aproximadamente 500°C, por 8 horas.



Tabela 1 Parametros instrumentais para determinacdo den@élicos por espectrometria

de absorcédo atdbmica em chama (FAAS)

Metais | Comprimento Limite de Fenda (nm) Corrente Chama
de onda (nm) deteccdo (mg/L) (mA)
cd 228.8 0,03 0,5 4 arja,
Pb 217,0 0,28 1,0 5 ar/8,
Cr 357,9 0,05 0,2 6 argd,
Fe 2483 0,06 0,2 5 ar/g,
Ca 239,9 0,02 0,2 10 ,8,/N,O
Mg 202,6 0,01 1,0 4 ariel,
Mn 279,5 0,09 0,2 5 arig,
Cu 324,7 0,14 0,5 4 arja,
Zn 213,9 0,18 1,0 5 ard,
Al 309,3 0,17 0,2 10 E1,/N,O
Na 330,3 0,01 0,1 - aryg,
K 766,5 0,03 0,1 - ar/l,

4.2 Amostras e reagentes

As amostras das plantas caléndula e capim-limadadai@mente secas e embaladas
foram cedidas pela CERCCOPA (Central Regional dmeéZoializacédo do Centro Oeste do
Parand), e a amostra da planta espinheira-santétida diretamente de pequenos produtores
rurais do municipio de Turvo-PR.

Os reagentes e solventes utilizados nas analipestasfotométricas foram de grau
analitico. Todos os padrdes utilizados para assasatios ions metélicos por FAAS foram da
marca J.T.Baker Instra-Analyseq1000 pg/mL). Todas as solucdes foram preparaoas ¢
agua ultrapura, proveniente do aparelho HUMAN UB®90



Na determinacéo dos fendis totais empregou-se oled® estoque de 0,1 g de acido
gélico em 100 mL de metanol, uma solucdo saturadzatbonato de sédio (20 g) e tartarato
de sédio (1,2 g) em 100 mL de agua ultrapura egerete Folin- Ciocalteu®.

Para a determinacdo de flavonoides utilizou-secéoliestoque de quercetina 0,01%

m/v em metanol e uma solugéo de cloreto de alundfition/v em metanol.

4.3 Testes antimicrobianos

Para os testes antimicrobianos foram utilizados seguintes micro-organismos
patogénicos que estdo armazenados no laboratérimictebiologia do Departamento de
Engenharia de Alimentos da UNICENTRO: bactériasnGGpasitivasStaphylococcus aureus
(American Type Culture CollectioddTCC 25923, Listeria monocitogeneaATCC 19111,
bactérias Gram-negativddseudomonas aeruginogal CC 27853 eKlebsiella pneumoniae
isolado clinico; e a levedur@andida albicanssolado clinico Os testes foram feitos em
duplicata.

Para o meio de cultura preparou-se um caldo dicage de soja (TSB), onde em 1 L
de agua destilada adicionaram-se 30 g de TSB edEsagar. A dissolucao foi realizada com
aguecimento a temperaturas em torno de 60 a 8WiiZantlo uma chapa de aquecimento da
Fisatom Mod. 752A.

4.4 Parte experimental

4.4.1 Obtencgédo dos extratos etanolicos

Para a obtencdo dos extratos alcoodlicos a parsiradeostras de plantas medicinais
foram preparadas solu¢des etandlicas nas propodgd@&8% e 95% v/v. Transferiu-se 25 g
de cada planta para béqueres de 1000 mL e adicemaelD0 mL de etanol em cada
recipiente, respectivamente. Deixou-se em agitagagnética por 24 h, filtrou-se e fez-se a
evaporacao dos solventes pelo evaporador rotatwo lanho de agua em temperatura até
60°C e pressédo reduzida, para obtencdo dos extsatuss. Os extratos obtidos foram
denominados de acordo com a concentracéo da satedalica, EEP70 (extrato etandlico de
planta 70%) e EEP95 (extrato etandlico de planta)95



4.4.2 Determinacédo do teor de ions metalicos extdais nas infusdes aquosas

Para a determinacdo do teor de ions metdlicos foadim aquosa de cada planta,
pesou-se 2 g de amostra em um béquer de 50 mliprmlicse agua fervente, até cobrir a
planta, abafou-se a infusédo por cerca de 10 n8pereu-se esfriar, filtrou-se em uma bomba
a vacuo, e transferiu-se para balées de 100 mpli¢ata). A quantificacdo foi realizada
através de espectrometria de absorcdo atbmica amactitilizando curvas analiticas dos ions

metalicos em meio aquoso.

4.4.3 Determinacéo do teor total de ions metélicoss plantas medicinais

Para a determinacdo da concentracao total de ietdicos nas plantas utilizou-se o
procedimento de digestdo por via seca (calcinagcBesou-se 1 g de cada amostra,
carbonizou-se em bico de Bunsen até completa {ferde fumos, calcinou-se em mufla
durante 8 h a 500°C. Apos solubilizou-se com apnaxiamente 3 mL de uma solucédo de
HCI 1:1 v/v, e transferiu-se para baldo de 50 mipl{tata).

Como o Pb € um metal volatii em temperaturas elvgutocurou-se otimizar o
procedimento de calcinacao a fim de ndo perder pdelvolatilizacdo (este estudo foi um
experimento paralelo a determinacdo dos outrosishetadicionou-se 100 pg Pb/mL em
amostras de caléndula previamente ao processoldraca@io. Apos a digestdo da amostra
efetuou-se o0 estudo de recuperacdo do metal atdewéwmedidas por espectrometria de

absorgéo atomica.

4.4.4 Determinacéo do teor de ions metélicos extdais nos extratos etanolicos

Para a determinagdo da concentragcdo de ions mstalis extratos etandlicos, pesou-

se 0,01 g de cada extrato de planta (70 e 95%goldeu-se em etanol 95%, avolumou-se



para baldes de 10 mL (triplicata). A quantifica¢éiorealizada através de espectrometria de

absorcao atdmica em chama utilizando curvas areditios metais em meio etandlico.

4.4.5 Quantificacdo de fendis totais pelo método ko— Ciocalteu

Para elaborac&o da curva analitica foram usadagsé&s de concentracdes conhecidas
de acido galico em metanol (5 af@@mL) preparadas a partir de uma solucéo estoque
(100Qug/mL). Preparou-se uma solugdo intermediaria dojuagara se chegar as
concentragdes utilizadas no trabalho. Dessas ssui@ referéncia retiraram-se aliquotas de
1 mL e misturaram-se em baldo volumétrico de 5 orh 800uL do reagente Folin-

Ciocalteau e 50QL de solugéo saturada de carbonato de sédio ea@ride sodio. Ajustou-

se o0 volume do balédo volumétrico com agua destilagperou-se 2 horas e fez-se a leitura da
absorbancia no espectrofotdmetro na regiao doeliaivcomprimento de onda de= 760

nm.

Para a determinacao do teor de fendis nos extamplantas preparou-se solugdes
onde 10 mg de cada extrato foram dissolvidos, adparente, em 5 mL de metanol e
transferidos para baldes de 10 mL. A partir de cadiacéo retiraram-se aliquotas de 150 pL
e repetiu-se o mesmo procedimento descrito pacaraas de calibracdo. Para cada extrato as
medidas foram realizadas em triplicata.

Para a determinacdo do teor de fendis nas aguasudéo, preparou-se uma infusao
com 2 g de planta em 100 mL de agua, desta soheti@ou-se 300 L e repetiu-se 0 mesmo
procedimento descrito para as solu¢des padrdoufbgilama 1 apresenta o procedimento
utilizado na determinacéo de fendis por espectaietria Uv-vis.

Padrao ac, galico
(5270 igmi) Reacao Fenolicos:
Extratos -Aliquota em baldo de 5 mL Repouso 2h
10mg/10mL MeQH || — =500 pL Folin Ciocalteu Leitura 760nm
- =500 pL tampdo
Infusao -volume ajustado com H,0
2g planta/100mL agua f'
fervente




Fluxograma 1: Determinacdo do teor de fendis totais nas aguasfdsio e nos extratos

etandlicos.

4.4.6 Quantificacédo de flavonoides por complexac&@om cloreto de aluminio

Para elaborac&o da curva analitica foram usadasd®s de concentracdo conhecida
de quercetina em metanol (5 a A@/mL) preparadas a partir de uma solucdo estoque
(100Qug/mL). Fez-se inicialmente um estudo de diluicds s chegar as concentragcdes
utilizadas no trabalho. Dessas solu¢gfes de refré&etiraram-se aliquotas de 50Q e
misturaram-se em baldo volumétrico (5 mL) com 1 d&_metanol e 25@L de solucdo
cloreto de aluminio 5% m/v. Esperou-se 30 min. sk a leitura da absorbancia no
espectrofotdmetro na regido do visivel no comprimele onda da=425 nm.

Para a determinacdo do teor de flavonodides nostestrdas plantas preparou-se
solugdes dissolvendo 10 mg de cada extrato em Slenietanol completando-se o volume
com metanol em baldo volumétrico de 10 mL. A palticada amostra retirou-se aliquotas de
300 pL e repetiu-se o mesmo procedimento descdata ps solucdes utilizadas na curva
analitica. Para cada extrato as analises foraasfern triplicata.

Para a determinacdo do teor de flavondides nassadgianfusdo, preparou-se uma
infusdo com 2 g de planta em 100 mL de Agua, desdtagdo retirou-se 300 pL e repetiu-se o

mesmo procedimento descrito para as solucdes péeamgrama 2).

Reacao flavonodides:

Padrdo quercetina -Aliquota baldo de 5 mL Repouso 30mim
(550 pg/mL) 250uL AICI, EES) | Leitura 425um

--yolume ajustado com MeOH

Fluxograma 2: Determina¢édo do teor de flavondides nas aguasfdsdo e nos extratos

etandlicos



4.4.7 Avaliagéo da atividade antimicrobiana

4.4.7.1 Teste de difusdo em Agar

Os micro-organismos foram testados frente a 4guenfdedo e frente aos extratos
etandlicos 95% e 70% das plantas. Os extratosasbéth meio etandlicos 70% e 95% foram
preparados na concentracao de 10% m/v com etafok®mo solvente. A agua de infuséo e
os extratos foram esterelizados por filtracdo ermbrana 0,22 um.

Todo material utilizado para os testes antimicnobsafoi esterilizado em autoclave
por 15 min. a 120°C. O procedimento de inoculagéo rdicro-organismos e de adi¢cao dos
extratos e infusdes foi executado em camara de.flux

Os micro-organismos foram repicados em caldo tage de soja (tripticase soy
broth— TSB) (Difco) e mantidos por 24 horas a 3%@ estufa bacteriolégica. Estas
suspensdes microbianas foram padronizadas em eokajia estéril (0,9%) para uma
concentracdo de I0UFC/mL (unidades formadoras de coldnias), comphrae com a
escala 0,5 de McFarland, segundo normas NCCLS/CASkuspensfes microbianas foram
semeadas com o auxilio gdeabestéril, sobre a superficie de placas de Petteodo 18 mL
de &gar tripticase de soja TSA (Difco).

Em seguida foram feitos orificios de 8 mm com aoxdle tubos de Duran no meio
TSA jA inoculado com as suspensdes microbianas. @owilio de micropipeta foram
adicionados 100 pL dos extratos concentrados eirfasfes. Como controle negativo
utilizou-se agua e etanol 95% e 70%, conforme matxbu infusdo testado. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h para as bactérias €@ gér 48 h para a levedura. Os resultados
da susceptibilidade aos produtos vegetais foramesgps em termos de tamanho de diametro

do halo de inibicdo do crescimento microbiano, mediom auxilio de paquimetro.

4.4.7.2 Teste da concentragdo inibitoria minima— 4



Os extratos e infusbes que apresentaram resuliaagiivos obtidos no teste de
difusdo em Agar foram testados para verificacd@ataentragéo inibitéria minima (CIM)
atraves do teste de diluicdo seriada com sistenizbds multiplos (RIO®t al, 1988). O teste
foi feito adicionando-se 1 mL de meio Miller Hint@hifco) em tubos seriados, com excecao
do primeiro tubo (tubo 1), que recebeu 2 ml do mEm seguida retirou-se 1 ml do meio do
tubo 1 e adicionou-se 1 mL do extrato da plantaigneente diluido em agua destilada (1:2).
A partir do tubo 1 foi feita a diluicdo 1:10 pamtobos seguintes 2 e 3. O tubo 4 ndo recebeu
adicao de extrato e foi utilizado como controleate®. Desta forma, a concentracédo final de
extratos foi de 25 mg/mL; 2,5 mg/mL e de 0,25 gfpalca os tubos 1, 2 e 3, respectivamente.
Em seguida, todos os tubos receberam a adicdo deL 1de suspensdao microbiana
devidamente diluidos, e foram incubados a 37 °@ parbactérias e a 25 °C para a levedura
por 24 h. Foi considerada CIM a menor concentragée inibiu o desenvolvimento

microbiano, ou seja, sem turvagéo do meio no tubo.

4.4.7.3 Teste de concentracdo bactericida minimaGBM

A partir dos tubos do teste do CIM em que n&o hseovada turvacdo no meio, foi
retirada uma aliquota, devidamente diluida e pladaem meio TSA. A leitura foi feita apos
incubagdo a 37°C para as bactérias e a 25 °C pasedura por 24 h, sendo considerada
CBM a concentracdo da placa que ndo apresentonvidgenento de nenhuma col6nia de

micro-organismo (Fluxograma 3).

Extratos Difus@ao em agar com pocos
10% miv -
-Meio TSA nas placas de Petri Incubacdo 24/48h 35/25°C
-- Inoculacdo do MO com swab Medicdo do halo de inibicdo
= -Aliquotas de pL nos pogos
Infusdo | q H pog
2qg planta/100mL
agua fervente Concentracdo minima
inibitoria - CIM Incubacio 24h 35°C
- Tubos seriados com extrato, meio Auséncia de turvacio
Microrganismos. Muller Hinton,
_ Staphyi ATCC 25023 - " I
Lifr;iaﬁ%tg;;f ATCC 19111; Microrganismo patogénico
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
isolado clinicos: . —
Kiebsiella pneumoniae Concentracao bactericida
Candida aibicans )
minima - CBM Tncubacfio 24/48 h 35/25°C
- Plaqueamento dos tubos sem Auséncia de crescimento nas
turvacéo placas




Fluxograma 3: Determinacao da atividade antimicrobiana

4.4.8 Analises das correlacdes entre os parametrgliados

Com o objetivo de se estudar possiveis retag@ie os teores dos ions metalicos e os
compostos organicos determinados nas plantas,oagiEe um estudo quimiométrico aos
resultados obtidos. Para se identificar gruposle@mentos com comportamento similar e o
comportamento geral dos dados, foi utilizada ais@mae componentes principais (PCA),
avaliando o conjunto de dados obtidos e obtendo redacdo da dimensdo dos mesmos,
conservando a maior parte das informacdes estadsiieis presentes nos dados originais. As

operacgOes estatisticas foram realizadas atravgsodoama Statistic versédo 6.0.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Determinacgdo de ions metdlicos na dgua de infisse nas plantas medicinais

A quantidade de ions metalicos essenciais e nden@as extraidos nos chas
preparados a partir da infusao de plantas com dugerate nao reflete o contetdo total de ions
metalicos presentes nas plantas medicinais, pa&s @lguns ions metalicos apenas uma
pequena fracdo, é extraida no processo de infesditanto, um estudo da concentracéo total
de ions metalicos foi realizada através de medidaectrométricas apos a calcinacado das
plantas em forno mufla. O teor de cinzas obtidosapodcalcinacdo de cada planta foi
determinado para quantificar a fragdo mineral priesgela diferenca de massa obtida antes e
apos a calcinacdo. A planta capim-limao apreseotguaior teor de cinzas, seguido da
caléndula e depois da espinheira-santa. Em prodetgstais a determinagéo de cinzas tem
relativamente pouco valor, pois o teor de cinzase® produtos oferece pouca informacéo
sobre sua composi¢cdo, uma vez que seus compomairtersis sdo muito variaveis e tal
determinacdo fornece, em geral, apenas uma indicdgarigueza da amostra nesses
elementos (SILVA, 1990). O perfil da cinza podemrsiderado medida geral de qualidade e
frequentemente é utilizado como critério na idesggao dos alimentos. A cinza contém, em
geral, Ca, Mg, Fe, P, Pb, Na e outros componentesrais (ANGELUCClIet al, 1987). A

Tabela 2 indica a quantidade de cinzas medidaplaatas avaliadas.

Tabela 2: Porcentagem de cinzas em plantas medicingigitdz=500°C, 8 h), n=3.

Planta (1,0 g) % de cinzas
Espinheira-santa 4,3 + 0,0005
Capim-limao 9,510,002

Caléndula 7,4 + 0,002




O Pb é um elemento que facilmente pode ser valatit a 550 °C, portanto um estudo
de adicao e recuperacdo do analito em plantagdtizado para verificar se a temperatura de
calcinacdo de 500°C ndo iria interferir nas meddizsde metal. A Figura 9 apresenta o teor de
Pb adicionado e recuperado em uma amostra de c&éndtes e depois da mesma ser
calcinada a 500 °C. Conforme pode ser verificadecaperacdo do analito foi satisfatéria,
isto &, o Pb nado foi volatilizado durante o prooeds calcinacdo, portanto as medidas

realizadas para este metal foram confiaveis.

100
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40

20

adicionado recuperado

Figura 9: Adicdo e recuperacdo de Pb em amostra de caimkplada antes da etapa de

calcinagéo.

A Tabela 3 apresenta os resultados dos ions net@gsenciais (Cu, Zn, Mn, Fe, Na,
Mg, Ca, K,Cr) e ndo essenciais (Al, Pb, Cd) nasstras das plantas calcinadas e nas aguas
de infus@es. Verificou-se que os ions metélicos Blol estdo presentes na planta, mas nao na
agua de infusdo, o que pode ser considerado $atisfavisto que o individuo néo ira ingerir
esses ions metalicos téxicos em um cha. Verifieotasibém que estas plantas apresentaram
guantidades significativas de minerais essenc@isocMg, Ca e K. Dos nove ions metalicos
essenciais, a infusdo da planta caléndula apresammior quantidade dos minerais: Cu, Zn,

Na, Ca, além de grande quantidade de K presenta. #Waa melhor visualizacdo da



concentracdo dos ions metdlicos em cada plantagdbzada uma distribuicdo espacial dos
ions metélicos estudados (Figuras 10, 11 e 12).
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Figura 10: Distribuicdo espacial dos ions metalicos na infusd@osa e na espinheira-santa

calcinada.
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Figura 11: Distribuicdo espacial dos ions metalicos na infusdoosa e na caléndula

calcinada.
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Figura 12: Distribuicdo espacial dos ions metalicos na infugg§oosa e no capim-liméo
calcinado.

Sabendo a quantidade total de ions metélicos pgessem cada planta e a quantidade
extraida através das infusfes aquosas pode-seaestipprcentagem que € administrada em
uma dieta alimentar de cada elemento estudado. ¥eldad e Figura 13 apresentam a
porcentagem dos ions metalicos em cada infusdsagBode-se observar pela Figura 13 que
alguns ions metéalicos sdo melhores extraidos n@dof proveniente da caléndula (Cu, Zn,
Mg e Na). A extracdo de Fe foi significativa naieBpira-santa. Vale salientar que a parte da
planta caléndula utilizada para os chas sdo assfleméo as folhas, enquanto as outras duas,
capim-limédo e espinheira-santa utilizam as folh@s.K foi o elemento com maior
porcentagem de extracdo, isso ocorre devido o Kuseelemento de alta concentracao e
mobilidade nas plantas, pois nao se liga a quetag&nicos. Quando em uma planta existe
muito Mg, este elemento podera afetar a quantidad€a e K, o que ocorreu com a planta
espinheira-santa, pois foi a planta que apreseetmras teores de Ca e K e o maior de Mg. O
Cu é um elemento com muita afinidade com a matéganica, liga-se aos acidos humico e
fulvico no solo e quase 98% estdo quelado a compasganicos. Quando em uma planta ha
mais disponibilidade de Ca e K, esses diminuemaatilade de Mg na planta, o que pode ser



visto no capim-limdo. E importante salientar queaystanta adaptada, extrai do solo muitos
nutrientes, mesmo que esses estejam em pequerentagéo. O pH influencia na absorgéao
de cations, pois um pH abaixo de 7 diminui a al@ome cations, isso ocorre talvez por
competicdo entre estes e iohpdr sitios do carregador.

O deslocamento e a solubilidade do Al nas planta®em ser bastante influenciados
pela presenca de complexantes organicos naturaslda@omo acidos humicos, &cido citrico,
acido oxalico (TAN & BINGER, 1986; MIYAZAWAet al, 1992)e, especialmente, pelos
acidos fulvicos (SCHNITZER, 1969), por apresentgrem relacdo aos acidos humicos, uma
maior quantidade de grupos funcionais (por exem@@®OH) e valores superiores da
constante de estabilidade (STEVENSON, 1982). O étnmalmente esta presente em
quantidades significativas nas plantas, proversedtesolo de cultivo. Existem na literatura
inumeros trabalhos indicando os efeitos negativm#\d no entanto outros mostram efeitos
benéficos em algumas espécies de plantas, comexporplo, a necessidade de uma pequena
quantidade de Al na solucdo do solo para estinuldesenvolvimento de algumas plantas.
Quando o Al esta presente em elevadas concentragbe®lo, a planta desenvolve um
mecanismo de defesa, capaz de acumular elevadasdauies de Al em seus tecidos, como
meio de desintoxicacdo. Varios compostos podem x@po Al e outros ions metalicos
como forma de desintoxicacdo dos mesmos na pl@stacompostos fendlicos apresentam
elevada estabilidade de formacdo de complexacao ioom metalicos e apresentam acéo
antioxidante em condicbes que podem provocar gfiesa no crescimento da planta
(HARTWIG et al, 2007). Nao existe evidéncia confirmada de qué po&sui alguma funcéo
essencial em animais ou seres humanos. A consétepaipicipal com respeito ao Al e saude
€ seu potencial de toxicidade quando a exposigaextessiva. Os aspectos toxicolégicos de
Al consumido oralmente sdo bem menos definidos.| @tArage com um numero de outros
elementos, incluindo Ca, F, Fe, Mg, P e Sr e, quamgerido em excesso, pode reduzir suas
absorgdes. Consideravelmente, a contribuicdo mmasrtante para a ingestao de Al vem das
medicagfes antiacidas que podem fornecer variosagao metal por dia. Estas quantidades
interferem com a absorcdo de outros elementos;&amiiodem levar a uma acumulacao
gradual de Al no esqueleto. As concentracfes lamatienaumentadas de Al ocorrem no
cérebro de pacientes com Alzheimer, mas se essd postsui um papel que pode causar a
patogénese desta doenca né&o foi ainda estabe(@HIDARIA et al, 2002; MOLLOY et al,
2007).



Para avaliar os efeitos toxicos do Al, ndo é ingud considerar apenas a
concentracdo total de Al solivel em uma amostra, éeyualmente necessario investigar a
distribuicdo de sua espécie, visto que a dispad#ale biologica e a toxicidade de um
elemento dependem da forma em que se encontranmentd. A espécie livre do Al parece
ser a principal responsavel pela sua toxicidade@BR)et al, 2000). Por outro lado, ligantes
naturais como os compostos fendlicos presenteplaasas contribuem diminuindo a sua

toxicidade por meio da formacéo de complexos esdFeATEN, 2002).

Tabela 4: Teor de ions metélicos extraidos no processofdséda das plantas medicinais em
relacdo ao teor total de ions metalicos contidaada planta

Metal | Espinheira-santa % | Caléndula % | Capim-lim&o %
Cu 12,9 57,6 19,2
Zn 22,0 43,5 21,2
Mn 25,4 39,8 40,2
Fe 49,0 6,9 6,2
Na 45,9 61,1 36,8
Al 39,9 29,1 25,4
Mg 29,0 37,7 31,2
Ca 7,5 26,9 31,3
K 68,2 62,7 56,3
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Figura 13: Representacdo grafica da porcentagem de ions costé@ixtraida nas infusdes

aguosas de plantas medicinais.

5.2 Determinacdo do teor de ions metélicos esselngia® ndo essenciais nos
EEP70% e EEP95%

O teor de ions metdlicos essenciais e toxicos tamfmé avaliado nos extratos
etanolicos a fim de verificar o teor de elementos possivelmente podem estar complexados
aos compostos organicos e, portanto podem estaerges nos extratos. Este estudo é
importante, pois é a partir dos extratos secosptiagas que sdo fabricados os fitoterdpicos
encapsulados. Na Tabela 5, sdo apresentados @s tdeterminados de ions metalicos
presentes nos extratos etandlicos 70% e 95%. MauiHse que o solvente 70% extraiu com
mais eficiéncia todos os elementos enquanto osnatélicos Cd , Pb, Fe e Mn nao foram
detectados, a eficiéncia ocorre devido a maior tileste de agua no referido extrato. As
Figuras 14, 15 e 16 apresentam as representacéfsagrdos teores extraidos em cada

extrato etanolico.
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Figura 14. Representacdo grafica dos teores de ions metatikvaidos nos extratos

etandlicos da espinheira-santa.
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Figura 15: Representacdo grafica dos teores de ions metatikvaidos nos extratos

etandlicos da caléndula.
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Figura 16:. Representacdo gréfica dos teores de ions met&ixtvaidos nos extratos

etandlicos do capim-liméo.

5.3 Determinacdo de acidos fendlicos nos EEP70% &P95% e nas aguas de

infusdo das plantas medicinais

Antes de dar inicio as medidas dos teores de adéahddicos, fez-se um estudo da
cinética da reacao entre os compostos fendlicoseagente Folin-Ciocalteu para a obtencéo
de um melhor sinal analitico visto que a literatudia apresenta um consenso definido quanto
ao tempo de reacdo necessario para efetuar as ameelgphectrofotométricas. O reagente
Folin-Ciocalteu é extensivamente utilizado em maslide compostos fendlicos e consiste em
uma mistura dos acidos fosfomolibdico e fosfotlingsino qual o Mo e o0 W encontram-se
no estado de oxidacdo VI, porém, em presenca descagentes redutores, como 0s
compostos fendlicos, formam-se os chamados molibd&ul e tungsténio azul, nos quais o
estado de oxidacdo dos ions metalicos estd entee & e cuja coloracdo, permite a
determinacdo da concentracdo das substancias raslutme ndo necessariamente precisam
ter natureza fendlica (NACZK & SHAHIDI, 2004; IKAWAL al,2003, SOUS/et al,2007).



A Figura 17 mostra um estudo da sensibilidade fteTgdo do tempo de espera para
uma completa reacdo entre os compostos fendliamsmeio reacional, mostrando que no
tempo de 2h a absorbancia foi maior, ap0s esteodmerndo houve incremento na

sensibilidade analitica.
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Figura 17: Estudo da sensibilidade em funcéo da velocidadesdcdo entre os compostos
fendlicos e o meio reacional. (760 nm)

Os comprimentos de onda utilizados para a quaatiic de fendis totais e flavonodides
foram 760 e 425 nm, respectivamente. A escolhanadeos os comprimentos de onda foi
baseada no estudo de artigos cientificos que agaliz essas quantificacdes em extratos de
plantas (ANDRADEet al,2007; KUJALAet al, 2000).

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-sevemsals categorias, como fendis
simples, acidos fendlicos (derivados de acido bienzé cinamico), cumarinas, flavonoides,
estilbenos, taninos condensados e hidrolisavegsatias e ligninas (NACZK & SHAHIDI,
2004). Dentre as diversas classes de substanciesidantes de ocorréncia natural, os
compostos fendlicos tém recebido muita atengaodhimsos anos, sobretudo por inibirem a
peroxidacdo lipidica e a lipooxigenage vitro (HASLAM, 1996; SOARES, 2002). A

quercetina e a galangina, as quais pertencem o gas flavonois, absorvem fortemente no



comprimento de onda de 425 nm em solu¢gbes metasdtie cloreto de aluminio. Ja, os
complexos derivados de flavonas, como a crisina,atdorvem nesse comprimento de onda,
de 425 nm, mas sim em comprimentos inferiores,atalts uma subestimativa nas amostras
ricas em flavonas. Por isso, o valor medido eneesgr aquém do real, sendo tanto mais
proximo do real quanto maior a concentragdo deofléis na amostra. Este comprimento de
onda é selecionado devido a quercetina (flavonel) & mais comum dos flavondides
encontrados em fontes vegetais. Em 425 nm outrbstd&cias fendlicas, como acidos
fendlicos, ndo absorvem em presenca de clorettuddrao, ndo havendo interferéncias para
a quantificacao de flavondides.

As Figuras 18, 19 e 20 apresentam as curvas aaalitibtidas a partir de solucdes

padréo para fendis totais e flavonoides nos exreti@ndlicos e aguas de infusdo das plantas.
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Figura 18: Curva analitica para determinacdo de fendis totms extratos etanolicos
(A=760nm). Dados obtidos: y= (-0,03 £ 0,003) + (0,083,0001) x, R=0,99865
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Figura 19: Curva analitica para determinacéo de fendis tetaisigua de infusda<£760nm).
Dados obtidos: y= (-0,016 + 0,008) + (0,0073 £ 02X, R=0,99769
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Figura 20: Curva analitica para determinacéo de flavonoidesxratos etandlicos e na agua
de infusdo.X=425nm). Dados obtidos: y= (-0,021 + 0,001) + (8D& 0,0002)%, R=0,99833



A Tabela 6 apresenta o rendimento obtido com dsates etandlicos. Os extratos
70% sempre apresentaram um rendimento superiorelgao aos extratos 95%. Entre as
plantas, o capim-limdo apresentou o menor rendimerd caléndula apresentou os maiores

valores.

Tabela 6 Rendimento em % dos extratos etanoélicos secos

Planta EEP70 (%) EEP95 (%)
Caléndula 33,19 28,26
Capim-limao 20,26 6,55
Espinheira-santa 23,21 7,96

Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados dasidaules de acidos fendlicos
presentes nos extratos e nas aguas de infusdeglaas, cujos valores mostram que o
extrato obtido em etanol 95% foi mais eficienteertrtacdo dos compostos para a caléndula e
espinheira-santa. Ja para o capim-limao, o ex#@% apresentou-se mais eficiente. Na agua
de infusdo, a caléndula foi a planta que apresamtoaior teor de fendis totais e flavondides.
E importante saber que varios fatores podem imterfe quantidade dos acidos fenélicos nas
plantas, como a época em que a planta foi colbét&jos mais novos geralmente possuem
maior quantidade de acidos fendlicos. Menores daod de compostos fendlicos sdo
produzidas quando o solo contem muito nitrogénlOBBO-NETO & LOPES, 2007).



Tabela 7 Determinagdo de acidos fendlicos nos extratasoétads e na dgua de infusdo por
UV-Vis. Comprimento de onda = 760 nm. (n=3) (mgégedtrato)

Planta Agua de infusdq % extraida na| Extrato 70% mg/g Extrato 95% mg/g
mg/g infuséo*
Caléndula 9,00 + 0,67 7,4 92,35 + 0,50 120,26 + 0,90*
Capim-liméao 3,35+0,36 12 285,97 + 0,84* 170,00 £ 0,50
Espinheira-santd 4,36 % 0,62 0,8 230,44 + 0,40 518,28 + 1,30*

* considerado o maior valor como 100%

5.4 Determinacéo de flavonodides nos EEP70% e EEP95&mas aguas de infusdo

Os flavondéides sédo compostos polifendlicos nasutargamente distribuidos nos
vegetais, ocorrem naturalmente em frutas, plafitags, legumes e sdo uma parte integrante
da dieta humana (MIDDLETON & KANDASWAMI, 1993; RA™ & DAS, 1988;
HACKETT, 1993). Tem-se reportado na literatura waiiefeitos bioldgicos dos flavonodides
como: antibacteriano, antiviral, anti-inflamatoériantialérgico (HANASAKI et al, 1994;
HOPEet al,1983), acdo vasodilatadora (DUAREEal,1993). Na Tabela 8 s&o apresentados
os resultados das quantidades de flavondides pesseas extratos e nas aguas de infusdes
das plantas. Os resultados foram parecidos conbtidos na determinacdo dos fendlicos,
pois a extracdo de flavondides foi mais eficiemden solvente etandlico a 95% para a
caléndula e espinheira-santa, para o capim-limaécgéncia da extracao foi igual para os
dois extratos etandlicos. Um teor maior de flavdasié encontrado nos extratos etandlicos
obtidos a partir das plantas capim-liméo e espiaksanta, no entanto, quando a extracao e
realizada com agua quente, nota-se a maior presesgeompostos organicos proveniente da
planta caléndula.

A producédo de flavonoides nas plantas pode séadEfedevido a variagdes sazonais
(época de colheita), a idade das plantas, poigeitiols mais novos ha maior concentracao de
flavondides, por serem acumulados principalmentetegitdos superficiais, eles sdo muito
sensiveis a intensidade da radiagdo solar, pelegdm contra foto-destruicdo, ou seja, ao
absorver ou dissipar a energia solar dificultanamifctacéo dos tecidos internos pela radiacao



UV-B, absorvem esta radiacdo sem alterar a radifgéssinteticamente ativa; existe ainda
para os flavondides uma correlacdo com a altitpdés em maiores altitudes h& maior
susceptibilidade a radiacdo UV, (GOBBO-NETO & LORESQ7).

Tabela 8 Determinacao de flavonoides nos extratos etam®kcna agua de infusdo por UV-

Vis. Comprimento de onda = 425 nm, (n=3). (mg/gxieato)

Planta Agua de infusdg % extraida na| Extrato 70% mg/g Extrato 95% mg/g
mg/g infusdo*
Caléndula 2,23 +£0,50 11,7 13,55+0,55 18, 95 + 0,45*
Capim-liméo 0,66 + 0,08 1,5 41,54 + 2,69* 38,20+ 2,04
Espinheira-santg 0,89+0,73 2,2 20,60 £ 1,25 39,00 +£1,10*

* considerado o maior valor como 100%

5.5 Atividade antimicrobiana dos extratos etanolice e das aguas de infusao

Para as aguas de infusdo das plantas os resultadostodos negativos, ou seja, nao
apresentaram atividade antimicrobiana frente aosroruirganismos testados. Segundo
Silveiraet al, a utilizacdo de plantas no tratamento de doeégasa pratica muito comum,
principalmente nos paises subdesenvolvidos, deaidbficuldade de acesso imediato ao
servico de saude publica (SILVEIR&A al, 2007). Desta forma, o uso de chas ou infustes pel
populacao deve ser revisto com cuidado, dependaémadbjetivo, pois muitas vezes a infusao
de caléndula é utilizada para o tratamento de déas#. Por outro lado, é preciso salientar
gue muitas vezes moléculas, como polissacaridessglemelos ndo tém efeito positivo em
testesin vitro, entretanto, quandm vivo, estimulam o sistema imune e propiciam efeitos
benéficos. Portanto, os resultados de ausénciavitdade antimicrobiana das infusdes devem
ser interpretados com cuidado, e apenas indicaecassidade de novos estudos, a fim de
esclarecer se ha beneficios reais no organismoaajpgestao destes chas.

Para os extratos etandlicos 95% e 70% das tréstaplaestudadas, os micro-
organismos?seudomonas aerugino®d CC 27853 Listeria monocytogeneSTCC 19111 e



Candida albicangisolado clinico), apresentaram resultados negstioa seja, 0s extratos
nao apresentaram atividade frente a esses micemisrgos.
Para os micro-organism@&taphylococcus aureusTCC 25923, eKlebsiella sp.os

resultados foram positivos e podem ser verificago$abela 9.

Tabela 9 Atividade antimicrobiana de extratos etandlicesedpinheira-santa (ES), caléndula
(CA) e capim-limao (CL) por difusdo em agar. (n=2)

Média dos halos de indlsigmm)

Extratos Staphylococcus aureus Klebsiela sp.
ES 70% 1,45+0,35 2,45 £ 0,64
ES 95% NO 2,70 £ 0,28
CA 70% NO 3,48+1,10
CA 95% 0,73+0,11 535+£2,19
CL 70% NO 9,00 £ 0,42
CL 95% NO 6,10 + 0,57

NO= nao observado

Como esperado, nenhuma solucdo etandlica utilizesmo controle negativo
apresentou atividade contra os micro-organismaades.

De acordo com a Tabela 8, verificou-se que osatdr ES70% e CA95%
apresentaram atividade antagonica fraca frer@&phylococcus aureusnquanto os outros
extratos ndo apresentaram atividade. Todos ostexti@stados apresentaram atividade frente
a Klebsiellasp sendo que o extrato CL70% apresentou a maiodatig, com um halo de
9,00 £ 0,42 mm. Este extrato também apresentou iar nsancentracdo de flavonoides
(41,54+2,69), 0 que sugere que a atividade antobiana esta correlacionada a presenca
deste grupo de moléculas (MIDDLETON & KANDASWAMI993; RATTY & DAS, 1988;
HACKETT, 1993).



A atividade antimicrobiana de extratos vegetaiav@liada também através da
determinacdo da quantidade de substancia necegsddainibir o crescimento do micro-
organismo teste; cujo valor € conhecido como cdnagdio inibitoria minima - CIM.

Os extratos que apresentaram atividade antimamabiforam utilizados para
determinar o CIM (concentracdo inibitdria minima)oeCBM (concentracdo bactericida

minima). Os resultados sdo apresentados na Tabkela 1

Tabela 10 Concentracéo inibitéria minima (CIM) e conceniapactericida minima (CBM)
dos extratos etandlicos de espinheira-santa (Bfndula (CA) e capim-limao (CL) frente a

Staphylococcus aure@Klebsiellasp.

Extratos etanolicos
Micro-organismos Concentracao ES CA CL
(mg/mL) 95% 70% 95% 70% 95% 70%
CIM - - CIM - -
25,0
CBM CBM
Staphylococcus aure
2,5 CIM - - CIM - -
0,25 CIM - - - - -
CIM | CIM | CIM CIM CIM
2,5 -
CBM | CBM | CBM CBM CBM
Klebsiellasp.
CiIM CIM CIM - CIM CIM
0,25
CBM - - - CBM CBM

- ocorreu turvacdo pelo desenvolvimento microbiaeo portanto

antimicrobiana

O extrato de ES 95% apresentou auséncia de turvagdo seja,

ndo apresenta atividade

inibiu o

desenvolvimento d&. aureusas concentragdes de 25, 2,5 e 0,25 mg/mL, pora@iM

para este extrato € de 0,25 mg/mL. Entretanto, appkqueamento destas aliquotas foi
observada auséncia de desenvolvimento microbiaeagpma concentracdo de 25 mg/mL, o

que indica que esta concentracdo é a CBM destatexiente acS. aureus Segundo o



estabelecido por Holetet al, uma planta ou seu extrato é considerado comngiate
antimicrobiano quando apresenta CIM menor que Bnta (HOLETZ, 2002); desta forma
0 extrato de ES95% pode ser considerado como tatimidade antimicrobiana importante
frente &S. aureus

O extrato de CA70% apresentou atividade inibitéxda concentracdes de 25 e 2,5
mg/mL (CIM), entretanto a CBM ocorreu em 25 mg/rakte resultado sugere a presenca de
moléculas inibitdrias neste extrato, porém conmgmdicante potencial antimicrobian@rsus
S. aureus

A acao antimicrobiana dos extratos foi mais efitdecontraKlebsiella sp., pois os
resultados indicaram que a CIM é de 0,25 mg/mL parextratos ES95%, ES70%, CA95%,
CL 95% e CL70%. E ainda, a CBM também foi determi@aomo sendo de 0,25 mg/mL
para os extratos de ES95%, CL95% e CL70%.Kkebsiella sp. apresentou uma
susceptibilidade muito maior do qu& aureusaos extratos testados. Estes resultados
demonstraram que os extratos de ES 95% e CL95% #%Lportanto, poderiam ser
utilizados para combaterkdebsiellasp., pois os resultados dos testegitro demonstraram
auséncia de acao antimicrobiana das infusdes fearstenicro-organismos testados. Portanto,
0s extratos ES95%, ES70%, CA95%, CL 95% e CL70%sa@mtam importante atividade
antimicrobiana frente Blebsiellasp.



5.6 Estudo quimiométrico

A anadlise dos componentes principais foi aplicada dados experimentais auto-
escalonados dos teores de ions metalicos, fernd@®nbides, e atividades antimicrobianas
obtidos das folhas calcinadas, infusbes e extrdeoplantas medicinais para verificar as
possiveis semelhancas e diferencas entre as amessw@a correlacdo entre as variaveis. O
auto-escalonamento foi feito para assegurar questad analises tivessem igual importancia
para auxiliar na discriminacdo das amostras (TabElae 12). O estudo quimiométrico foi
dividido em duas partes, a primeira envolveu aismalle componentes principais dos
resultados obtidos com as infusGes aquosas e follamadas e a segunda andlise fez-se
orientada aos resultados obtidos com os extraap®ktos das plantas.

A Figura 21 apresenta os graficos de escores dasta®s e 0s pesos das variaveis da
primeira etapa do estudo. A primeira, segundacaeirer componentes principais capturaram
juntas 97,7% de variancia dos dados experimerians64,20% de variancia capturada pela
primeira componente principal, as amostras forandidias em dois grandes grupos (Figura
21A). O grupo das amostras de infusdes aquosasjxwonegativo de X e o das plantas
calcinadas no eixo positivo de X. A separacao recodevido a grande diferenca entre as
guantidades de ions metalicos e compostos orgapimesentes nas plantas calcinadas em
relacdo as infusGes aquosas. A Figura 21B apressntsesos das variaveis, podendo ser
observado que as variaveis da primeira componeimteifal estdo todas no eixo positivo de
X, indicando que ocorre uma correlacéo direta ezitre.

Analisando a Figura 21B observa-se que os maiaexes da primeira componente
principal formam um grupo de amostras de folhasagem-liméao (CL), espinheira-santa (ES)
e caléndula (CA). Os pesos da primeira componenteipal, que separaram o0 grupo das
plantas calcinadas, sdo os de teores de Pb, CHavdnoides, Cu, Mg, fendis, Zn, Cr, Fe,
Mn, K e Na (nesta ordem) que estdo presentes emquaraidade relativamente maior nas
plantas calcinadas do que nas infusdes. Um dadvargke é que os ions metalicos pesados
nao foram encontrados nas infusbes, podendo estdo§ pelas constituintes menos soluveis
da planta.

De acordo com a segunda componente principal (%8.86 variancia capturada -
Figura 21B), dentro do grande grupo das plantasnzalas, ainda pode-se diferenciar a planta

ES das demais CL e CA, respectivamente. A ESlessdfizada no eixo positivo de X e Y,



portanto apresenta os maiores teores relativosatés/eis localizadas nos eixos de maiores
pesos em X e Y, isto é, teores de fendis, Mg, Cr, favondides e Pb (nesta ordem de
importancia). A CA e CL calcinados contém maioesés relativos de Zn e Al. Os maiores
teores de Mn nas infusdes foram importantes pamagioum grupo de amostras de infusdo de
CL e ES, diferenciando-a da amostra de infusdoAlae€ta contém maiores teores de Na, Zn,

Al e quantidade intermediaria de K e Fe nas irdgso
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Figura 21. Andlise dos componentes principais dos dadosedees de ions metalicos e
compostos fendlicos: escores (A) e pesos (B) dagiwra e segunda componentes principais

para as amostras das folhas calcinadas e infaspesas.

ESINF (espinheira-santa em infusdo aquosa); CLid#pin-limdo em infusdo aquosa); CAINF (caléndula em
infusdo aquosa); ESFL (espinheira-santa na foll@neala); CLFL (capim-liméo na folha calcinada); EIA

(caléndula na folha calcinada).



A segunda e a terceira componentes principaitu@am 33,5% da variancia, dos
qguais 14,7% foram correspondentes a terceira coemperprincipal. As duas componentes
separaram as amostras de acordo com o tipo de§légura 22). O CL calcinado e infusdo
formaram um grupo devido as maiores quantidadelimleflavonéides (maior quantidade
extraida da folha calcinada e menor quantidadenfus&o), K (maior quantidade na folha
calcinada e infusédo) e de Al (maior quantidade alhaf calcinada e menor quantidade na
infusdo). O grupo da ES (infusdo e folha calcinddajsolado de acordo com os teores de
fendis (maior quantidade total extraida e menomtidade na infusdo aquosa), Pb (maior
quantidade na folha calcinada e zero na infusdoMge (maiores quantidades na folha
calcinada e na infusdo). A CA infusdo e folha forseparadas devido aos teores de Na
(maiores quantidades na folha calcinada e na iojusén (maiores quantidades na folha
calcinada e na infusdo), Ca (maiores quantidade$olha calcinada e na infusdo), Cu
(quantidade intermediaria na folha calcinada e maia infusdo), Cr (quantidade
intermediaria na folha calcinada e zero na infus@olre (maior na folha calcinada e

intermediaria na infusao).
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Figura 22: Analise dos componentes principais dos dadosedees de ions metélicos e
compostos fenodlicos: escores (A) e pesos (B) darskge terceira componentes principais

para as amostras das folhas calcinadas e infugdiesas.

ESINF (espinheira-santa em infusdo aquosa); CLipiMn-limdo em infusdo aquosa); CAINF (caléndula e
infusdo aquosa); ESFL (espinheira-santa na foll@neala); CLFL (capim-limdo na folha calcinada); EIA

(caléndula na folha calcinada).



Na Figura 23 (A,B,C) foram plotados os pesosaspondentes a cada variavel da
primeira, segunda e terceira componentes principastrando novamente que todas as
variaveis estado correlacionadas positivamente dedaccom a primeira componente
principal, mas que K e Na foram menos importantesliferenciacdo das amostras de folha
calcinada e infuséo.

Por outro lado, a segunda componente principal nmosjue fendis, flavandides, Cr,
Mg, Cu, Mn e Pb estédo inversamente correlacionaddls K, Na, Zn e Fe. Estes dados estédo
consistentes com o fato de que na solucédo do spiesenca de Ca e Mg esta inversamente
correlacionada a do Al, pois é desta solucdo qoiarga extrai minerais, portanto se houver
menos Al haverd mais Ca e Mg na folha. O Ca tew® medXximo a zero, portanto nao
contribuiu para esta segunda componente principal.

Um dos mecanismos de protecdo da planta contra nugtélicos nocivos é a
complexacdo dos mesmos com compostos fenolicosy darondides, que tem a habilidade
de formar quelatos com cations metélicos (CUYCKENSLAEYS,2004. Uma correlacéo
positiva, entre Al, fendis e flavondides pode oeorse ele estiver complexado. Essa
correlacéo fica mais evidente na analise quimidogtios extratos etanolicos. Nesta primeira
etapa do estudo quimiométrico, o Al esta inversdaenearrelacionado a fendis e flavondides
(Figura 23 B), pois o Al medido foi resultante dogesso de calcinacdo da folha, portanto
sendo o Al total presente na folha, complexadoceco@nplexado e esta quantidade pode nao
estimular a producéo de fenois e flavonoides plelatg.

Estudos adicionais serdo necessarios para avatielagdo da presenca de maiores
teores de Na, K, Fe e Zn (Figura 23B), que estaergamente correlacionados aos
fendis/flavondides, na producdo destes compostasptenta. J& a correlacdo positiva destes
compostos com Cu, Pb e Cr, pode significar quaifons metalicos que, complexados ou
nao, promovem a producédo de fendis/flavondidesla f através do metabolismo, ou seja o
aumento da quantidade de determinado metal na folbigicia um aumento de compostos
organicos. Se na segunda etapa da andlise (exilacBms metdlicos, flavonodides e fendis
com solventes) um aumento destes compostos orgar@poesenta um aumento da extracao
destes ions metalicos, seria um indicativo da peksiomplexacdo dos mesmos por
compostos organicos. Os teores de maior peso qupuseram a terceira (C) componente
principal foram os fendis, flavondides e Mn corcgdaados diretamente entre si e

inversamente aos teores de Na e Zn.
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Para avaliar o que foi questionado acima e outoaselagbes entre determinados
constituintes realizou-se a analise dos compongmiesipais para 0s seis extratos etandlicos
das folhas. Na Tabela 12 estdo os dados auto-aada® processados, da mesma forma que
na primeira analise quimiomeétrica. A primeira, gusela e a terceira componentes principais
capturaram 38,0%, 26,5% e 19,4% da variancia ddssdaxperimentais respectivamente,
juntas totalizando 83,9% da variancia capturada.

A primeira e a segunda componentes principais (Ri@4A) separaram 0s extratos
etanolicos 95% obtidos a partir do CL, CA e ESdimmais. O extrato CL 70% diferenciou-se
por maiores teores de Al , flavonodides e ativididate aKlebsiellasp., o extrato CA 70%
por maiores teores de Cu, Ca, Zn e quantidadenettiaria (proxima ao maximo) de K, o da
ES maiores teores de Mg e melhor atividade coBtraureus Os extratos 95% separam
devido a teores similares de Na.

Os dados de escores e pesos da terceira comp@nieicipal sdo apresentados na
Figura 25. A terceira componente principal sepa®extratos de acordo com o tipo de planta
formando varios grupos: grupo com escores negatexagatos de ES); grupo proximo de
zero (CL) e grupo positivo (CA). As variaveis flandddes (proximo do maximo ES 95%),
fendis (maximo ES 95%) e Mg (méaximo na ES 70%)asmam a ES; Al (maximo CL 70%),
Ca (préximo do maximo), atividade con8aaureugzero) e Zn (quantidade intermediaria) o
CL; Na (quantidade intermediaria), Cu (quantidadxima) e atividade anilebsielasp.
(intermediaria) a CA. Isto sugere o uso do extd#@S como fonte de fendis, flavondides e
Mg, e o CL adicional de Ca e Zn. Os cuidados caulo para diminuir a absorcdo de Al pela

planta devem ser maiores durante o cultivo de Cisiderando os extratos etandlicos.
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Figura 25: Analise dos componentes principais dos dadosates de ions metalicos:
escores das amostras (A) e pesos das variavemméBxtratos alcoodlicos da primeira e
terceira componentes principais.

Kleb. —Klebsiellasp; Staf. —-S. aureus.



A Figura 26 apresenta os pesos das variaveis daalimas PCAs. Na primeira
componente principal estédo diretamente correladiosieo teor de flavondides, atividade anti-
Klebsielae teor de Al indicando que o mesmo pode estar lBxago com os flavondides.
Estdo inversamente correlacionados aos teoresadenftides e a atividade aimtiebsiela
todos os demais ions metélicos e a atividade anfi.aureus Os pesos da segunda
componente principal indicam os teores de Al, Ca, Zh, flavondides e atividade anti-
Klebsieladiretamente correlacionados entre si, tornandsipelsnovamente a hipotese de
formacao de complexos fendis/flavondides com Aues@stéo inversamente correlacionados
aos teores de Na e aBtiaureus

As correlacdes positivas entre teores de fendimffldides nos extratos etanolicos com
determinados ions metalicos permitem outras hipételém da possivel complexacao entre
estes ions metalicos e flavandides/fendis tais camextracdo dos flavondides/fendis em
etanol é favorecida pela presenca do metal, codflavondides € favorecida por Ca, K, Cu
e Zn; as correlagbes entre a solubilidade de datados fendis/flavondides com a
solubilidade de ions metalicos, como Ca, K Cu eeZlavondides; alguns ions metalicos ou
compostos organometalicos que se formam podemdewoma atividade antimicrobiana de
fendis/flavondides, neste caso, Al, Cu, Ca, K Cidnepodem favorecer a atividade anti-
Klebsielasp. , mas com maior intensidade os ions metatichs Ca e Cu (maiores pesos —
Fig. 26).

A Figura 26C apresenta 0s pesos das variaveidacioeadas pela terceira
componente principal, mostrando que para diferemnsi@xtratos das plantas sao importantes
os teores de flavondides, fendis, Mg (diretameatestacionados) que estdo inversamente
correlacionados aos teores de Na, Cu e atividaildtabsielasp.. Novamente o Al foi
correlacionado positivamente a fenadis e flavonopea valores intermediarios, mas o Mg e

K foram mais importantes para favorecer a extraigibes compostos de acordo com a planta.
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Kleb. —Klebsiellasp; Staf. —S. aureus.



O reconhecimento de padrdes feito através dasendéi componentes principais pode
estabelecer uma assinatura quimica das plantascimadi e extratos de plantas de um
determinado local e, para atingir este objetivojede ser pesquisados varios locais com
diferentes tipos de plantas, de solos e clima. Comomero de plantas analisadas € pequeno,
este trabalho somente sugere direcionamentos panag pesquisas, dando indicios de que
existe um padrdo entre os diferentes tipos de gdamedicinais em relagdo entre seu

conteudo em substancias minerais e compostos desoli



6. CONCLUSOES

Através deste estudo pode-se concluir que os dwsag de infusdo) das plantas
medicinais, sdo fontes importantes de mineraisnegs como Mg, K e Ca; percebe-se
também que os ions metalicos ndo essenciais, b 1€ fracamente extraidos nas infusdes,
ndo causando danos ao ser humano. O Al estd presast infusbes em quantidades
significativas, mas sera toxico apenas se a pessgoa de problemas renais, as quantidades
pequenas absorvidas nas dietas normais sdo exsegiatbs rins saudaveis, de modo que
nenhuma acumulacao ocorre de forma consideraveioGoi verificada uma forte correlacéo
deste metal com os compostos organicos sugereesama porcentagem significante esteja
complexado com os acidos fendlicos deixando o messrms disponivel para o organismo.

Com relacdo aos compostos organicos, a caléndulapg@anta que mais apresentou
acidos fendlicos e flavondides na agua de infus3®.extratos etanodlicos 95% v/v da
caléndula e da espinheira-santa apresentaram maigaes de acidos fendlicos com relacdo
aos extratos 70%, ja no caso do capim-limao, ogooreontrario. Para os flavondides, os
extratos de capim-limao 70% e 95% e de espinhamtas95% foram 0s que apresentaram
maiores teores.

O extrato de espinheira-santa 95% v/v pode seridenaglo como tendo atividade
antimicrobiana importante frenteSaaureuscomo mostrou o estudo de CIM. E os extratos de
espinheira-santa 70% e 95%, capim-limdo 70% e 95%aléndula 95% apresentaram
atividade antimicrobiana importante frente Kdebsiella sp. As infusbes aquosas, nas
concentracdes avaliadas, ndo apresentaram atividatmicrobiana frente aos micro-
organismos estudados.

Nos extratos etandlicos, ndo verificou-se a preseog ions metélicos, Mn, Fe, Cr, Pb
e Cd. Os demais ions metalicos foram melhor exisagan etanol 70%.

Através da analise das componentes principais €asipel determinar algumas
correlacdes entre ions metalicos e o teor de f@®lie flavondides, entre agentes
antimicrobianos e compostos fendlicos. Sugererabdan que o Ca e o Al competem entre si

pelo mesmo sitio ativo na planta, por isso aparenearsamente nas PCA’s.



7. TRABALHOS FUTUROS

A partir deste trabalho é possivel sugerir azagho de novas pesquisas que poderao
ser desenvolvidos:
* Estudo de ions metalicos e compostos fendlicos mimsimas coletadas em outras
regides (estudo de correlacdes);
» Estudo de ions metélicos e compostos fendlicosrapsimas coletadas em diferentes
estacbes do ano, com maior e menor incidéncialge so
* Avaliar a acdo antimicrobiana dos extratos etaoslidrente a outros micro-

organismos.
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