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RESUMO

Este estudo apresenta a determinagéo de Ca, Cu, Fe Mg, Mn e Zn em dez plantas medicinais
da Amazonia, pariri (drrabidaea chica), aroeira (Schinus terebinthifolia), insulina (Cissus
sicyoides), unha de gato (Uncaria tomentosa), graviola (Annona muricata), peao branco
(Jatropha curcas), malva branca (Sida cryphiopetala), lacre (Vismia guianensis), perpétua
roxa (Gomphrena globosa) e vinagreira roxa (Hibiscus sabdariffa), comercializadas na cidade
de Belém-PA. As amostras foram digeridas com HNO; ¢ H,0O, em bloco digestor e os cha
foram feitos com 4gua desionizada fervente, as amostras foram analizadas em FAAS e a
exatiddo foi avaliada com material de referéncia certificado GBW07604, os resultados foram
interpretados com o auxilio de PCA e HCA, que permitiram evidenciar a alta correlagdo entre
Cu e Fe e também entre Ca, Mg, Mn e Zn. Nas amostras digeridas os teores variaram entre
1,9-26,3% para o Ca, 4,0-10,6 ug g de Cu, 99,1-345.2 pg g de Fe, 0,14-1,6% de Mg, 9,6-
154,7 pg g de Mn e 9,4-216,2 pg g de Zn. Nos chis, os teores variaram de 0,33-2,4% de
Ca, 0,5-2,1 pg g de Cu, 1,5-30,2 pg g de Fe, 0,03-0,95% de Mg, 2,9-49,1 pg g de Mn e
1,2-60,7 pg g de Zn. insulina, graviola, pedo Branco e fruta pdo (drfocarpus altilis) sdo
plantas medicinais usadas no tratamento de diabetes. Foi avaliado o teor de Cr (VI) nestas
amostras. A metodologia utilizada extraiu o Cr (VI) das folhas destas plantas com Na,CO; e
posteriormente foi analisado por GF AAS juntamente com seus digeridos, que sofreram o
processo de abertura em micro-ondas com auxilio de HNO; 50% (v/v) e H,O, em condigdes
previamente avaliada e ajustada. As amostras analisadas ndo apresentaram riscos de
contaminagfo de Cr (VI) para os seus consumidores. Os teores de Cr variaram entre 733,26~
244929 ng Kg™! nos digeridos, 46,20-363,78 pg Kg™' para o Cr (VI) total e 41,09-309,03 pg
Kg! para o Cr (VI) solivel em agua. A metodologia de extragéo de Fe** por ponto nuvem
usando APDC como complexante foi otimizada com o intuito de se buscar a condigdo que
apresente a maxima quantidade de Fe** e a minima quantidade de Fe**, posteriormente esta
condicfo foi testada em seis amostras de plantas medicinais da Amaz6nia, Pariri, Insulina,
Unha de gato, Graviola, Pedo branco e Vinagreira roxa, sendo que em cinco delas ndo foi

detectado o Fe**, somente a amostra de vinagreira que apresentou 5,34 ug g’ de Fe?*.

Palavras-chave: Especiacdo, plantas medicinais, metodologia analitica



ABSTRACT

This study presents the determination of Ca, Cu, Fe, Mg, Mn and Zn in ten medicinal herbs
form the Amazon, pariti (Arrabidaea chica), aroeira (Schinus terebinthifolia), insulina
(Cissus sicyoides), unha de gato (Uncaria tomentosa), graviola (Annona muricata), peao
branco (Jatropha curcas), malva branca (Sida cryphiopetala), lacre (Vismia guianensis),
perpétua roxa (Gomphrena globosa) e vinagreira roxa (Hibiscus sabdariffa),marketed in the
city of Belém-PA. The samples were digested with HNO; and H,O; in block digester and tea
were made with deionized water boiling, samples were analyzed by FAAS and the accuracy
was evaluated with certified reference material GBW07604, the results were interpreted with
the aid of PCA and HCA, which mat it possible to highlighted the high correlation between
Cu and Fe and also between Ca, Mg, Mn and Zn. In the sample digested the levels ranged
from 1.9-26.3% for Ca, 4.0-10.6 pug g of Cu, 99.1-345.2 g g of Fe, 0.14-1.6% of Mg, 9.6-
154.7 pg g'I of Mn and 9.4-216.2 pg g'l of Zn. In teas, levels ranged from 0.33-2.4% for Ca,
0.5-2.1 pg g* of Cu, 1.5-30.2 pg g’ of Fe, 0.03-0.95% of Mg, 2.9-49.1 ug g of Mn and 1.2-
60.7 ug g of Zn. insulina, graviola, pedo branco e fruta péo (Artocarpus altilis) are medicinal
herbs used in the treatment of diabetes. Was evaluated the content of Cr (VI) in these samples.
The methodology extracted Cr (VI) from the leaves of these herbs with Na;COs and then was
analyzed by GF AAS together with their digested, they suffered the opening process in the
microwave with the aid of HNO;3 50% (v/v) and H,0, under conditions previously evaluated
and adjusted. The samples tested showed no risks of contamination of Cr (VI) to its
consumers. Cr levels ranged between from 733.26-2449.29 ug kg™ in digested, 46.20-363.78
pg kg™ for Cr (VI) total and 41.09-309.03 pg kg™ for Cr (VI) in water soluble. A method for
extraction of Fe** by cloud point using APDC as complexing was optimized in order to find
the condition which that the maximum amount of Fe?* and the minimum amount of Fe’" later
this condition was tested in six samples of medicinal herbs from Amazon Pariri, Insulina,
Unha de gato, Graviola, Pedo branco e Vinagreira roxa and in five of them was not detected

Fe?*, only a sample of Vinagreira roxa which showed 5.34 ug g of Fe*".

Keywords: Speciation, medicinal plants, a_nalytical methodology
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1.1. IMPORTANCIA DAS PLANTAS MEDICINAIS E DA ANALISE ELEMENTAR

Desde os tempos mais remotos e imemoraveis, o homem vem se beneficiando de plantas
medicinais para curar as doengas e mazelas que o acometem. Com o passar do tempo o
homem foi adquirindo experiéncia na selegfo e utilizagdo de plantas para aliviar seus males

(MACIEL et al. 2002; FERREIRA; PINTO,2010).

As plantas medicinais sdo aquelas que apresentam alguma propriedade medicinal em
potencial, varias partes de uma planta medicinal podem ser utilizadas, como raiz, caule,
folhas, flores, frutos, sementes ou seiva (BLICHARSKA et al. 2010). Estas plantas tem a
capacidade de produzir compostos farmacologicamente ativos que auxiliam na cura de
doengas e por isso podem ser usados como alternativa para tratamentos da saide humana
(KOLASANI; XU; MILIKAN, 2011). As plantas medicinais podem ser utilizadas de varias
formas, como ch4, infusdo, decoc¢do, maceragdo, cataplasma, emplasto, garrafada entre

outros (LORENZI; MATOS, 2008).

Muitas pessoas utilizam plantas medicinais para tratar ou mesmo prevenir doengas
(RAZIC, 2005), j&4 que a medicina popular tem uma quantidade muito grande de exemplos
que comprovam a sua eficcia. Mesmo assim, ainda se observa um grande numero de pessoas
que ainda recorrem as plantas medicinais quando apresentam sintomas de alguma
enfermidade (SILVA; FILHO, 2002). As plantas medicinais devem ser selecionadas de
acordo com a sua eficdcia, seguranga terapéutica e principalmente com a comprovagdo
cientifica, pois sdo um medicamento quando usadas corretamente (LORENZI; MATOS,

2008).

As plantas medicinais tém um espago garantido entre a populago, especialmente entre

aqueles que ndo tem acesso ao atendimento primério de saide. Uma série de fatores sdo
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levados em conta na utilizagdo das plantas medicinais em compara¢o aos medicamentos
convencionais, entre eles destaca-se o baixo efeito colateral ou contra indicaggo, o pre¢o mais
acessivel, a preferéncia por terapias naturais e a tendéncia a auto medicacéo (PETRONILHO

et al. 2012; YUNES; CALIXTO, 2001).

Um numero considerdvel de pesquisas envolvendo plantas medicinais tem sido realizadas,
mas o Brasil, mesmo com a rica heranga indigena que usa prioritariamente as plantas como

medicamentos, ainda estuda pouco as suas plantas medicinais (ALMEIDA et al. 2002).

As praticas indigenas e as contribui¢des africanas foram as principais bases que
alicercaram a tradi¢éo do uso de plantas medicinais no Brasil. Esta tradico se estende até os

dias atuais (REIS, et al. 2010).

A heterogeneidade e a dimenséo do territério amazdnico contribuem para a dificuldade na
identificago e catalogagdo das espécies vegetais existentes, mas os seus habitantes nativos, os
indios, sdo guardides dos “mistérios” e saberes. Como o conhecimento sobre as plantas é
transmitido oralmente, o uso foi sendo aperfeigoado para as geracdes seguintes obedecendo o

método da tentativa e erro (BRITO; BRITO, 1993).

Os indigenas relatam que os espiritos da mata dizem aos pajés (durante os rituais de cura)
quais as plantas deve ser utilizadas, a forma de preparagio e a dosagem adequada para cada
tipo de doenga, demonstrando assim o cardter mistico que as plantas medicinais

desempenham na vida dos amaz6nidas.

Diversas sdo as formas de utilizagdo das plantas medicinais, sendo que na Amazénia a
planta medicinal fresca, recém-colhida ou mesmo seca é mais comumente utilizada, apesar do
crescente mercado de fitoterdpicos industrializado. Ainda se valoriza bastante a compra com
os “raizeiros”, que em muitas vezes sdo quem indicam ou “receitam” a forma de utiliza¢do

(LORENZI; MATOS, 2008). As vendedoras de plantas medicinais do mercado do Ver-o-
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Peso, na capital paraense, por exemplo, indicam diversas plantas para os mais diversos males
e em alguns casos, indicam até mesmo mistura de plantas para serem tomadas como
preparados conhecidos como “garrafadas”, mas a indicagfio mais comum s&o os chas, quentes

ou gelados, de uma ou vdrias plantas.

O ch4 é uma bebida bastante consumida no mundo inteiro (SOOROM, et al. 2008) ¢ pode
ser preparado para o consumo a partir de uma tinica erva ou mesmo de uma mistura de ervas
(SCHULZ, 2002). O ché de plantas medicinais ¢ importante na saide preventiva ¢ como

tratamento auxiliar das mais diversas doengas (OBIAJUNWA, et al. 2001).

A preparagio dos chéds pode ser realizada de trés formas, a infusdo, a decocgéo ¢ a
maceragdo. A infusio ¢ a técnica mais utilizada que consiste na adi¢ao de agua fervente sobre
uma quantidade especifica de erva e em seguida é coberta e deixada em repouso por um
periodo de 5 — 10 minutos, até chegar a temperatura adequada para ser bebido. A decocgdo
consiste em colocar a erva em 4gua fria e depois leva-la a fervura por um periodo que pode
variar de 5 a no maximo 20 minutos, dependo da parte vegetal que esta sendo utilizada, apos
esta etapa deixa-se em repouso e seguida o decocto € coado. A maceragdo consiste em
amassar ou picar a erva e em seguida descansa-la em dgua fria por um periodo compreendido
entre 6 e 24 horas, dependo da parte utilizada, em seguida o macerado é coado (SCHULZ,

2002; LORENZI; MATOS, 2008).

As infusdes sdo indicadas para folhas frescas ou secas. Os decoctos sdo indicados para
aquelas partes mais duras das erva medicinais como cascas raizes e sementes. A maceragao
pode ser utilizada para as mais variadas partes, diferenciando o tempo de permanéncia em
contato com agua, folhas, sementes e partes mais tenras sdo necessarios um tempo maximo de
12 horas, enquanto que talos, cascas e raizes duras necessitam de até 24 horas de contato com

agua (LORENZI; MATOS, 2008).
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Os chas devem ser preparados preferencialmente em doses individuais. Ha casos em que
se prepara uma quantidade um pouco maior de chd, que nio serd consumida de imediato,
neste caso se recomenda que ele seja consumido no mesmo dia, e que seja armazenado na

geladeira em frasco bem tampado (LORENZI; MATOS, 2008).

A dosagem recomendada para os chds deve ser de no maximo trés xicaras por dia e por
um periodo méaximo de 3 a 4 quatro semanas, ndo se recomenda o uso constante dos chas
devido muitas de suas propriedades serem baseadas em evidencias empiricas e também pelo

fato de que ainda had caréncia de estudos experimentais sobre a toxicidade dos chas

(SCHULZ, 2002).

A composicdo elementar de plantas medicinais tem sido objeto de estudo de cientistas em
todas as partes do mundo. Uma das razdes que levam a estes estudos € o risco de
contamina¢do por metais pesados. Porém, também é objeto de investigagdo os teores de
macro € micronutrientes em plantas medicinais, que podem se apresentar como uma
alternativa para a suplementag¢do de metais no organismos, ou mesmo auxiliar no tratamento
de doencas, uma vez que eles estdo envolvidos em uma série de processos metabolicos no
corpo humano. E importante ressaltar que niveis elevados de metais no corpo humano podem
ser perigosos ou toxicos ao organismo (KONIECZYNSKI; WESOLOWSKI, 2007; SILVA, et

al, 2010).

Os elementos traco desempenham um importante papel para a formacdo de compostos
ativos em plantas medicinais e também tem muitas fun¢Ses importantes no organismo
humano, mas é importante se conhecer o estado de oxidagdo do elemento estudado, ou seja, €
importante se realizar estudos de especiagdo quimica, onde se pode conhecer em qual
concentragdo se encontra um elemento quimico em um estado de oxidagdo especifico na

amostra estudada (KOLASANTI; XU; MILIKAN, 2011; MICHALKE, 2003).
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A utilizacdo de plantas medicinais ¢ muito comum na Amazodnia, porém, ndo ha
muitos estudos sobre os teores de metais neste tipo de amostras. Sabe-se que alguns metais
como o cromo, por exemplo, pode ser téxico para o homem e este metal pode estar presente

em quantidades relevantes nas plantas medicinais.

Constituintes toxicos para a espécie humana podem estar presentes nas plantas
medicinais, que apesar de serem produtos naturais podem ocasionar efeitos adversos aos seus
usudrios, como toxicidade, reacdes alérgicas e interagdes com Outros medicamentos que
podem ser acentuadas ou atenuadas pela dosagem incorreta (GJIORGIEVA, et al. 2010;

YUNES; CALIXTO, 2001).

Entre as inimeras plantas medicinais ofertadas pela rica flora Amazodnica, pode-se
destacar para o tratamento de diabetes as folhas da insulina, da graviola, do pedo branco e da
fruta pdo, que sdo plantas medicinais facilmente encontradas nas feiras livres e lojas de venda
de plantas da capital paraense. O chd das folhas destas plantas sdo bastante consumidas por
diabéticos na esperanga de aliviar este mal que atinge, aproximadamente, 130 milhdes de

pessoas em todo o mundo (OLABANIL, et al. 2008; LORENZI; MATOS, 2008).

O cromo é um elemento que pode oferecer risco ou alguns beneficios para o homem,
dependendo do estado de oxidagdo em que se encontra. O Cr’* desempenha importante papel
no metabolismo do agucar e de lipidios em humanos, enquanto que o Cr*" ¢ extremamente
toxico e cancerigeno. Portanto é de fundamental importancia a técnica de especiagéo do
cromo em matrizes como plantas medicinais, que sdo utilizadas pela populagdo. Para
identificar o fon Cr®" & usado a técnica de extragdo em meio alcalino usando o Na,COs, que
separa as formas do Cr®" soltvel do Cr** que precipita na forma de carbonatos e hidréxidos

(ELCL et al. 2010; PANICHEV, et al. 2005).
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A determinagdo de elementos trago em matrizes complexas que apresentam baixas
concentragdes tém se tornado um problema em quimica analitica. Uma saida é a pré-
concentragdo destes analitos que se encontram em niveis trago. As primeiras técnicas usadas
para isso foram a precipitagio, a coprecipitagdo e a destilagio (PALEOLOGOS; GIOKAS:

KARAYANNIS, 2005).

Procedimentos de separagdo e pré concentragfo sdo de grande importéncia na quimica
analitica e na quimica ambiental, pois estes procedimentos permitem a eliminagdo ou a
minimiza¢do dos efeitos de concomitantes e efeitos da matriz, reduz o limite de detecgdo para
muitos metais em varias técnicas, melhorando assim, a deteccdo de muitos metais

(BEZERRA; ARRUDA; FERREIRA, 2005).

O uso de ambientes micelares ndo idnicos tém recebido especial atencio ultimamente
para técnicas de pré concentragdo e separagdo em quimica analitica (TANI; KAMIDATE;
WATANABE, 1997). A utilizagdo de extragdo e pré concentragio por ponto nuvem tem
ganhado grande destaque no cendrio mundial por ser um procedimento que tém se mostrado

eficiente para as mais variadas e complexas matrizes.

Para este estudo foi selecionado folhas de onze plantas medicinais comercializadas na
regido metropolitana de Belém-PA, pariri, aroeira, insulina, unha de gato, graviola, pedio
branco, malva branca, lacre, perpétua roxa, vinagreira roxa e fruta pdo. As plantas foram
adquiridas no mercado do Ver-O-Peso. O critério de selegdo de compra das ervas foi baseado
na indica¢do dada pelas vendedoras para a cura de anemia e diabetes. Assim, buscou-se
investigar plantas medicinais consumidas pela populagéo de acordo com a tradi¢éo oral e com

a indicacéo popular, fato muito comum na Amazdnia como um todo.
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1.2. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi a determinagéo de constituintes inorginicos e especiagdo

de cromo e ferro em plantas medicinais comercializadas na Amazodnia.



CAPITULO 2:

CLASSIFICACAO MULTIVARIADA DE
PLANTAS MEDICINAIS DA REGIAO
AMAZONICA E SUAS INFUSOES DE
ACORDO COM SUA COMPOSICAO

MINERAL
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2.1. REVISAO DA LITERATURA

2.1.1. Elementos metalicos

Através dos alimentos s@io ingeridas vérias substdncias importantes para o bom
funcionamento do corpo humano. Entre estas substincias temos os elementos metélicos, os
quais desempenham um papel muito importante para a saide do homem. Um desequilibrio
nas quantidades destes elementos pode ocasionar uma série de problemas ou até mesmo

doengas que podem ocasionar transtornos para a saide (SOOMRO, ef al. 2008).

Aproximadamente 4 % da por¢édo sélida do corpo humano ¢ formada por minerais. Em
condi¢des normais, entre 20 a 30 g destes minerais sio excretados diariamente pelo corpo,
sendo que a reposi¢do imediata € feita a partir dos alimentos. Como os alimentos apresentam
concentragdes variadas dos mais diversos metais, deve-se ter um cuidado constante, pois

variagdes de alguns elementos podem torna-lo téxico ao homem (FRANCO, 2005).

Os elementos podem ser classificados como macronutrientes (Ca, Cl, S, P, Mg, K, Na)
ou micronutrientes (Co, Cu, Cr, Sn, Fe, F, I, Mn, Mo, Ni, Se, Si, V, Zn) (FRANCO, 2005).
Muitos elementos sdo considerados essenciais para a nutricdo humana e desempenham
importantes papéis no organismo como formadores de ossos, dentes e tecidos; ativadores de
reagdes metabdlicas catalisadas por enzimas e componentes de enzimas, proteinas e
carboidratos complexos. Sdo também necessarios para o bom funcionamento e manutengdo

do sistema imunolégico (ALMEIDA, ef al. 2002; KOLASANI, XU, MILIKAN, 2011).

Nos vegetais de um modo geral, hd uma série de processos que dependem direta ou

indiretamente dos minerais (também chamados de elementos essenciais). Os teores destes
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minerais sofrem grandes variagdes principalmente por influéncia da espécie da planta,
gendtipo, condigdes de desenvolvimento, diferentes orgaos e tecidos da mesma planta, estagio
de maturﬁgéio, condi¢des do solo e sazonalidade. Hé4 elementos que dependendo da
concentragio em que se apresenta na planta desempenham diferentes papéis no seu

desenvolvimento (RAZIC, et al. 2005).

Em solos 4cidos pode ocorrer uma quantidade expressiva de alguns metais que podem
ser prontamente absorvidos pelas plantas, outros metais podem estar presentes em
concentracdes elevadas devido as contaminagdes ocasionada pela agricultura, mineragdo ou
atividade industrial (KOPITTKE et al. 2010). A sazonalidade pode influenciar no teor de
metais nas plantas devido, por exemplo, 0 excesso de chuvas pode lixiviar do solo nutrientes
utilizados pelas plantas ou mesmo lixiviar substancias hidrossoltiveis das folhas e raizes

(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

As plantas medicinais sdo utilizadas para a produgdo dos mais variados remédios na
medicina popular e os poucos estudos que envolvem estas matrizes 530 focados, em sua
maioria, no isolamento e teste das propriedades farmacolégicas de algumas substancias
orgénicas, que podem conferir alguma propriedade terapéutica a mesma. Estudos sobre os
teores de metais em plantas medicinais ainda sdo muito raros, porém, € um campo que merece
uma especial atengdo, pois € conhecido que os metais s&o de suma importancia para a saude

humana e eles se acumulam em diferentes partes da planta (CHUPARINA; AISUEVA, 2011).

Devido a grande utilizagdo de infusdes de plantas medicinais para tratar diversas
doengas, muitos estudos tém surgido a fim de se determinar os teores de metais nas infusdes e
assim poder avaliar os riscos de toxicidade destas plantas, ou mesmo indicarem os chds como

aliados na suplementagdo mineral, uma vez que as plantas podem acumular metais e estes



24

podem ser disponibilizados para os chés, que serfio ingeridos pelo homem (MEENA, et al.

2010; KARAK; BHAGAT, 2010).

Entre os metais estudados estio célcio, cobre, ferro, magnésio, manganés e zinco. Na
Tabela 1 é mostrado as quantidades destes metais, em mg/dia, que devem ser ingeridas

diariamente de acordo com a faixa etaria.

Tabela 1 — Valores recomendados para ingestdo didria de alguns elementos (mg/dia)

Ca Cu Fe Mg Mn Zn
Lactent
actemies | 400-600 | 04-07 | 6—10 40 — 60 03-1,0 5
O0alano
=
rlangas 800 0.7-20 | 10 80— 170 = 10
1 al0 anos
Adol 1 270 — 4
olescentes 1200 15-2.5 2 (H) 7 00 (H) 5.5 15 (H)
11a 18 anos 15 (M) | 280 —300 (M) 12 (M)
10 (H) 350 (H) 15 (H)
Adult 8001200 | 1,5-3.,0 2_5
uos 150M) | 280 (M) 12 (M)
Gravidez 1200 * 30 320 * 15
Lactagédo 1200 * 15 340 —355 * 16 - 19
* Valores ndo reportados. (ADAPTADO DE FRANCO, 2005)

H: Homens M: Mulheres

2.2 CALCIO

O célcio é absorvido do solo através das raizes como Ca’’ e transportado
principalmente para as folhas, onde tem sua mobilidade reduzida. Este elemento ¢ parte
integrante da parede celular, conferindo a esta rigidez e controlando o seu crescimento, além

de controlar também o volume celular e a absorgo idnica (MALAVOLTA, 1980).
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No corpo humano, o clcio é o quinto mineral mais abundante, sendo a grande maioria
encontrada nos ossos e dentes. A absor¢do no corpo humano ¢ fortemente influenciada pela
presenga de vitamina D e também pelo pH 4cido da parte superior do trato gastrointestinal. A
absorgdo pode sofrer decréscimos devido a presen¢a de grandes quantidades de lipidios,
fitatos, oxalatos e glicocorticoides. A excre¢do se d4 principalmente por via urinéria, fecal e
suor, numa taxa de aproximadamente 150, 100 e 15 mg dia‘l, respectivamente (FRANCO,

2005).

Nos ossos e nos dentes, o célcio se encontra na forma de hidroxiapatita. Sdo os 0ssos
responsaveis pelo maior parte do célcio presente no organismo humano. Ele tem um
importante papel no processo de coagulagdo sanguinea, nos movimentos de contracdo e
relaxamento muscular e mantém o batimento regular do coragdo. A caréncia de célcio no
organismo pode ocasionar convulsdes e hipersensibilidade muscular, por outro lado, o seu
excesso pode ocasionar nauseas, vomito, anorexia, coma, sede, falta de coordenagdo motora,
hipertensdo, fraqueza muscular e diminui¢do da fungéo renal crénica (FRANCO, 2005; LEE,

2001).

2.3. COBRE

O cobre no solo esta quase exclusivamente na forma de Cu?*, forma na qual ele ¢
absorvido pelas plantas e onde desempenha as fungdes de sintese de proteinas, metabolismo
de carboidratos e fixagdo simbiética do nitrogénio. As principais fungdes das enzimas que
contem cobre sio a doacdo de elétrons para a clorofila e transporte de elétrons na respiragdo.

A proteina plastocianina ocorre no cloroplasto das plantas verdes e contem um atomo de
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cobre que atua como um transportador de elétrons importante na fotossintese (LEE, 2001;

MALAVOLTA, 1980; KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 1986)

Um adulto tém, em média, 100 mg de cobre em seu organismo. Este elemento € o
terceiro metal de transi¢3o mais abundante no corpo humano, onde encontra-se distribuido
principalmente pelo figado, ossos, coragdo, rins e sistema nervoso, sendo que uma quantidade
diminuta estd presente no plasma sanguineo associado as proteinas. Na dieta diaria sdo

necessarios cerca de 4 a 5 mg de cobre (FRANCO, 2005; LEE, 2001).

A absorg¢do e o transporte do cobre é comprometido em individuos portadores de um
defeito genético conhecido como sindrome de Menkes, caracterizada por deterioragdo mental
progressiva, defeito na queratinizagdo normal da pele e baixos niveis de cobre no soro € no
figado, associando a isso reduzida atividade de vérias enzimas cobre-dependentes. Outra
doenca relacionada ao cobre é a doenga de Wilson, uma deficiéncia hereditiria de
ceruloplasmina, ela é caracterizada por produzir modificagdes degenerativas no cérebro e
tecido hepatico acumulando grandes quantidades de cobre no figado, cérebro, rins e cornea

(FRANCO, 2005; LEE, 2001; KARAK; BHAGAT, 2010).

O cobre desempenha um papel essencial em uma série de fungdes bioldgicas, entre
elas a mobilizagdo do ferro para a sintese da hemoglobina. Ele estd presente em varios
aminoacidos, metaloenzimas € metaloproteinas como citocromo C-oxidase (atuante na
fosforilagdo oxidativa de tecidos musculo-esqueléticos), monoamino-oxidase (integra a
estrutura do tecido vascular e 6sseo), ascorbato oxidase (oxidagdo do 4cido ascorbico); lisina
oxidase (controle da elasticidade das paredes da aorta); dopamina hoidroxilase (fungdes
cerebrais); tirosinase (pigmentacdo da pele) e na ceruloplasmina (metabolismo de ferro)

(FRANCO, 2005; LEE, 2001; RAZIC, 2005).
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A absorgdo do cobre se d4 pela sua associagdo a metalotioneina, onde € transportado
para o figado e em seguida para os tecidos extra-hepaticos. Sua absor¢do € diminuida pelo
excesso de fibras na alimentagfo. Zinco e ferro exercem interagdes competitivas com o cobre.
A excregdo do cobre ¢é feita via fecal e, em maior teor pela bile, assim como urina e suor. A
deficiéncia de cobre provoca anemia, hipotermia, atraso no crescimento, queratinizagdo
deficiente e despigmentacdo capilar. A toxicidade ocorre quando a ingestdo ¢ maior que 400
mg dia' e ¢ observada por sintomas como nuseas, vOmitos, hemorragia gastrointestinal,

diarréia, anemia hemolitica, cirrose hepatica cronica e bronquite (FRANCO, 2005)

2.4. FERRO

O ferro é o micronutriente que se apresenta em alto teor no solo, de onde as plantas o
absorvem na forma de Fe** e Fe’*. A sua absor¢io diminui quando aumenta a concentragdo de
Ca, Mg, Cu, Zn e, principalmente, os niveis de Mn no meio. Nas plantas, o ferro atua na
sintese de proteinas e na sintese da clorofila. O ferro esté presente nas proteinas ferredoxina
(transporte de elétrons na fotossintese e na fixagdo do nitrogénio) e na oxidase do citocromo
(transporte de elétrons e respiragio) (MALAVOLTA, 1980; KABATA-PENDIAS;

PENDIAS, 1986).

O corpo humano tem, aproximadamente, quatro grama de ferro, mas cerca de 70 % €
encontrado na hemoglobina. A maior parte do ferro remanescente ¢ armazenado na ferritina
que ¢ encontrada no bago, no figado e na medula 6ssea. Nos animais, inclusive no homem, o

ferro dos alimentos é absorvido na forma de Fe** (FRANCO, 2005).
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E o metal de transicdo mais importante para animais e plantas, est4 envolvido em
diversos processos como, transporte de oxigénio no sangue de mamiferos, aves e peixes
(hemoglobina); armazenamento de oxigénio no tecido muscular (mioglobina); transporte de
elétrons em plantas, animais e bactérias (citocromos), e também em plantas e bactérias
(ferredoxinas); armazenamento de ferro em animais (ferritina) e remog&o de ferro em animais
(transferrina). Presente em metaloenzimas teciduais de fungdes respiratérias, oxidativas e de
fosforilagdo, exercendo fungdo importante para o metabolismo aerébico (transporte de

elétrons para o citocromos) (LEE, 2001; FRANCO, 2005; ZHANG; LIAN; CUI, 2008).

A excrecido do ferro é baixa, por via fecal ¢ em torno de 0,65 mg por dia, por via
urindria, 0,08 mg por dia e durante o ciclo menstrual sdo perdidos entre 0,5 ¢ 1 mg por dia. A
deficiéncia de ferro pode afetar o metabolismo no musculo além de ocasionar anemia,
alteracdo na funcio cognitiva, cefaleia, fadiga, sensacdo de queimag#o na lingua e céries. O
excesso de ferro ocasiona paladar metélico, cefaleia, convulsdo,doengas cardiacas corondrias,

ndusea, vomito e febre (FRANCO, 2005; LI; DENG, 2003; EL-ROJO, et al. 2008).

2.5. MAGNESIO

As plantas absorvem o magnésio na forma de Mg**. Sua absorgdo é diminuida pelo
excesso de Ca e K. O magnésio na planta esta envolvido na clorofila e na ativagdo enzimatica,

este elemento estimula a absorgdo do fésforo na planta (MALAVOLTA, 2005; LEE, 2001).

Nos seres humanos, o magnésio é o segundo cition mais abundante dentro dos
liquidos celulares. Este elemento age como ativador de muitos sistemas enzimaticos, na

transferéncia do fésforo, na transmissdo nervosa e na contragdo muscular, sendo que nestes
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tecidos tem mais magnésio do que cdlcio. O magnésio é considerado essencial para a

estabilizagdo estrutural dos 4acidos nucléicos (FRANCO, 2005; LEE, 2001).

A vitamina D estimula a absor¢do do magnésio, porém, o excesso de gordura, fosfato
ou 4lcalis inibem a sua absorgdo. O magnésio presente na clorofila de plantas verdes pode ser
liberado para o corpo humano gragas as secrecdes gastricas e intestinais. A principal forma de
excrecio do magnésio se d4 pela urina e pelas fezes (cerca de 55 mg por dia). Alta
percentagem de individuos que formam célculos renais de oxalato apresentam baixos teores
de excregdo renal de magnésio. Individuos alcoélatras, em virtude da diminui¢do da absor¢do
e aumento da excrecdo aumentam as necessidades didrias de magnésio. A caréncia de
magnésio pode ser ocasionada por insuficiéncia renal aguda e cronica, diabetes, pancreatite,
nutricdo enteral prolongada e uso abusivo de édlcool. Os sintomas sdo confusdo mental,
convulsio, tremor, mudangas na personalidade, anorexia, ndusea, vOmito, diarréia, dor
abdominal, taquicardia, arritmia, alteragdo da pressio sanguinea, modificagdes no esqueleto e

no musculo cardiaco (FRANCO, 2005; KOLASANI, XU, MILIKAN, 2011).

2.6. MANGANES

O manganés ¢ um micronutriente essencial para as plantas, por quem € absorvido
ativamente como Mn?", a absor¢do pode ser diminuida quando se tem altas concentragdes de
K', Ca¥*, Mg*, Cu*" e Zn** no meio. Ele atua indiretamente na sintese de proteinas, como
doador de elétrons para a clorofila ativada (papel importante para fotossintese), estd presente

na sintese da clorofila e no crescimento das plantas (MALAVOLTA, 2005; LEE, 2001).
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O corpo humano em cerca de 10 a 20 mg de manganés distribuido pelos tecidos. A sua
absorgdo € influenciada pela dieta com excesso de Ca e P. O manganés ¢ importante em
véarios sistemas enzimaéticos, constituindo uma parte da enzima arginase relacionada com a
formagdio da uréia, funcionando como catalisador na sintese dos mucopolissacarideos das
cartilagens. Outra enzima que contem Mn € a piruvato-carboxilase, metaloproteina que acha-
se envolvida com a utilizagdo da glicose, assim como a superoxido-dismutase (LEE, 2001;

FRANCO, 2005; WUILLOUD; KANNAMKUMARATH; CARUSO, 2004)

No metabolismo humano, o manganés liga-se a algumas biomacromoléculas formando
compostos de coordenagdo, podendo também ser participante em coenzimas-chave, com
influéncia no metabolismo das proteinas, ativando interconvergdes de aminoécidos, ativando
peptidases para cindir aminoécidos especificos como a leucina; no metabolismo dos glicidios
e na oxidac#o da glicose. E essencial para o metabolismo do colesterol, crescimento corpéreo
e reprodugio. A deficiéncia causa modificagdes na estrutura celular e deformagdes especificas
no esqueleto. A toxicidade pode causar esquizofrenia, doenga de Parkinson e anemia

(FRANCO, 2005; RAZIC, 2005).

2.7. ZINCO

Nas plantas, a absor¢do de zinco se dé4 ativamente na forma de Zn**. A absorgdo é
diminuida pela agdo de Cu®*, Fe’" Mg®" e P. Nos vegetais, o Zn ¢é essencial para a sintese do
triptofano que, por sua vez, é o precursor do 4cido indolil acético, que entre outros efeitos,
causa o aumento do volume celular. O zinco também esté relacionado ao metabolismo de
carboidratos, proteinas e fosfatos, e, também algumas auxinas (MALAVOLTA, 2005,;

KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 1986).
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O zinco é o segundo metal de transi¢do mais abundante no corpo humano, a sua
absor¢do pode ser inibida pela presenga excessiva de ferro e cdlcio. Um adulto tem,
aproximadamente, dois grama de zinco em seu corpo, localizados no cabelo, pele, olhos,
prostata, unhas, figado, pancreas, musculos, ossos e secre¢do das glandulas enddcrinas. Este
elemento ¢ encontrado, principalmente, associado a enzimas com importante fungdes,
participando do processo de respiragdo e mantendo o equilibrio acido-base (anidrase
carbdnica); processo de digestdo de proteinas pelos animais (carboxipeptidase); liberagdo de
energia (fosfatase alcalina) e metabolismo do élcool (4lcool desidrogenase) (LEE, 2001;

FRANCO, 2005; ZAICHICK, et al. 2011).

O zinco se encontra armazenado no pancreas combinado com a insulina sob forma de
zinco-insulina. O zinco atua na maturagio sexual, na fertilidade, na reprodugéo e na fun¢do
imunitaria celular e humoral. A sua excregdo é realizada através da via urindria, cabelo,
descamagio da pele e sémen. A caréncia causa diminui¢do do paladar, anorexia, apatia,
retardo do crescimento, hipogonadismo, hipospermia, retardo na maturagdo sexual,
intolerdncia a glicose e deficiéncia na imunidade. A toxicidade pode ocasionar nduseas,
vomitos, dores abdominais, deficiéncia de cobre, anemia, disfun¢do imune e prejudica a
defesa antioxidante (FRANCO, 2005; KOLASANI, XU, MILIKAN, 2011; ZAICHICK, et al.

2011; GONZALEZ, et al. 2007).

2.8. A IMPORTANCIA DA DETERMINACAO DE CONSTITUINTES INORGANICOS

Os minerais sdo necessarios em diferentes quantidades, dependendo do elemento, para
manter a boa satide do corpo humano. A deficiéncia de minerais na alimentagéo de criangas

pode levar a um aumento de doengas infecciosas, o que pode néo sé influenciar a saude
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imediata, mas que também pode ter um impacto importante na satde do adulto (BRIONES-

LABARCA, et al. 2011).

Os minerais estdo envolvidos em muitas fungdes importante do corpo humano como a
mineralizagio dssea, as reagdes enzimaéticas, a secregdo de hormonios, a protegdo de células e
lipidios em membranas biolégicas. O desequilibrio nutricional na fase inicial da vida pode

influenciar mais tarde na saide (ZAND, ef al. 2011).

Os minerais sdo micronutrientes com papel importante no desenvolvimento do ser
humano. Deficiéncia de minerais afeta aproximadamente dois tergos da populagdo mundial,
ocasionando um grave problema de saude publica, pois pode ocasionar danos ao
desenvolvimento mental e psicomotor de criangas, diminuigdo no desempenho e maior

tendéncia a infecgdes (MORAES, et al. 2009).

Nas ultimas décadas, uma atencéo especial tém sido dada a determinacéo de elementos
traco em amostras de alimentos. Isto se deve, principalmente, a crescente preocupagdo dos

riscos e dos beneficios da ingestdo de certos tipos de alimentos (GUERIN, et al. 2011).

Os metais presentes nos alimentos, quando ingeridos, podem ser absorvidos pelo
intestino e estes metais sdo entdo distribuidos Tlo sangue através de metaloproteinas a
diferentes tecidos e mostram significativas variagdes dependendo de vérios fatores (por
exemplo idade do individuo, o estado de oxidagio do metal, estado fisiol6gico, entre outros)

(MAAS, et al. 2011).

Os alimentos sdo uma das principais fontes de metais para o corpo humano. A maioria
destes metais encontram-se ligados as proteinas ou enzimas, as quais exercem efeito em
centros estruturais ativos, comandando processos de catélise. O conhecimento da composi¢do
quimica dos alimentos é fundamental para definir sua qualidade. Muitos esforgos tém se

realizado para compreender as interagdes dos metais com as proteinas e enzimas contidas nos
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alimentos. Estima-se que, aproximadamente, 40% de todas as proteinas e enzimas contem
fons metalicos nas suas estruturas € que nestas espécies a ligagdo dos metais com as proteinas
tém uma grande afinidade, principalmente, com os metais de transi¢do como Ccu®', Fe**, Mn**
e Zn*'. Por isso, estes elementos sio facilmente encontrados em metaloproteinas

(NAOZUKA; OLIVEIRA, 2007).

Vérios trabalhos tém sido encontrados na literatura sobre a determinagdo dos teores de
constituintes inorganicos em plantas medicinais no Brasil e no exterior ( REIS, ef al. 2010;
OLABANII, et al. 2008; ALMEIDA, et al. 2002; RAZIC, et al. 2005; EL-RJOOB;
MASSADEH; OMARI, 2008; CHUPARINA; AISUEVA, 2011), mas s&o escassos os relatos
referentes a composi¢io mineral das plantas medicinais da regido amazdnica estudadas neste

trabalho.

2.9. ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA

A espectrometria de absor¢do atémica com chama ¢ uma técnica empregada para a
determinagio qualitativa e quantitativa de mais de 70 elementos quimicos, os quais podem ser
detectado nas faixas de parte por milhdo (mg L ou mg Kg) e alguns caso até em partes por
bilhdo (png L' oupg Kg'l). Esta técnica é bem aceita por ser seletiva, de facil operagdo e custo
relativamente baixo, fatores estes que tém levado a maioria dos laboraté6rios a utilizarem com

frequéncia (SKOOG, et al. 2007).

A espectrometria de absorgdo atdmica é bastante utilizada para a determinagdo de
elementos traco em vdrios tipos de matrizes (alimentos, solos, plantas, entre outras). Isto se

deve certamente aos convenientes limites de detecgdo que podem ser alcangados,
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disponibilidade simplicidade e custos razodveis. A espectrometria de absorgéo atdmica com
chama (FAAS) é uma boa escolha quando se tem uma pequena quantidade de elementos para
determinar, ja que esta técnica é monoelementar, e esta ¢ a sua principal limitagdo (MORAES,

et al. 2009)

2.10. ANALISE MULTIVARIADA

A quimiometria é a combinagio de matematica, estatistica e outros métodos baseados
em légica para gerar e interpretar dados. Os métodos multivariados corelacionam
simultaneamente uma grande quantidade de dados, proporcionando assim, uma extragdo de
uma grande quantidade de informagdes desse conjunto de dados (SHIN, er al. 2010;

FERREIRA, ef al. 2002).

A Anélise de Componentes Principais (PCA) ¢ uma técnica multivariada de andlise
comumente utilizada em estudos quimiométricos. A PCA ¢ uma técnica que permite as
relacdes entre as varidveis e as observagdes a serem identificadas e estrutura os dados a serem
detectados. Ela é capaz de separar a informagio importante da redundante e aleatoria. A PCA
reduz a dimensdo de dados da matriz original através da construcdo de componentes
principais (PCs), que sdo combinagdes lineares das varidveis originais. (LLORENT-

MARTINEZ, et al. 2011; SHIN, et al. 2010; FERREIRA, ef al. 2002).

A PCA é aplicada na analise exploratéria de dados para estudar as propriedades dos
dados originais. A PCA ¢ aplicada para reduzir a dimenséo do conjunto de dados. A PCA
detecta padrdes e desvio na andlise dos dados. A PCA transforma variaveis originais em

novas varidveis conhecidas como componentes principais (PCs). Os PCs contam o tanto



35

quanto possivel para a variabilidade dos dados originais. Ao tragar os PCs pode-se ver as
inter-relagdes entre as diferentes amostras e examinar qualquer possibilidade de agrupamento
de amostras (SHEN, et al. 2011). Portanto, a PCA pode indicar relagdes entre grupos de
varidveis em um conjunto de dados e mostrar relagdes que podem existir entre os objetos

(SHIN, et al. 2010).

A anédlise hierdrquica de agrupamento (HCA) é um processo hierdrquico no qual é
reunido pares semelhantes de todos os pontos em um tnico grupo, com o objetivo de exibir os
dados em um espaco bidimensional enfatizando os seus agrupamentos e padrdes naturais. Os
resultados sdo mostrados em um dendograma, onde enquanto mais préximo estdo os pontos
no espago amostral mais similares sdo as propriedades das amostras (FERREIRA, et al.

2002).

Os métodos quimiométricos, em especial a analise multivariada, tem se revelado
particularmente (til em estudos envolvendo a avaliagdo da qualidade dos alimentos
(WELDEGERGIS; VILLIERS; CROUCH, 2011). Nos ultimos anos, a andlise multivariada
tem sido introduzida para o tratamento de dados em diversas matrizes. A andlise de
componentes principais (PCA) e a andlise hierarquica de agrupamentos (HCA) sdo métodos
de andlises exploratdria que visam evidenciar similaridades ou diferengas entre amostras de
um determinado conjunto de dados (REIS, ef al. 2010; SOUSA, et al. 2006;. KOLASANI;

XU; MILIKAN, 2011).
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2.11. AS PLANTAS MEDICINAIS ESTUDADAS

Para este estudo foram adquiridas dez plantas medicinais que sdo comercializadas em
feiras livres de Belém-PA, Pariri (Arrabidaea chica), Aroeira (Schinus terebinthifolia),
Insulina (Cissus sicyoides), Unha de gato (Uncaria tomentosa), Graviola (Annona muricata),
Pedo branco (Jatropha curcas), Malva branca (Sida cryphiopetala), Lacre (Vismia
guianensis), Perpétua roxa (Gomphrena globosa) e Vinagreira roxa (Hibiscus sabdariffa).
Todas estas espécies sdo indicadas, segundo os vendedores, para tratar anemia, diabetes e

outras doengas.

A Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) é popularmente conhecida como crajiru, chica,
cip6-cruz, guagiru e pariri, sendo esta ultima denominagdo mais comum na regido
Amazénica. Ela é um arbusto de ramos escandentes, bi ou trifolioladas de 8 — 13 cm de
comprimento e flores de cor réseo. E muito comum na regiio amazdnica, ocorre também no
sudeste e sul do Brasil. Suas folhas sdo utilizadas na preparag@o de chds que podem ser usados
para a limpeza de ferimentos cronicos, micoses e herpes ou estes chds podem ser ingeridos
para tratar espasmo intestinal, diarreia sanguinolenta, leucemia e anemia, sendo esta
enfermidade a que mais é indicada o uso do pariri. Esta planta apresenta as propriedades
antiinflamatorias, antimicrobiana e adstrigente. A figura 1 mostra as folhas de pariri

(LORENZI; MATOS, 2008; DEVIA, et al. 2002).

Schinus terebinthifolia é popularmente conhecida como aguaraiba, fruto de sabia ou
aroeira, como ¢é mais conhecida. E uma 4rvore mediana com 5 a 10 m de altura, apresenta-se
com folhas compostas imparipinadas com 3 a 10 pares de foliolos arométicos, medindo de Ja
5 ¢cm de comprimento por 2 a 3 de largura, flores muito pequenas e frutos globdides

vermelhos de, aproximadamente, 5 cm de didmetro. Ocorre ao longo de toda a mata atlantica.
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Sio utilizadas a casca, os frutos e as folha, estas ultimas s3o indicadas para o tratamento de
doengas do sistema urinario, do aparelho respiratorio, hemorragia uterina, lavagem de feridas
e tlceras, feridas do colo do ttero, hemorrodidas, inflamagdes da gengiva e garganta. Aroeira
apresenta propriedades antiinflamatoria, cicatrizante e antimicrobiana. A figura 2 mostra

folhas de aroeira com seus frutos (LORENZL, MATOS, 2008).

Figura 1. Pariri. Fia 2. oeira. '.
(Fonte: http://en.wikipedia.org) (Fonte: http://beavercreek.nau.edu)

Cissus sicyoides L., ¢ conhecida como insulina ou insulina vegetal, uma trepadeira
com ramos ¢ folhas carnosas, folhas simples, membranaceas de 4 — 7 cm de comprimento,
dotada de flores pequenas, de cor creme e frutos de cor roxo-escura de polpa carnosa
contendo uma tnica semente. Ela é nativa da Amazdnia. O cha de suas folhas s@o indicados
para o tratamento de problemas cardiacos, pressio alta, anemia, derrame, tumor, epilepsia e
principalmente para o tratamento de diabetes. A figura 3 mostra um pé de insulina

(LORENZI; MATOS, 2008).

Uncaria tomentosa ¢ mais conhecida como unha de gato, um arbusto vigoroso, pouco
ramificado, de ramos escadentes com espinhos em forma de ganchos em cada axila foliar. As

folhas sdo simples, opostas e pecioladas, suas flores sdo branco-amareladas. E uma planta
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nativa da Amazonia. E utilizada para fins medicinais as folhas e as cascas do caule. Suas
folhas sdo utilizadas para diversas doengas como asma, artrite, reumatismo, ulcera gastrica,
dor nos ossos, além de atuar como antiinflamatoério do trato urinario e purificador dos rins. A

figura 4 mostra folhas de unha de gato (LORENZI; MATOS, 2008).

iﬁ 3. Insulina Figura 4. Unhade gato
(Fonte: http:/pt.scribd.com) (Fonte:http://www.discoverlife.org)

Annona muricata L. mais conhecida como graviola, € uma arvore de
aproximadamente 8 m de altura com folhas obovado-oblongas, medindo de 8 — 15 c¢cm de
comprimento, flores solitarias e frutos ouri¢ados, de 25 a 35 cm de comprimento, com polpa
mucilaginosa e levemente acida. Ocorre na Amazdnia, onde seu fruto ¢ bastante apreciado. As
suas cascas, sementes e folhas sdo utilizadas para fins terapéuticos, sendo que estas Ultimas
sdo indicadas para tratar diarreia, espasmos, diabetes e alguns tipos de cancer. Sao
evidenciadas as propriedades emagrecedoras € antitumoral. A Figura 5 mostra a graviola com

o seu fruto (LORENZI; MATOS, 2008).

Jatropha curcas L. é conhecida como pinhdo-manso ou peao branco. E um arbusto
que pode atingir até 5 m de altura, com folhas esverdeadas de 8 — 17 cm de comprimento,

apresentando seiva leitosa, acre € com fruto tipo cépsula, trissulcada com trés sementes
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oleaginosas escuras. A planta ¢ cultivada no nordeste e também na Amazonia. Para fins
medicinais sdo bastante utilizadas as suas folhas como cicatrizante, anti-reumatica ¢ também
no tratamento de diabetes. A figura 6 mostra folhas de pedo branco com seus frutos

(LORENZL MATOS, 2008).

G R % RS
Figura 5. Graviola. Figura 6. Pedo Branco.
(Fonte: http://www.nybg.org) (Fonte: http://www.plantasonya.com.br)

Sida cryphiopetala, conhecida como malva é uma planta herbacea de 30 — 80 cm de
altura, com folhas simples pecioladas, medindo de 1 — 3 cm de comprimento, tem flores
amarelas. Esta planta ¢ amplamente encontrada em todo o territorio brasileiro. O cha de suas
folhas sio amplamente utilizadas contra diarreias, febre e hemorroidas e também ¢ utilizada
como tonico capilar. A Figura 7 mostra a malva branca com suas flor (LORENZI; MATOS,

2008).

Vismia guianensis (Aubl.) Pers., é mais conhecida como lacre, também € chamada de
goma-lacre e pau-de-febre. E uma pequena arvore de 3 — 7 m de altura, com folhas simples,
discolores (face inferior marrom-dourada) de 6 — 15 cm de comprimento, flores amarelo-
esverdeada, frutos arredondados marrom-esverdeados com menos de 1 cm de didmetro

contendo muitas sementes. H4 a liberagdo de latex de cor amarelo-alaranjado sob ferimento.
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Esta planta é nativa da regido Amazonica e Nordeste. O seu latex, sua casca e suas folhas sao
muito utilizados na medicina popular, sendo que o cha de suas folhas sdo bastante indicados

para reduzir a febre e também no tratamento de reumatismo. A Figura 8 mostra folhas de lacre

(LORENZI; MATOS, 2008).

ia 7. Malva branca. Figura 8. Lacre
(Fonte:http://www.plantsystematics.org) (Fonte:http://www.google.com.br)

Gomphrena globosa L. é popularmente conhecida como perpetua roxa, € uma planta
herbacea de folhas oval-lanceoladas, de textura pilosa e colorag@o verde clara, com flores de
coloragdo roxa. O cha de suas folhas ¢ indicado para infecgOes respiratorias, bronquite, tosse e

lariginte. A Figura 9 mostra a perpetua roxa com suas flores (www.plantamed.com.br).

Hibiscus sabdariffa 1. mais conhecida como vinagreira, um subarbusto, ereto, de
caule arroxeado de 80 — 140 cm de altura, com folhas alternadas verde-arroxeadas de 5 — 12
cm de comprimento. E uma planta encontrada com facilidade na regido Amazonica, apesar de
ser nativa da Africa. Suas folhas sdo bastante apreciadas para fins culinarios e também
terapéuticos, onde sdo usadas como chas para tratar problemas digestivo-estomacais, diurético
e como protetor das mucosas bucal, bronquial e pulmonar. A Figura 10 mostra folhas de

vinagreira roxa (LORENZI; MATOS, 2008).



Figura9. P

41

erpétua Roxa.

i . b
Figura 10. Vinagreira Roxa
(Fonte: http://www jardineiro.net) (Fonte: http://www.plantamundo.com)

2.12. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinagfio de calcio, cobre, ferro, magnésio, manganés e zinco nas folhas digeridas
e nas infusdes de plantas medicinais comercializadas em Belém (Para, Brasil), Pariri
(Arrabidaea chica), Aroeira (Schinus terebinthifolia), Insulina (Cissus sicyoides),
Unha de Gato (Uncaria tomentosa), Graviola (Annona muricata), Pedo Branco
(Jatropha curcas), Malva Branca (Sida cryphiopetala), Lacre (Vismia guianensis),

Perpétua Roxa (Gomphrena globosa) e Vinagreira Roxa (Hibiscus sabdariffa),

Utilizar a analise multivariada para tratar os dados obtidos nas analises das folhas e

dos digeridos das ervas medicinais estudadas.
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2.13. METODOLOGIA

2.13.1. Instrumentacio

Um espectrometro de absorgdo atdmica com chama (SpectrAA 220,Varian, Mulgrave,
Victoria, Australia), do laboratério de minerais (LABMIN) da Universidade Federal Rural da
Amazdnia (UFRA) foi usado para determinagéo de célcio, cobre, ferro, magnésio, manganés €
zinco nas folhas e no ché das plantas. A mistura ar/acetileno foi utilizada como gas oxidante e

combustivel, respectivamente. As condigdes experimentais s&o apresentadas na Tabela 2.

Para a digestdo das amostras foi utilizado um bloco digestor Tecnal (Modelo TE-

040/25-1, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil).

Tabela 2 — Condigdes experimentais para analise elementar por FAAS

Elemento | Corrente aplicada (mA) | Resolugdo espectral (nm) A (nm)
Ca 10 0,5 4227
Cu 4 0,5 3248
Fe 14 0,2 2483
Mg - 0,5 285,2
Mn 13 0,2 279,5
Zn 10 1,0 213.9
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2.13.2. Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. As solugdes foram preparadas
com #4gua purificada (resistividade 18,2 MQ cm) em sistema Elga (Elgastat,
Buckinghamshire, England).

As solugdes de referéncia de 1000 mg L' de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn (SpecSol, Sdo

Paulo, Brasil) foram utilizadas na preparagdo dos padrdes para curva analitica.

Acido nitrico (Quimex, Sdo Paulo, SP, Brasil) foi usado na digestdo das plantas
medicinais. Peroéxido de hidrogénio 30% m/m (Synth, S3o Paulo, Brasil) foi usado como

agente oxidante auxiliar.

Oxido de lantanio (Synth, Sfio Paulo, Brasil) e 4cido cloridrico (Quimex, Sdo Paulo,
Brasil) foram usados para preparar a solugdo de cloreto de lanténio usada na dilui¢cdo dos

digeridos das plantas medicinais para determinagio de Ca e Mg por FAAS.

2.11.3. Amostras

As folhas de Pariri (Arrabidaea chica), Aroeira (Schinus terebinthifolia), Insulina
(Cissus sicyoides), Unha de Gato (Uncaria tomentosa), Graviola (dnnona muricata), Pedo
Branco (Jatropha curcas), Malva Branca (Sida cryphiopetala), Lacre (Vismia guianensis),
Perpétua Roxa (Gomphrena globosa) e Vinagreira Roxa (Hibiscus sabdariffa) foram
adquiridas no Mercado do Ver-0-Peso em Belém-PA, em barracas de venda de plantas

medicinais, no dia 20 de janeiro de 2009. De acordo com 0s vendedores, todas estas plantas
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foram produzidas na regido metropolitana de Belém. As folhas foram adquiridas ainda

frescas. A Tabela 3 apresenta as amostras com seus nomes populares, cédigo de identificagdo

e a finalidade medicinal de cada planta, de acordo com as informagdes fornecidas pelas

vendedores de plantas medicinais do mercado do Ver-o-Peso.

Tabela 3 — Amostras com seus nomes populares, codigo de identificagdo e a finalidade

medicinal
Nome Amostra Identifica¢do Uso popular
. Digerido PAD e L. .
Pariri Anemia, diarréia, hemorragia, inflamagéo uterina
Cha PAC
) Digerido ARD . ) )
Aroeira Estomago, diarréia, gota, inguas, bronquite, anemia
Cha ARC
Insulina Digerido IND Diabetes, anemia, coragéo, hipertenséo,
Cha INC reumatismo,estomago, hemorrdida
Unha de Digerido UGD Reumatismo, prostata, titero, mioma, anemia,
gato Cha UuGC estomago, artrite, hemorragia, rinite
imwinla Digerido GRD Diabetes, emagrecimento, artrite, asma, hipertensao,
Cha GRC reumatismo, vermes intestinais, anemia
Digerido PED ) o ) .
Pedo branco Diabetes, sinusite, hemorroida, emagrecimento
Cha PEC
Digerido MBD
Malva £ Dor de dente, clareamento dos dentes, tosse, diarréia
branca Cha MBC
Digerido LAD . . . .
Lacre Emagrecimento, reumatismo, ferimento por inseto
Cha LAC
: Digerido PBD
Perpctua 8 Estdbmago, rim, tosse, coragdo
roxa Cha PBC
: : Digerido VRD )
Vinagreira . Erisipela, emagrecimento, ma digestdo, hemorrdidas
roxa Cha VRC
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2.13.4. Preparo das amostras

Foram adquiridas, aproximadamente, 1000 g de folhas frescas que foram lavadas com
agua desionizada e posteriormente foram secas em estufa a 40 °C, com circulagdo de ar, até
peso constante, por um periodo aproximado de 56 horas. As folhas das plantas medicinais j&
secas foram pulverizadas com auxilio de gral e pistilo e em seguida, armazenadas em frascos

de polietileno previamente descontaminados.

2.13.5. Digestao das amostras

Uma massa de aproximadamente 0,5 g de folha seca pulverizada foi pesada, em
triplicata, e em seguida, foi transferida para um tubo de digestdo. Um volume de 4 mL de
HNO; 65% e 2 mL de H,0, 30% m/m foi adicionada em cada tubo de digestéio contendo a
amostra. Os tubos de digestdo foram colocados no bloco digestor a 170 °C até digestdo
completa, quando ndo se observou nenhum residuo. Todo o processo da digestdo durou

aproximadamente 20 horas (REIS, et al. 2010; SILVA, et al. 2010).

Os digeridos obtidos foram transferidos para frascos volumétricos e os volumes
ajustados para 50 mL com &4gua desionizada. Os brancos analiticos foram preparados pelo
mesmo procedimento sem a adi¢do da amostra. Para andlise de cilcio e magnésio, uma
aliquota dos digeridos foram diluidos com cloreto de lantdnio 1% m/v (NASCENTES;

KORN; ARRUDA, 2001).
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2.13.6. Preparagio das infusdes

No preparo das infusdes, uma massa de aproximadamente 1,0 g de cada amostra foi
pesada e em seguida foi adicionado 25 mL de agua fervente. A infusdo foi deixada em
repouso até atingir a temperatura ambiente e entdo, foi filtrada em papel de filtro quantitativo

(AMARANTE, et al. 2011; WEBER, KONIECZYNSKI, 2003).

2.13.7. Analise elementar

Célcio, cobre, ferro, magnésio, manganés e zinco foram determinados nos digeridos e
nos chas por FAAS. O material de referéncia certificado GBW 07604 (Poplar Leaves) foi
usado para validar o procedimento de preparo da amostra € as medidas no FAAS. O
GBW07604 foi digerido pelo mesmo procedimento das folhas de plantas medicinais. O limite
de detecg@io (LOD) e o limite de quantificagdo (LOQ) foram calculados usando dez medidas
do branco analitico, onde 0 LOD = 3 x s/m e 0 LOQ = 10 x s/m, onde ‘s’ é o desvio padrdo
das medidas do branco analitico e ‘m’ é a inclinago da curva analitica usada na determinagdo
dos elementos estudados. Os dados estdio apresentados na Tabela 4 (JALBANI, et al. 2010;

RIBANI, et al. 2004; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; HARRIS, 2005).
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Tabela 4 — Teores médios encontrados de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn € Zn com seus respectivos
desvios-padriio (SD) no material de referéncia certificado (GBW 07604) por FAAS, a
recuperacdo e os limites de detecgdo e quantificacdo.

Elementos Materézlrtcilfeié;gf)renma enc?;al;lt?;do Recuperagio LO]Z_)} LO%
g™ (gL 8D (%) (rgg) (ugg)
Ca 18100 17900,4 = 4,5 98,90 1,00 4,00
Cu 9,3 8,8+0,4 94,62 0,34 1,15
Fe 274.,0 263,9 £8,6 96,31 0,91 3,04
Mg 6500 6590 + 5,0 101,38 0,00 0,30
Mn 45,0 49,7+1,6 110,44 0,27 0,92
Zn 37,0 374104 101,08 0,40 1,30

2.11.7. Analise dos resultados

Os resultados obtidos foram autoescalonados (recurso utilizado em analise estatistica
onde centram-se os dados na média e dividi-se cada um pelo desvio padrdo) de forma que
todas as vari4veis passam a ter a mesma importéncia, ou seja, 0 mesmo peso. Em seguida, os
valores recalculados foram submetidos aos métodos de anélise de componentes principais
(PCA) para a classificagdio de 20 amostras, sendo 10 digeridos das amostras e 10 amostras de

chés das plantas medicinais estudadas (SOUSA, et al. 2006).

Para realizacdo do tratamento estatistico os dados originais foram dispostos em uma

matriz de ordem 20x6 (20 determinagdes e 6 variaveis estudadas).
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2.14. RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentragdes de calcio, cobre, ferro, magnésio, manganés e zinco foram
determinados nos digeridos de 10 plantas medicinais e seus chas por FAAS. Os valores sdo

mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Teores de metais e seus desvios-padrdo (#=3) para as plantas estudadas

Amostras  Cédigo Ca(%) Cu(ugg') Fe(ugg") Mg(%) Mn(ugg') Zn(ugg’)

.. D PAD 53+02 4,00, 99,1+6,5 0,43+0,01 24,7+0,7 20,6:0,4
e C PAC 24+0,1 0,62+0,03 <LOD 0,20+0,01 13,5+0,3 2,5+0,2
D ARD 4,5+0,3 <LOD  185,6+£3,7 0,61+0,02 12,4+0,7 19,3£1,0

Aroeira
C ARC <LOD <LOD  1,50+0,08 0,13+0,01 2,9+0,3 2,6+0,2
_ D IND 26,3+1,7 <LOD  285,5+14 1,54+0,07 <LOD 21,8+0,6
fnsulina C INC 1,40+0,06 2,08+0,07 2,58+0,06 0,60+0,01 <LOD 2,8+0,4
Unha D UGD 1,940,1 10,3+0,2 183,8+4,4 0,44+0,01 <LOD 13.340.1
degato C UGC <LOD <LOD 2,4£0,2 0,10£0,01 <LOD 1,2+0,1
D GRD 52+0,2 8,8+0,3 248,9+84 0,40+0,03 <LOD 19,5+1,6

Graviola
C GRC 0,33+0,02 0,89+0,09 2,10+0,07 0,11£0,01 <LOD  2,60+0,04
Peio D PED 6,2+04 6,6+0,3 194,8+8,8 0,64+0,03 16,3+1,0 21,0+2,4
branco C PEC <LOD 2,102 <LOD 0,05£0,01 <LOD 7,3£0,6
Malva D MBD <LOD 5,140,3 3452+10,5 0,24+0,02 52,8+1,2  26,8+0,3
branca C MBC <LOD 0,55+0,03 2,7+0,4 0,03£0,01 9,4+1,1 3,3+0,3
D LAD <LOD 10,6+0,1 128,4+3,8 0,14+0,04 9,6+0,3  32,8+0,6
L. C LAC <LOD 1,17#0,03 2,13£0,08 <LOD 3,4+0,2 4,7£0,2
Perpétua D PBD  4,62+0,07 9,7%0,1 243.4+72 1,640,1 154,712 216,2+2,3
Roxa C PBC <LOD <LOD 19,9+£3,5 0,95+0,02 49,1£0,7 60,7+3,8

Vinagreira D VRD  6,1202  82+0,7 272,1x1,0 1,20:0,01 <LOD 9,411
Roxa C VRC 09+0,1 0,5¢0,1 302+1,6 0,76+0,06 <LOD  8,81+0,08

D = Digerido; C = Cha; LOD = Limite de detecgdo
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Os niveis de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn obtidos nos digeridos das amostras variaram
entre 1,9 — 26,3%, 4,0 — 10,6 pg g, 99,1 —345.2 ug g, 0,14 — 1,6%, 9,6 — 154,7 ng g e 9,4
—216,2 ug g, respectivamente. Por outro lado, os teores encontrados para Ca, Cu, Fe, Mg,
Mn e Zn nas infusdes variaram de 0,3 — 2,4%, 0,55 — 2,1 pg g'l, 1,50 — 30,2 pg g'l, 0,03 —

0,95%, 2,9 —49,1 ug g” e 1,2 - 60,7 ug g, respectivamente.

Konieczynski e Wesolowski (2007), determinaram Ca, Mg, Na, K, Fe, Zn, Mn ¢ Cu
por FAAS e P por espectrofotometria em 27 amostras de plantas medicinais da Polonia. Os
teores encontrados nas amostras digeridas variaram de 0,33-3,1% Ca, 0,08-0,5% Mg, 3,73-
174 mg kg™ Fe, 4,98-67,21 mg kg Mn, 0,67-129,47 mg kg Zn e 0,49-10,6 mg kg Cu.
Estes valores sdo semelhantes quando se compara com os teores de Mn e de Zn que foram
estudados para as plantas medicinais da Amazonia, exceto a amostra de perpétua roxa que
esta com o valor acima deste estudo para os dois metais em questdo. Em relagdo ao cobre,
todas as amostras se encontram com valores semelhantes ao que foram encontrados neste
estudo. As amostras de pariri, unha de gato, graviola, malva branca e lacre apresentaram os

valores dentro do intervalo deste estudo.

Ajasa et al. (2004) analisaram Fe, Mn, Cu, Pb, Zn, Na, K, Mg e Ca por FAAS e P por
colorimetria em dez plantas com propriedades medicinais do sudoeste da Nigéria. Estes
autores encontraram nas folhas das plantas medicinais estudadas os niveis de 3,24-35,1 mg It
Zn, 1,12-244 mg L Cu, 35,6241 mg L' Fe e 31,7-685 mg L Mn. Os intervalos
encontrados para Mg e para Ca foram de 0,14-0,55% e 0,26-5,1%, respectivamente. Estes
valores sdo semelhantes para todas as amostras digeridas quando se compara com os valores
de Cu para as plantas medicinais da Amazonia estudadas. Sdo também semelhantes para o Ca,
exceto nas amostras de pariri, insulina, graviola, pedo branco e vinagreira roxa, que

apresentam valores acima do intervalo.
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Reis et al. (2010), estudaram as folhas de Lippia Alba (Mill.) coletadas no Brasil e
determinaram Ba, Zn, Cu, Fe, Mn, Ni, Ca,Mg e P por ICP OES. Os teores encontrados por
estes autores variam de 13,5-63,1 mg kg™ Zn, 4,9-17,2 mg kg Cu, 9,8-340 mg kg Fee 1,7-
96,8 mg kg' Mn. Os teores obtidos para o Ca e Mg foram 0,77-3,9% e 0,3-8,6%,
respectivamente. Nas plantas medicinais da Amazonia estudadas foram encontradas teores de
Mg similares aos obtidos por estes autores, com exce¢do da malva branca e lacre que estdo

abaixo dos valores encontrados por estes autores.

Razic et al. (2005) investigaram oito plantas medicinais da familia Lamiacae
encontradas na Sérvia que apresentavam diferentes agdes farmacolégicas. EDXRF, FAAS,
FAES e ICP-AES foram utilizados para analisar Cu, Zn, Mn, Fe, K, Ca, Mg Al, Ba e B. Os
teores encontrados nas folhas das plantas medicinais foram 5,92-14,79 mg kg! Cu, 15,0-43,0
mg kg' Zn, 25-111 mg kg'1 Mn e 74-546 mg kg™ Fe. Os valores obtidos para Ca variaram de
0,90-1,43% e para Mg variaram de 0,17-0,67%. Estes valores estio dentro das médias
encontradas para Fe em todas as amostras estudadas. Em relagdo ao Mg, os niveis obtidos na

malva branca se mostrou dentro do intervalo deste estudo.

Olabanji et al. (2008), estudaram dezesseis plantas medicinais da Nigéria usadas no
tratamento de diabetes. Mg, Al, Si, P, S, Cl, K, Ca, Ti, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Br, Rb e Sr
foram determinados nas amostras. Os teores dos elementos estudados nestas plantas variaram
entre 0,1-1,3% Mg, 0,19-4,1% Ca, 1-2830 mg kg"' Mn; 44-9600 mg ke Fe; 6-6400 mg kg™
Cu; 15-3010 mg kg' Zn. Estes valores sdo semelhantes aos encontrados para as plantas
medicinais da Amazonia estudadas neste trabalho. A amostra de perpétua roxa apresentou

valores de Mn e Zn dentro das faixas que estes autores encontraram.

Almeida et al. (2002) investigaram dez plantas medicinais cultivadas no Nordeste do

Brasil. Os teores de Na, K, Ca, Mg, Fe, Al, Mn e Zn foram determinados nas cinzas das
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folhas e Na, K, Ca e Mg nos chas destas plantas. As técnicas utilizadas para a determinagéo
foram FAAS, fotometria de chama e espectrometria de absor¢do molecular. Os teores
encontrados nas folhas das plantas medicinais estudadas foram 0,13-1,39% Ca; 0,04-0,24%
Mg; 1,32-34,76 mg kg Fe; 0,4-11,3 mg kg™ Mn e 0,19-11,6 mg kg Zn. Os valores de Mg
encontrados na amostra de lacre foram similares comparados aos teores de Mg encontrados
por estes autores. Ao analisarem os chds das plantas medicinais, os referidos autores
encontram 0,01-0,32% Ca e 0,002-0,13% Mg. Os valores de Ca nestes chas sdo menores que
os valores encontrados para os chas das plantas medicinais da Amazdnia estudados neste
trabalho. Para 0 Mg, as amostras de ché estdo com valores semelhantes ao encontrado pelo
autores, somente as amostras de pariri, insulina, perpétua roxa e vinagreira roxa estdo com

valores acima do que foi determinado nas plantas estudadas por Almeida et al. (2002).

Amarante et al. (2011) avaliaram Ca, Mg, Fe, Cu, Zn € Mn por FAAS nas folhas e nos
chéas das folhas (in natura e secas) da Montrichardia linifera coletadas no Estado do Para
(Brasil). As concentragdes nas amostras digeridas variaram entre 5,10-5,12% Ca; 0,94-0,96%
Mg; 128,35-335,93 mg kg'1 Zn; 5,75-6,52 mg kg" Cu; 182,98-819,52 mg kg'I Fe e 4590,49-
7140,85 mg kg'l Mn. Valores que se aproximam da maioria dos valores encontrados para as
plantas que foram aqui estudadas. Em relagdo ao chdas feitos com as folhas secas de
Montrichardia linifera, a concentragio encontrada foi 0,12-0,16% Ca; 0,27-0,32% Mg; 11,91-
54,08 mg kg Zn; 1,36-1,79 mg kg Cu; 1,44-5,69 mg kg Fe e 412,6-989,29 mg kg™ Mn.
Estes valores quando comparados com as amostras de plantas medicinais estudadas revelam
que o Ca em todas as amostras apresentou os teores mais elevados dos que foram reportados
por Amarante et al. (2001). Por outro lado, os teores de Mg nas infusdes de insulina, de
perpétua roxa e de vinagreira roxa estdo com teores acima dos que foram encontrados neste
estudo e as demais amostras apresentam seus niveis menores do que obtido por Amarante et

al. (2001). A amostra de perpétua roxa apresentou niveis de Zn acima do que foi encontrado
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por estes autores. As amostras de infusdo de insulina e pedo branco apresentaram os maiores
teores de Cu quando comparado com os chas das folhas secas de Montrichardia linifera. Em
relagdo ao Fe, os teores nas amostras de infusdo de perpétua roxa e vinagreira roxa foram
maiores do que os valores encontrados pelos autores. Os niveis de Mn nas amostras foram

menores quando comparados com os cha de folhas secas de Montrichardia linifera.

Nas amostras de plantas digeridas, os niveis mais elevados de Ca foram encontrados
no pariri, insulina, graviola, pedo branco e vinagreira roxa. Nas infusdes, os niveis mais
elevados de Ca foram encontrados no pariri, insulina, vinagreira roxa e graviola. Os niveis
mais elevados de Cu foram obtidos para pedo branco e lacre. O ferro e o magnésio foram
encontrados em altos teores nas amostras de perpétua roxa e vinagreira roxa. E o zinco
apareceu em quantidades significativas na perpetua roxa. Isto pode ser devido a composi¢do
quimica do solo, uso de fertilizantes ou até mesmo pela fisiologia vegetal da planta

(KOPITTKE, et al. 2010; KARAK; BHAGAT, 2010).

Os teores encontrados nas infusdes foram menores quando comparados as
concentragdes obtidas para os mesmos elementos nos digeridos das folhas de plantas
medicinais estudadas. Entre as amostras de infusdesestudadas destaca-se a Vinagreira Roxa
(VRC) e a perpétua roxa (PBC) que apresentaram as maiores concentragdes de ferro,

magnésio e zinco.

Empresas que comercializam chés de plantas medicinais na forma de sachés, utilizam
estes com 1 ou 2 grama e recomendam que cada saché seja colocado em uma xicara de dgua
fervente. Algumas empresas apresentam no rétulo da caixa de sachés que o volume de uma
xicara de chd é de aproximadamente 130 mL. Sendo assim, se as plantas medicinais que
foram apresentadas neste estudo fossem comercializadas na forma de sachés de 2 g (o valor

maximo encontrado comercialmente) para serem preparadas em 130 mL de 4gua, as amostras
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que apresentaram os maiores teores de metais nas infusdes ndo apresentariam riscos de

toxicidade para os consumidores.

Nas infusGes, o maior teor de céalcio foi encontrado no de pariri, nesta amostra, neste
caso, uma xicara de cha tem aproximadamente 48 mg de calcio e trés xicaras de chd
suprimem em torno de 18% da quantidade que deve ser ingerida por dia deste metal. O nivel
mais elevado de cobre foi encontrado no pedo branco, sendo assim, uma xicara de cha tem
aproximadamente 4,2 ug de cobre e trés xicaras de ché fornecem apenas 0,8% da quantidade

que deve ser ingerida por dia deste elemento.

A concentrag8o mais elevada de ferro foi encontrada nas infusdes de vinagreira roxa,
neste caso, uma xicara de cha tem aproximadamente 60,4 pg de ferro e trés xicaras de cha
suprimem em torno de 18% da quantidade que deve ser ingerida por dia deste elemento. A
infusdo de perpétua roxa € a que apresenta os mais elevados teores de magnésio, em uma
xicara de chd tem aproximadamente 19 mg deste metal e trés xicaras de cha fornecem em

torno de 20% da quantidade de magnésio que deve ser ingerida diariamente.

Para o manganés, a amostra que apresentou os teores mais elevados no cha foi a
perpétua roxa, onde em uma xicara de chd hd em torno de 98,2 ug deste metal € em trés
xicaras de cha é possivel ingerir proximo de 12% da quantidade que deve ser ingerida por dia
deste elemento. Também na infusdo de perpétua roxa se encontra os mais elevados teores de
zinco, em uma xicara de cha tem aproximadamente 121 pg deste metal e trés xicaras de cha

fornecem em torno de 3% da quantidade de zinco que deve ser ingerida diariamente.

A 12 (PC1) e 3* (PC3) componente principal (PC) explicaram 68,54 % da informag¢&o
dos dados originais. Uma nitida separagéo entre as amostras digeridas e os chds pode ser
observada na Figura 11a, onde ¢ evidenciado a grande correlagdo entre Ca, Mg, Mn e Zn que

mostraram variabilidade de teores diferentes para o Cu e Fe.
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CODIGO DAS PLANTAS:
ARC: Aroeira cha

ARD: Aroeira digerido
GRC: Graviola cha

GRD: Graviola digerido
INC: Insulina cha

IND: Insulina digerido

LAC: Lacre cha

LAD:Lacre digerido

MBC: Malva branca cha
MBD: Malva branca digerida
PAC: Pariri cha

PAD: Pariri digerido

PBC: Perpétua roxa cha
PBD: Perpétua roxa digerido
PEC: Pedo branco chi

PED: Pedo branco digerido
UGC: Unha de gato cha
UGD: Unha de gato digerido
VRC: Vinagreira roxa cha
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Figura 11. Analise de Componentes Principais nas plantas medicinais estudadas. Scores (a) e

Loadings (b).

Entre as plantas estudadas, destaca-se 0 comportamento do digerido da amostra PBD
que na Figura 1la (scores) apresenta-se bem distante das demais, quando comparado a sua
posicdo com a Figura 11b (loadings) que contém informagdes sobre os constituintes

inorganicos, confirmando que esta apresenta os teores mais elevados de Mg, Mn e Zn.

Entre as amostras de chés destaca-se a amostra PBC que na Figura 11a apresenta-se de
forma semelhante ao seu digerido (PBD). Esta amostra apresenta altos teores de Cu, Mg, Mn
e Zn, o segundo maior nivel de Fe e a quinta maior concentragdo de Ca entre os chas
estudados. Pode ser observado a grande relagdo que existe entre as amostras de Perpétua
Roxa, que tanto nos seus digeridos como nos chds tem sempre os maiores valores para Mg,

Mn e Zn nas amostras estudadas.

Os digeridos das amostras de Lacre (LAD), Unha de Gato (UGD) e Graviola (GRD)
encontram-se em um quadrante (Figura 11a) em que suas posi¢des se sobrepdem as amostras
que contém cobre (Figura 11b). Isto pode ser confirmado na Tabela 5, pois estas amostras
apresentam os maiores teores de cobre. Um comportamento semelhante é observado para os
digeridos de Malva Branca (MBD) e Vinagreira Roxa (VRD) em relagéo ao ferro. Isto pode
ser confirmado através da Tabela 5, onde estas amostras apresentam a 1* € a 3* maior

quantidade de ferro entre os digeridos estudados.

As tendéncias observadas através das PCs foram confirmadas através do dendograma
obtido pela andlise hierdrquica de agrupamentos, mostrado na Figura 12, onde pode ser
observado a formacdo de dois diferentes agrupamentos, separados pela maxima
dissimilaridade com distancia Euclidiana normalizada de 15,1. O primeiro grupo (amostras de

chd) mostra a formacdo de dois subgrupos devido as diferengas encontradas na composigdo
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mineral dos chés estudados. O segundo grupo formado pelos digeridos das amostras, PBD e

IND aparecem no dendrograma separadas das demais amostras do conjunto de dados.

Método de Ward
16 Distancia Euclidiana

14 - " A R R AR :

=
N

-h
o

Distancia de ligagéo
[=-]

4 T ‘_L|

PBC VRC INC PEC LAC MBC GRC UGC ARC PAC PBD IND LAD GRD UGD MBD VRD ARD PED PAD

Figura 12. Dendograma obtido na anlise hierdrquica de agrupamento.
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2.15. CONCLUSAO

A andlise quimiométrica dos dados revela-se como uma boa ferramenta para a
interpretagio dos valores encontrados, as informagSes extraidas através da andlise
multivariada aplicadas aos dados de concentragido dos metais estudados permitiram elucidar
alta correlagéo entre Cu e Fe, bem como Ca, Mg, Mn e Zn e também Mg, Mn e Ca. A amostra
de perpétua roxa, tanto no cha (PBC) quanto no digerido (PBD) apresentaram as maiores
concentragdes para Mg, Mn e Zn, justificando sua posigdo isolada nos seus respectivos
agrupamentos no grafico dos scores.Apesar de serem estudadas 10 espécies diferentes de
plantas medicinais, com grande variabilidade nos teores dos constituintes inorganicos,
observou-se que a combinagio da PC1xPC3 separou as 20 amostras em 2 grupos (digeridos e
ch4s) e os elementos estudados que mais contribuiram para esta separagéo foram Cu e Fe, ¢
em seguida Ca, Mg, Mn e Zn. A andlise quimiométrica se mostrou uma ferramenta muito

importante e eficiente para a andlise de dados em plantas medicinais.

A separagdo observada nos digeridos e nos chas ¢ reforcada pela grande diferen¢a nos
teores. Nos digeridos o ataque 4cido destrdi toda a matéria orgénica presente deixando apenas
os metais livres em solugdo. Na preparagdo das infusdes, hé apenas uma extragdo com agua
quente, onde parte dos metais e alguns compostos organicos sdo extraidos, a presenca destes

compostos orgénicos podem interferir na disponibilidade do metal.

Os teores encontrados nas infusdes ndo apresentam riscos de toxicidade para quem
utiliza as plantas medicinais estudadas. Mesmo se fosse consumida a quantidade maxima de
ché recomendada por dia, trés xicaras, ndo haveria riscos. Ha casos extremos de pessoas, que
apesar de ndo ser recomendado, ingerem o0s chas durante o dia inteiro, deixando de beber agua

para tomar somente o chd, nestes casos, mesmo se for ingerido uma quantidade de 2 litros por
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dia, ndo ha riscos de contaminagdo por nenhum dos metais estudados nestas plantas

medicinais.

Devido aos altos teores de Mg, Mn, Zn e até mesmo Fe presente nas infusdes de
perpétua roxa, os chas desta planta pode ser indicado para auxiliar uma suplementag@do
mineral ou mesmo outras doencas onde estes metais podem atuar como agentes auxiliares na

cura.



CAPITULO 3:

DETERMINACAO DE CROMO EM
PLANTAS MEDICIN.AIS DA
AMAZONIA USADAS NO

TRATAMENTO DE DIABETES
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3.1. REVISAO DA LITERATURA

3.1.1. A importincia do elemento cromo

Entre os compostos de cromo destacam-se o cromato (CrO4%), que é um forte agente
oxidante e o dicromato (Cr,07”") que também é um agente oxidante e bastante utilizado para o
curtimento do couro. O cromato e o dicromato apresentam uma larga aplicabilidade em
laboratérios quimicos para as mais diversas andlises. Existe também o CrOj; (6xido de cromo
VI) que ¢ bastante utilizado para solugdes de cromagéo, pigmento, catalisador e prote¢do de
madeira. Além disso, tem-se o 4cido cromico que ¢ usado para limpeza de vidrarias de

laboratério (LEE, 2001).

Tanto o Cr®" quanto o Cr’" podem ocorrer naturalmente em diversas matrizes. Nos

6+ A . - P - v
solos o Cr*" aparece em menor frequéncia, pois nesta forma o cromo € soluvel, mével e toxico
para os organismos vivos. Nas condi¢des normais do solo, ele tende a ser convertido para
Cr’*, forma menos soliivel e menos reativa, por isso tém baixa mobilidade e toxicidade para
os organismos vivos. Esta conversdo pode, em parte, explicar a baixa disponibilidade deste

metal para as plantas (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 1986; AZEVEDQO; CHASIN 2003).

A baixa mobilidade do cromo nos solos se reflete na sua baixa suplementagdo para as
plantas, sendo que a forma mais instédvel nos solos (Cr*") é a forma mais disponivel para as
plantas, que o absorvem e tendem a reduzi-lo a Cr’*. O contetido de cromo soltivel nos solos
controla a quantidade presente nos vegetais. Nao ¢ bem evidente o papel da essencialidade do
cromo para o metabolismo vegetal, porém, sabe-se que absorgdo ¢ transporte do cromo pelas

plantas é muito baixo, onde ele tende a ficar retido nas raizes e s6 uma pequena parte é
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transportado para as partes superiores. O excesso de cromo pode diminuir a absorgdo de
potéssio, fosforo, ferro e magnésio nas raizes. Sabe-se também que existe uma relagdo
antagbnica entre o cromo e outros elementos como manganés, cobre ¢ boro (KABATA-

PENDIAS; PENDIAS, 1986; MALAVOLTA, 1980; AZEVEDO; CHASIN, 2003).

No organismo humano, o Cr®" consegue penetrar nas células mais eficientemente do
que o Cr*". Dentro da célula o Cr* tende a se reduzir a Cr’*, produzindo os intermediarios
Cr" e Cr*", que acabam gerando radicais livres, que por sua vez podem desencadear
processos carcinogénicos, justificando assim a grande toxicidade Cr®". Este fenémeno ndo é

observado no Cr** (AZEVEDO; CHASIN, 2003)

O Cr’" e a insulina estdo envolvidos na manutengdo do nivel adequado de glicose no
sangue. Em caso de deficiéncia de Cr, a velocidade de remogdo da glicose do sangue ¢ a
metade da velocidade normal. Alguns casos de diabetes podem decorrer de problemas no
metabolismo do cromo. Porém, o aspecto médico mais preocupante dos sais de cromo € o
caréter cancerigeno dos mesmos quando ingeridos ou em contato com a pele, em quantidades
relativamente grandes. Compostos de Cr® como os cromatos e dicromatos, sdo

particularmente perigosos (LEE, 2001).

Muitos estudos tém mostrado o papel do cromo como um elemento essencial que
possui um papel definitivo no metabolismo da glicose associado com a agéo da insulina. Em
comparagdo com a populagdo normal, os diabéticos apresentam baixos niveis de cromo no
sangue e na urina. Pacientes que foram tratados com suplementagdo de Cr" apresentaram
diminuicdo nos niveis de glicose, colesterol e triglicerideos no sangue, bem como a

sensibilidade a insulina (RAINS; JAIN, 2010).

O mecanismo que a suplementacdo de Cr’ exerce sobre a insulina e sobre a

diminuicio da inflamagfo vascular ndo € clara. Estudos tem demonstrado que a
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suplementagdo com Cr’* melhora o metabolismo da glicose, evidenciado pela diminuigdo dos
niveis desta no sangue ou da diminui¢do da necessidade de insulina. Propde-se que a
suplementagéio com Cr’* aumenta a quantidade de um oligopeptideo contendo cromo, que esta
presente em células sensiveis a insulina que se ligam a seus receptores e aumentando assim a

sua quantidade (RAINS; JAIN, 2010) (AHMED; HELAL, 2011).

A Tabela 6 mostra as quantidades recomendadas de cromo que devem ser ingeridas

diariamente, em micrograma por dia, em uma dieta equilibrada, de acordo com a faixa etaria.

Tabela 6 — Valores recomendados para ingestio didria do cromo (pg/dia)

Periodo da vida | Idade (anos) | Cr (ug/dia)

Lactentes 0-05 =40
0,5-1 20-60
1-3 20-80

Criancas 4-6 30-120

¥ 7-10 50— 200

Mais de 10 50 —200

Adultos Acima de 30 50-200

Fonte: Franco, 2005

A andlise de Cr’* em plantas medicinais utilizadas no tratamento de diabetes ¢ de
relevante importancia, pois com este resultado pode-se justificar, em partes, a eficicia da

utilizacdo destas plantas pela populacéo.
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3.1.2. Cromo em plantas medicinais

Em todo o mundo tém surgido trabalhos que avaliaram os teores de metais em diversas
amostras, entre elas as plantas medicinais. O cromo como metal de toxicidade em potencial

tém sido investigado tanto em relagdo ao teor total quanto ao teor de cr*.

Nookabkalw, Rangkadilok e Satayavivad (2006), avaliaram Mg, Al, Ca, V, Cr, Mn,
Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Se, Sr, Sb, Ba, As, Cd, Hg ¢ Pb em 3 tipos de plantas medicinais
consumidas na forma de chis na Tailindia. As plantas estudadas foram Gynostemma
pentaphyllum, Camellia sinensis € Morus Alba, que sdo utilizadas para diversas enfermidades,
entre elas diminuicdo do teor de colesterol e apresentam efeito hipoglicemico. Os digeridos e
o ché foram analisadas por ICP-MS e os valores encontrados variaram entre 0,205 e 12,42 mg
Kg'l nos digeridos e 0 a 1,405 pg 100 mL" nos chés. As extragdes de cromo variaram de 2,57

a 11,45 % nestas amostras.

Panichev, et al (2005) determinaram Cr (VI) em amostras de plantas desenvolvidas em
solos com altos teores de Cr cultivadas na Africa do Sul e na Rissia. O Cr (VI) foi obitido a
partir da extragdo com NayCOs. Por outro lado, cromo total foi obtido apos abertura da
amostra por calcinagdo e também digestdo assistida por micro-ondas. Todas as amostras
foram analisadas por GF AAS. Os resultados obtidos mostraram que os teores variaram de 1,4
-8,0e0,12—-0,48 pg g para cromo total e Cr (VI), respectivamente. As extragdes de cromo

nas amostras variaram de 6 a 8 %.

Elci, ef al. (2010) analisaram os teores de cromo total e Cr (VI) em folhas de plantas,
solos e sedimentos da Turquia. Para a determinagdo de Cr (VI) foi realizada a extragdo com
Na,CO;s e para a determinagio cromo total as amostras foram submetidas a digestdo acida em

sistemas abertos. Todas as amostras foram analisadas por GF AAS. Os valores encontrados
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variaram entre 3,58 — 21,95 pg g para o cromo total e 0,46 — 8,07 pg g para o Cr (VI).

Desta forma as extracdes de Cr (VI) obtidas nas amostras variaram de 11,05 e 48,06 %.

Mandiwana, Panichev e Panicheva (2011) determinaram os teores de cromo total e Cr
(VI) em folhas de cha. As amostras foram digeridas em micro-ondas para a anélise de cromo
total, para a andlise de Cr (VI) soltivel em agua foram analisados os chas das folhas com dgua
desionizada e, para a determinacdo de Cr (VI) total foi feita a extragdo com Na,COs. Todas as
amostras foram analisadas por GF AAS. Os teores encontrados variaram entre 0,28 — 14,0;
0,025 - 1,75 ¢ 0,03 — 3,15 pg g'l para cromo total, Cr (VI) soltivel em &gua e Cr (VI) total,
respectivamente. Assim, a extragdo de Cr (VI) soltivel em 4gua variou na faixa de 2,6 e

20,8%.

3.1.3. Extracéio de Cr®" com Na,CO;

O procedimento de digestdo alcalina baseado na extracdo com Nay;COj; para extrair
Cr%" na forma soldvel, adsorvido e precipitado em diversas matrizes, incluindo plantas
medicinais tém sido proposto. A extragdo com solu¢do de Na;COj3 para a espécie de Cr* se
baseia na transformacdo de compostos de Cr*" insoliivel em formas soliiveis em meio
alcalino, formando Na,CrO; e com a formagdo de espécies insoliveis de Cr’t como
hidroxidos ou carbonatos. O entendimento da discuss@o acerca da extragdo de cr®* com

Na,COj; é na verdade um simples procedimento de especiagéo de cromo (ELCI, ef al. 2010).

Em meio alcalino sdo minimizados os riscos de redugdo dos ions Cr*" a Cr’*. O ion
. e 6 § 4 ‘
carbonato extrai o Cr®*, fazendo com que compostos solidos de Cr’" sejam dissolvidos e

assim disponibilizados para medidas em fase liquida. Isto ndo ocorre quando se emprega
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apenas agua para a extragdo de Cr*, pois a 4gua extrai apenas os compostos de Cr®* solveis

neste meio (MATOS; NOBREGA, 2009; MATOS, et al. 2008).

A transformagido de compostos de Cr®" insolaveis para a forma soluvel pode ser

entendida de acordo com a seguinte equagado:
CrOs%s + NayCOsag —> NaxCrOseg + COs%

O Cr®* ¢ transformado de cromato insoltivel para cromato solivel em meio altamente

alcalino com pH = 11 (MANDIWANA; PANICHEV; PANICHEVA, 2011).

3.1.4. Plantas medicinais estudadas

As plantas medicinais selecionadas para este estudo foram aquelas que, de acordo com
as vendedoras de plantas medicinais do Ver-O-Peso, séo usadas para o tratamento de diabetes,
Insulina (Cissus sicyoides), Graviola (dnnona muricata), Peéo branco (Jatropha curcas) €
Fruta pdo (Artocarpus altilis). As plantas insulina, graviola e pedo branco ja tiveram as suas

descrigdes citadas anteriormente (ver item 2.11).

Artocarpus altilis é popularmente conhecida como fruta p&o, uma arvore de grande
porte, frutifera, originaria da regidio da Maldsia, porém, facilmente encontrada na Amazdnia.
Suas sementes sio bastante apreciadas e sdo consumidas cozidas. Suas folhas sdo consumidas
na forma de chés e sdo indicadas para o tratamento de diabetes, dores estomacais, diarreia e
abaixamento da pressio arterial. A Figura 13 mostra as folhas e os frutos da fruta pdo

(http://ntbg.org;).
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abaixamento da pressdo arterial. A Figura 13 mostra as folhas e os frutos da fruta péo

(http://ntbg.org;).

Figura 13. Fruta Pdo
(Fonte: http://pt.wikipedia.org)

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizagdo das condi¢cdes experimentais de digestdo assistida por micro-ondas de

folhas de plantas medicinais;

e Otimizacdo das condi¢des experimentais de extragdo de Cr (VI) em plantas medicinais

usando como extrator o Na;COs;

e Determinacdo e especiagio de cromo em folhas das plantas medicinais Insulina
(Cissus sicyoides), Graviola (Annona muricata), Pedo branco (Jatropha curcas) e
Fruta pio (Artocarpus altilis), comercializadas em Belém-PA para o tratamento de

diabetes.
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3.3. METODOLOGIA

3.3.1 — Instrumentacio

Para a digestdo das amostras foi utilizado um forno de Micro-ondas com cavidade

(Milestone, Sorisole, Italia).

Para a determina¢do de cromo nas amostras foi utilizado um espectrdmetro de
absor¢do atomica em forno de grafite (Spectra AA240Z, Varian, Australia), equipado com
corretor Zeeman transversal (Varian, Mulgrave, Australia), amostrador automatico GTA 120
e tubo de grafite aquecido longitudinalmente. Uma ldmpada de catodo oco de cromo foi
utilizada como fonte de radia¢do. Os sinais de absorvincia foram medidos utilizando o
comprimento de onda de 357,9 nm, corrente aplicada a lampada de catodo oco de 6,0 nm e

resolucdo espectral de 0,2 nm.

3.3.2. Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. As solugdes foram preparadas
com 4gua purificada (resistividade 18,2 MQ cm) em sistema Elga (Elgastat,
Buckinghamshire, England).

A solugdo de referéncia de 1000 mg L™ Cr (SpecSol, Sdo Paulo, Brasil) foi utilizada

na preparacdo dos padrdes (3, 6,9 ¢ 12 ug L Cr) para curva analitica.
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A solugdo de carbonato de sédio (0,1 mol L) utilizada na extragao de Cr (VI) foi

preparada a partir do Na,CO;3 (Nuclear, S&o Paulo, Brasil).

Acido nitrico (Quimex, Sio Paulo, SP, Brasil) foi usado na digestdo das plantas
medicinais. Peréxido de hidrogénio 30% m/m (Synth, Sdo Paulo, Brasil) foi usado como

agente oxidante auxiliar.

3.3.3. Amostras

As folhas de insulina (Cissus sicyoides), graviola (Annona muricata), pedo branco
(Jatropha curcas)e fruta pao (Artocarpus altilis), foram adquiridas no Mercado do Ver-o-
Peso em Belém-PA, em barracas de venda de plantas medicinais, no dia 20 de janeiro de
2009. De acordo com os vendedores, todas estas plantas foram produzidas na regido

metropolitana de Belém. As folhas foram adquiridas ainda frescas.

3.3.4. Preparo das amostras

Foram adquiridas, aproximadamente, 1000 g de folhas frescas que foram lavadas com
agua desionizada e posteriormente foram secas em estufa a 40 °C, com circulagdo de ar, até
peso constante, por um periodo aproximado de 56 horas. As folhas das plantas medicinais ja
secas foram pulverizadas com auxilio de gral e pistilo e em seguida, armazenadas em frascos

de polietileno previamente descontaminados.



69

3.3.5. Digestdao das amostras

As amostras foram digeridas em forno de micro-ondas com cavidade. As condi¢des
experimentais para a digestdo das amostras foram avaliadas, buscando-se obter a condi¢do na
qual se utiliza a quantidade minima de 4cido e o mais diluido possivel, mas que garanta a
completa digestdo. Assim, busca-se reduzir o consumo de dcido concentrado, a geragdo de

residuos e o custo da andlise.

Para a otimizag@o do processo de digestdo assistida por micro-ondas, uma massa de
aproximadamente 0,25 g de amostra foi mantida constante e a concentragio do HNO;
(concentrado, 75 %, 50 % e 40 % (v/v)) e as quantidades de H,O, (1, 2 ¢ 3 mL) foram
variadas. A programagdo do micro-ondas € mostrada na Tabela 7.

Tabela 7. Programagéo do micro-ondas

Etapa Tempo (min.) | Temperatura (°C) | Poténcia (W)

Rampa 10 200 1000
Digestdo 20 200 1000
Ventilagdo 50 ambiente 0

3.3.6. Extracio do Cr (VI) solivel em dgua

Uma massa de aproximadamente 0,25 g de cada amostras foi pesada e transferida para
um erlenmeyer de 25 mL e em seguida foi adicionado 5 mL de 4gua fervente e tampados com
placas de petri. A infusdo foi deixada em repouso até atingir a temperatura ambiente e entdo,
foi filtrada em papel de filtro quantitativo. O Cr (VI) solivel em 4gua foi determinado nas
plantas medicinais por GF AAS (AMARANTE, et al. 2011; WEBER, KONIECZYNSKI,

2003).
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3.3.7. Extracio do Cr (VI) total

Para a extra¢do do Cr (VI) total foi adaptado a metodologia proposta por MATOS, et
al. 2008; MATOS; NOBREGA, 2009; MANDIWANA; PANICHEV; PANICHEVA, 2011.
Estes autores propdem que se pese uma massa conhecida, adicione 10 mL de Na,COs; 0,1 mol
L'eem seguida aqueca até a fervura, onde deve permanecer fervendo por 3 minutos, depois
resfriar, filtrar, aferir para 10 mL e analisar, porém, esta metodologia nfio apresentou uma

recuperagdo aceitdvel, por isso foi adaptada.

Uma massa de aproximadamente 0,25 g de folhas secas foram transferidas para um
erlenmeyer de 25 mL e em seguida foi adicionado 10 mL de Na,COs 0,1 mol L!'em ebuli¢do
e tampado com placas de petri. Apds o resfriamento, a mistura foi filtrada em papel de filtro
quantitativo ¢ entdo o Cr (VI) total foi determinado por GF AAS (MATOS, et al. 2008;

MATOS; NOBREGA, 2009; MANDIWANA; PANICHEV; PANICHEVA, 2011).

3.3.8. Analise elementar

O cromo foi determinado nos digeridos, nas extragdes com agua e com Na,CO; por
GF AAS. Um estudo de adigdo e recuperagdo foi realizado para avaliar a exatiddo do
procedimento de extragdo da amostra e as medidas no GF AAS. O limite de detecgdo (LOD) e
o limite de quantifica¢do (LOQ) foram calculados usando dez medidas do branco analitico,
onde 0o LOD = 3 x s/m ¢ o LOQ = 10 x s/m, sendo ‘s’ € o desvio padrdo das medidas do

branco analitico e ‘m’ é a inclinag¢do da curva analitica usada na determinagédo dos elementos



71

estudados (JALBANI, et al. 2010; RIBANI, et al. 2004; SKOOG; HOLLER; NIEMAN,

2002; HARRIS, 2005).

Durante a andlise por GF AAS foi injetado 20 yL da amostra no tubo de grafite, no
qual era possivel realizar aproximadamente 300 queimas. O programa de aquecimento do

tubo de grafite ¢ mostrado na Tabela 8.

Tabela 8: Programa de aquecimento do forno de grafite

Tempo (s)
Etapa Temperatura (°C) Gas (L/min)
Rampa | Patamar

Secagem 1 95 5 10 0,3
Secagem 2 120 15 20 0,3

Pirdlise 1200 5 5 0,3
Atomizagdo 2600 0,7 2 0

Limpeza 2700 1,0 2 0,3
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de otimizagdo das condi¢des experimentais para a digestdo das amostras
foi otimizado com quantidades e concentragdes diferenciadas de HNOj; e H,O,. Os resultados

sdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9 — Otimizag¢&o das condi¢Bes experimentais de
digestdo das amostras usando micro-ondas com cavidade

Condicdo HNO; H,0, Digestdo
1 7 mL conc. 1 mL Completa
2 6 mL conc. 2mL | Completa
3 4 mL conc. 4 mL Completa
4 7mL 75 % 1 mL Completa
3 6 mL 75 % 2 mL Completa
6 4 mL 75 % 4 mL Completa
7 7 mL 50 % 1 mL Completa
8 6 mL 50 % 2 mL Completa
9 4 mL 50 % 4 mL Completa
10 7 mL 40 % 1 mL | Incompleta
11 6 mL 40 % 2mL | Incompleta
12 4 mL 40 % 4mL | Incompleta

Com os dados da Tabela 9 pode ser observado que nas condigdes de 1 a 9 a digestdo
foi completa. Nas condi¢des de 4 a 6, a digestdo foi eficiente sendo utilizado HNO3 75 %
(v/v), uma concentragdo de acido menor que a das condi¢Ges 1 a 3. Porém, a digestdo com
acido 50 % (v/v) também foi eficiente, como pode ser observado nas condigdes 7 a 9. As
condigdes de 10 a 12 foram efetuadas com HNO; a 40 % (v/v) e nestas condi¢des a digestdo
ndo foi eficiente, pois, apés a abertura dos frascos de digestdo e transferéncia dos digeridos

para frascos volumeétricos, foi observado material s6lido em suspens&o.
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Entre as condi¢des favordveis de digestdo com HNO; 50 % (condigdes 7, 8 e 9), foi
escolhida a condi¢do 9, que utiliza uma quantidade menor de 4cido nitrico (4 mL) em
concentragdo relativamente baixa, 50 % (v/v). Assim, a condigdo ideal é aquela em que se
utiliza uma menor quantidade de 4cido na concentragdo mais baixa, assim, se reduz gastos e

se gera uma menor quantidade de residuo.

De acordo com as observagdes da Tabela 9 a condigdo ideal para a digestfo total de
plantas medicinais assistida por microondas deve ser realizada com 0,25 g de folhas secas e
finamente pulverizadas, adicionado 4 mL de HNO3 50 % (v/v) e 4 mL de H,0, 30 %(m/v) e
programar o forno de micro-ondas para operar com a etapa de aquecimento de 10 minutos
200 °C e com 1000 W de poténcia, a etapa de digestdo deve ser realizada com 20 minutos 2
200 °C e com 1000 W de poténcia e a etapa de ventilagdo deve ocorrer por no minimo 50

minutos, até que o digerido adquira a temperatura ambiente, conforme mostra a Tabela 7.

Sendo assim, a digestdo foi realizada com uma massa de aproximadamente 0,25 g de
folha seca pulverizada foi transferida para um vaso de digestdo. Um volume de 4 mL de
HNQO; 50 % (v/v) e 4 mL de H,0; 30% m/m foi adicionada ao vaso de digestdo contendo a
amostra. Os vasos foram fechados e colocados no forno de microondas, onde se realizou a
programacdo ¢ em seguida foram transferidos para frascos volumétricos e aferidos a 25 mL.

Os brancos analiticos foram preparados pelo mesmo procedimento sem a adigdo da amostra.

A extragdo de Cr®" foi realizado em meio alcalino a quente, neste meio ¢ evitado a
reducéo do ctacr’ A solu¢do alcalina utilizada foi 0 Na,CO;3 0,1 mol previamente
aquecida em banho de areia (MATOS, et al. 2008). Quando o Na,CO; 0,1 mol L foi
adicionado & amostra em temperatura ambiente e posteriormente foi aquecido, os resultados

mostraram uma recuperagdo de aproximadamente 60%, valor ndo aceito analiticamente, por
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aquecida em banho de areia (MATOS, et al. 2008). Quando o Na,COs 0,1 mol L™ foi
adicionado a amostra em temperatura ambiente e posteriormente foi aquecido, os resultados
mostraram uma recuperagdo de aproximadamente 60%, valor ndo aceito analiticamente, por
este motivo buscou-se uma adaptagdo para a metodologia proposta para as amostras de

plantas medicinais que forma estudadas.

As condigOes experimentais para analise de cromo por GFAAS foram otimizadas, para
isso foi estudado uma solugio de Cr 12 pg L em HNO; 0,2%, uma amostra digerida e uma
amostra na forma de chad. A medida da absorbédncia integrada/s versus a temperatura de

pirélise e atomizac¢do € mostrado na Figura 14.
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Figura 14: Curvas de Pirdlise e Atomizagdo para o cromo

As temperaturas otimas de pirolise e atomizagao foram 1200 °C e 2600 °C.
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Os valores obtidos para o cromo total (digerido), para o Cr®* total, para o Cr** soluvel
em agua e a percentagem de extragdo de Cr*" soluvel em agua em relag@o ao conteudo total de

cromo nas amostras de plantas medicinais € mostrado na Tabela 10.

Tabela 10 — Valores de cromo nas amostras em pg Kg™

Amostras Cr total e Ext{at;é.o do ,Cr6+
Total Soltvel em 4gua | soluvel em dgua
Graviola 1632,83 + 93,79 188,89 + 7,69 58,50 +=4,10 3,58%
Insulina 1249,87 +£23,57 | 363,78 +16,29 | 309,03 + 23,24 24,72%
Pedo Branco 733,26 +47,14 158,94 + 5,46 99,17 £ 7,17 13,52%
Fruta Pdo 2449,29 + 212,76 46,20 + 3,68 41,09 + 4,09 1,68%

Os valores de cromo nas amostras digeridas variam de 733,26 a 2449,29 ug Kg™', que
sdo valores concordantes com os encontrados por outros autores que avaliaram plantas

medicinais.

Gjorgieva, et al. (2010), avaliaram os teores de cromo e outros metais nas folhas das
plantas medicinais Urtica dioica, Taraxacum officinale e nas flores da Matricaria recutita
que foram cultivadas em &reas poluidas e ndo poluidas da Macedonia. Os valores mais
elevados de Cr foram 1,88 ¢ 2,59 mg Kg™' em éreas ndo poluidas e poluidas respectivamente.
Estes valores mostram que as amostras de graviola, insulina e pedo branco, estdo semelhantes
aquelas plantas que sdo cultivadas em locais ndo poluidos, enquanto que a amostra de fruta

péo esta com valor proximo ao das plantas cultivadas em locais poluidos.

Naithani e Kakkar (2006), realizaram estudos com vérias plantas medicinais indianas
cultivadas em diversas regides e encontraram teores de Cr variando de 1,07-3,94 mg Kg'l nas

folhas da Cymbopogon citratus e variagdes de 1,26-4,19 mg Kg"' nas folhas de Ocimum
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sanctum. Estes intervalos de valores estdo condizentes com os valores encontrados nas
amostras de graviola, insulina e fruta pdo, as amostras de pedo branco apresentam valores
mais préximos das amostras de Glycyrrhiza glabra (0,65-4,16 mg Kg'), também avaliada

pelos mesmos autores.

O trabalho de Maiga, et al, (2005), relata a avaliagdo de metais, entre eles o Cr em
plantas medicinais utilizadas pela populagdo de Mali para as mais diversas doengas. Destaca-
se as plantas medicinais Moringa oleifera e a Corchorus tridents que apresentaram teores de
Cr na faixa de 2,2 a 11,2 ug g, respectivamente, valores relativamente elevados quando se

compara com as plantas deste estudo, graviola, insulina e pedo branco.

Valores muito maiores do que os encontrados neste estudo foram os valores de Cr nas
folhas de Datura metel (15,4 mg Kg™) e nas folhas de Calotropis procera (198,6 mg Kg™),
que foram detectados em plantas medicinais utilizadas na Nigéria nos trabalhos de

Obianjunwa, Adebajo e Omobuwajo (2001).

Os teores de Cr®" total presente nas amostras de plantas medicinais estudadas variaram
entre 46,20 e 363,78 ug Kg'l, valores que sdo concordantes com o trabalho de Mandiwana,
Panichev e Panicheva (2011) que encontraram valores de 0,03 — 3,15 pg g de Cr** total

presente em chés.

Elci, et al. (2010) encontraram em ervas da Turquia valores entre 0,46 — 8,07 ug g™ de
Cr*" total, valores estes que estdo acima dos valores encontradas para as plantas medicinais
aqui estudadas. O maior valor encontrado foi para a amostra de insulina que esteve com de
0,363 pg g™ de Cr*" total, valor que é menor ao minimo encontrado pelos autores citados, que

éde 0,46 ug gl

Panichev, ef al. (2005) encontraram valores que variaram de 0,12 a 0,48 pg g de 6 i

total em amostras de plantas cultivadas em solos ricos em cromo, as plantas avaliadas foram
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Alyssum obovatum, Cochlearia artica, Armeria scabra, Salix arctica, Terminalia prunioides,
Lydenburgia cassinoides, Leucas capensis, Petalidium oblongifolium e outras plantas mais
cultivadas tanto na Africa do Sul como na Russia. Estes valores se assemelham aos
encontrados para as amostras de graviola, insulina e pedo branco, somente a amostra de fruta

pdo estd com um valor muito abaixo dos reportados no estudo citado.

Os teores de Cr®" soluvel em 4gua nas amostras variaram de 41,09 — 309,03 ug Kg™.
Estes valores estdo dentro do intervalo encontrado por Mandiwana, Panichev e Panicheva

(2011) que encontraram valores oscilando entre 0,025 e 1,75 pg g de Cr*" em folhas de ch4.

O teor de extragio de Cr®" soluvel em agua em relagdo ao teor total de cromo nas
amostras mostra que a extragdo varia de 1,68 a 24,72 %, valores que se comparados aos
estudos de Panichev, et al. (2005) que encontrou valores entre 6 € 8% podem ser considerados

na média.

Elci et al. (2010)encontraram intervalos de 11,05 a 48% de extragdo de Cr" soltvel
em dgua em relacdo ao teor total de cromo, valores que contemplam as amostras de insulina e
pedo branco, j4 a amostra de graviola estd mais proximo dos valores que foram encontrados
por Mandiwana, Panichev e Panicheva (2011), que encontraram valores na faixa de 2,6 a
20,8%. A amostra de fruta pdo teve sua extragdo muito baixa, em torno de 1,68% do total do

cromo presente na amostra é extraido na forma de Cr®" solivel em 4gua.

Sabendo do efeito téxico do Cr®" em alimentos e avaliando-se a concentrag@o desta
espécie nas amostras de insulina, a mais rica em Cr®" soluvel em agua entre as plantas

medicinais estudadas, é encontrado uma concentragdo de 309,03 pug Kg™.

Adotando-se um padrdo de preparacdo de chas (ja que ndo ha consenso na preparagdo
destes) de 2 g e folhas secas para uma xicara de 200 mL, para os chas preparados com esta

planta, a concentragio é de 0,003 pg mL™. Sendo que a concentragio de ingestdo do Cr®" em
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alimentos deve ser de no méximo 0,005 ug mL™". Nestas condi¢des o consumo de uma xicara
de cha de 200 mL de insulina, ndo oferece riscos para a satide dos seus consumidores, porém
se a ingestdo for de uma xicara de cha de 200 mL for preparada com quantidades superiores
de 3,5 g de folhas secas de insulina o risco de contaminagdio é presente (AZEVEDO;

CHASIN, 2003).

Ha a possibilidade de preparagdo dos chas de acordo com o procedimento de
prepara¢do fornecido pelas empresas que comercializam plantas medicinais em sachés. Estas
empresas vendem os sachés com 1 ou 2 g e indicam a prepara¢do para uma xicara com
volume aproximado de 130 mL. Caso se utilize a quantidade maxima de um saché com 2 g
para a planta medicinal insulina em uma xicara de 130 mL, a concentragéo de Cr®" soltvel em
4gua sera de 0,0047 ug mL™. Este valor est4 proximo da concentragdo méaxima permitida para
a ingestdo diaria (0,005 pg mL™), o que pode ser um perigo para os consumidores se

ingerirem este chd nesta concentracio.

Adotando o padrio maximo de preparagdo de chas comercializados por algumas
empresas (2 g para 130 mL), as amostras de graviola, pedo branco e fruta pdo, apresentam
concentragdes de 0,0009, 0,0015 e 0,0006 pg mL™, respectivamente, valores que ndo oferece

riscos de intoxicagdo por Cr’".

Apesar de as amostras apresentarem valores significantes de Cr total, percebe-se que
uma quantidade relativamente baixa deste metal ¢ disponibilizado para as infusdes, este fato
pode ocorrer pela presenga de substdncias que apresentam propriedades inibidoras, como
ftatos ou taninos, ou mesmo o elemento cromo pode estar ligado fortemente a compostos

orgéanicos que ndo liberam este metal facilmente para a solugéo aquosa.

Kalny, et al. (2007) avaliaram Cr e outros metais em trés plantas medicinais, entre elas

na Taraxacum officinale, que apresentou uma percentagem de extra¢do de Cr nos chas de
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16,8%, valor préximo ao encontrado para a amostra de pedio branco (13,52%),porém valor
bem superior dos que foram encontrados para as amostra de fruta pao e graviola que foram de

1,68% e 3,58%, respectivamente.

Nookabkaew, Rangkadilok e Satayavivad (2006) estudaram trés plantas utilizadas em
chas na Tailandia e também exportado para varias partes do mundo, Gynostemma
pentaphyllum Camellia sinensis ¢ Morus Alba, neste estudo foram avaliados 19 elementos,
entre eles o cromo, nos digeridos e nos chés, foi também avaliado a percentagem de extragdo
destes metais nos chas. As amostras de Gynostemma pentaphyllum e Morus Alba
apresentaram extra¢@o de cromo total de 4,57% e 2,57%, respectivamente. Estes valores estdo
proximos da amostra de graviola e de fruta pdo. A amostra de Camellia sinensis teve um valor

de extragdo 11,45%, proximo ao valor da amostra de pedo.
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3.4. CONCLUSAO

A otimizagio das condigdes experimentais para a digestdo por micro-ondas das plantas
medicinais possibilitou um processo de digestdo mais eficiente, com uma menor geragéo de
residuos, um menor consumo de &4cidos e amostras menos 4cidas, consequentemente a
dilui¢dio para corregdo da acidez ¢ menor e os equipamentos utilizados para a andlise ndo
ficam tdo expostos & acdo de ataques 4cidos, além de se minimizar a geragéo de residuos com

este procedimento.

A metodologia de extragio de Cr®" total em amostras de plantas medicinais mostrou-se
bastante eficiente, fato comprovado pelo estudo de adi¢@io e recuperagdo, que revelou uma

recuperagdo de 90,80%.

As amostras que apresentaram os maiores teores de Cr*" solavel em 4gua foram a
insulina, pedo branco, graviola e fruta pdo, respectivamente, porém, esta espécie de cromo
mesmo sendo toxica, nfio se encontra, nos chas, em concentragdes considerados preocupantes
para a satide humana, mesmo para quem toma até trés xicaras de cha por dia, preparadas com
2 g de folhas secas para cada xicara de 200 mL de 4gua, porém, néo ¢ recomendéavel uma
preparagdo com volumes menores de agua (130 mL, por exemplo, como recomendam

algumas empresas) para se evitar possiveis contaminagoes por ™.

Os valores de cromo nas amostras digeridas, Cr®" total e Cr®" solivel em é4gua
encontram-se dentro dos valores permitidos para alimentos e ndo apresentam risco a saude
para os consumidores destas plantas que ingerem uma xicaras de cha por dia, preparada com 2

g de folha de seca em 200 mL de agua.



CAPITULO 4:

EXTRACAO DE Fer FEM PLANTAS
MEDICIN.AIS DA AMAZONIA
USANDO EXTRACAO POR PONTO

NUVEM
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4.1. REVISAO DA LITERATURA

4.1.1. A importancia do ferro

O ferro é muito importante para nutricdo de plantas, sendo considerado um
micronutriente essencial encontrado em faixas que variam de 20 a 60 pg g'. Este metal ¢
essencial para sintese de clorofila (SILVA; OLIVEIRA; ROCHA, 2010). O ferro tém um
importante papel como componentes de enzimas envolvidas na transferéncia de elétrons
(redox), como citocromos. Nesse papel, ele ¢ reversivelmente oxidado de Fe’" a Fe** durante

transferéncia de elétrons (TAIZ; ZEIGER, 2004).

O ferro é importante nas proteinas ferro-enxofre e como catalisador de enzimas que
participam nas reagdes redox. As plantas obtém o ferro do solo, onde estd presente
primariamente como Fe**. Em pH neutro, o Fe’* ¢ altamente insoltivel. Para que quantidades
suficientes de ferro sejam absorvidas da solugdo do solo, as raizes necessitam desenvolver
varios mecanismos para aumentar a solubilidade e a disponibilidade do ferro. Tais
mecanismos incluem o aumento da solubilidade do Fe’* pela acidificagdo do solo, redugdo do
Fe3* a forma de Fe* mais solavel e liberagio de compostos que formam complexos estaveis
e soltveis com o ferro. As membranas plasméticas da raiz, possuem uma enzima, a redutase
ferro-quelante, que reduz o Fe’" a Fe*', a atividade dessa enzima aumenta sob condi¢des de
deficiéncia de ferro. Uma vez que as raizes tenham absorvido ferro ou um ferro quelato, eles
sio oxidados nas raizes a forma férrica e translocados, em sua maior parte, para as folhas, na
forma de complexos eletroestaticos com o citrato. A maior parte do ferro nos vegetais €
encontrado na molécula heme do citocromo, nos cloroplastos e nas mitocondrias (TAIZ,

ZEIGER, 2004).
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4.1.2. Extracio e pré concentra¢io com micelas — Ponto Nuvem

Em 1976, Wanatabe e colaboradores introduziram a extragdo por ponto nuvem
(Cloud-Point Extraction — CPE), uma nova técnica de extragdo e separa¢do como alternativa
para o uso de solventes orgéanicos. Entretanto, a CPE foi inicialmente introduzida para a pré-
concentracdo de metais na forma de complexos hidrofébicos. Muitos estudos foram
publicados propondo extragdo e pré-concentragio para a determinagéo de analitos organicos e

inorganicos (PALEOLOGOS; GIOKAS; KARAYANNIS, 2005).

Extragdo por ponto nuvem tém sido aplicada para a separagio ¢ pré-concentragdo de
metais tracos em diversas matrizes. Nesta técnica, o analito é extraido em micelas apds a
reacdo com um agente de complexag@o hidrofébico na presenca de um surfactante acima da
concentragdo micelar critica (CMC). Durante o processo uma solugdo aquosa de surfactante
ndo idnico torna-se turva apds a uma alteracdo adequada das condigdes fisico-quimicas, em
geral por meio de aquecimento ou introdugd@o de substancias quimicas adequadas. O processo
resulta em um sistema bifdsico, uma fase rica em surfactante que contem a maior parte do
surfactante e a espécie hidrofobica extraida e uma outra fase que contém uma pequena
quantidade de surfactante, proximo da concentra¢io micelar critica (SILVA; OLIVEIRA;

ROCHA, 2010).

O fendmeno do ponto nuvem se baseia quando uma solugdo aquosa de um agente
tensoativo torna-se turvo separando-se em duas fases isotropicas. Em uma das fases, os
analitos podem ser extraidos e pré concentrados com sucesso quando sdo alteradas algumas
condi¢des que afetam a separag@o de fases. No processo de extragdo por ponto nuvem, a
temperatura tém um papel importante, pois acima da temperatura do ponto nuvem a solugéo

aquosa com o surfactante ndo idnico comega a turvar, a solubilidade em 4gua diminui ¢ o
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numero de agregados micelares aumenta consideravelmente, e entdo simultaneamente ocorre
a separagdo de fases, uma concentrada em analito e outra aquosa (ZHANG; DUAN; WANG,
2011; ANDRADE; NASCENTES; COSTA, 2009; BEZERRA; ARRUDA; FERREIRA,

2005).

A extra¢do mediada por micelas baseia-se no fendmeno bem conhecido de separagéo
de fases em solugdes micelares de tensoativos néo i6nicos. Por exemplo, uma solugéo micelar
de Triton X-100 torna-se turva quando aquecida acima de 60 °C, que ¢ definido como ponto
nuvem. A solugdo micelar separa-se em duas fases distintas. Uma fase contém bastante Triton
X-100 (rica em surfactante) e uma outra fase aquosa (pobre em surfactante) em que a
concentragdo de Triton X-100 € igual ou abaixo da concentragdio micelar critica (CMC)

(TANI; KAMIDATE; WATANABE, 1997).

Quelatos metalicos hidrofébicos originalmente presentes em solugdes que se ligam a
micelas podem assim ser extraidos da solug@o micelar em um pequeno volume da fase rica em
surfactante. Baseado-se na separacdo de fases a uma temperatura acima do ponto nuvem, a
extracdo mediada por micelas também foi denominada como separagéo de fases induzida por
temperatura ou extragdo por ponto nuvem. O ponto de turvagdo das solugdes micelares pode
ser controlado pela adi¢do de sais, alcodis, tensoativos ndo idnicos e alguns compostos

organicos (TANI; KAMIDATE; WATANABE, 1997).

A extracdo mediada por micelas para a andlise e especiagdo de metais € bastante
utilizada, geralmente ela segue os seguintes passos: o metal reage com o ligante para formar
um complexo hidrofébico; uma turvagéio ¢ gerada pelo aumento na temperatura acima do
ponto nuvem ou pela adi¢do de sal; as micelas formadas prendem os complexos metalicos

dentro dos seus nucleos hidrofébicos; a fase rica em surfactante ¢ subsequentemente separada
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a partir de uma massa aquosa por centrifugagio (PALEOLOGOS; GIOKAS;

KARAYANNIS, 2005). A Figura 15 ilustra um esquema de formagdo do ponto nuvem.

Micela
s B
bR e ; ; escarte da
& e !*’ =§'J Aqueciment Centrifugagdo fases aquosa
. g — ] g —
" Agente o a:-‘,“‘ ,’ e separacio | °£r°f°‘p‘t?’;§° e Isolamento da
quelante | {3 de fases Aiasetiva fase rica em
SR § em surfactante Sihbnta
fon'metalico Complexagdo e
aprisionamento
nas micelas
Figura 15: Formagéo do ponto nuvem. (Fonte: Adaptado de PALEOLOGOS;

GIOKAS; KARAYANNIS, 2005)

Usualmente, depois que as fases sdo separadas por centrifugagéo os tubos de testes sdo
colocados em banho de gelo para aumentar a viscosidade das micelas e a remocdo da fase
aquosa ser realizada até mesmo pela inversdo do tubo. As etapas do procedimento sdo
importantes, pois resultam na redugdo da fase rica em surfactante a um valor minimo,
raramente excede 100 puL por 10 mL de volume da amostra (PALEOLOGOS; GIOKAS;

KARAYANNIS, 2005).

Baixas concentragdes de moléculas surfactantes em solugdio aquosa sdo encontradas
principalmente na forma de mondmeros, embora seja possivel encontrar também dimeros e
trimeros. Quando a concentragdo do surfactante aumenta acima de um certo limite, chamado
de concentracdo micelar critica (CMC), mondmeros de surfactantes espontaneamente se
acumulam para formar aglomerados coloidais conhecidos como micelas, que podem tomar as
mais variadas formas (PALEOLOGOS; GIOKAS; KARAYANNIS, 2005). As micelas sdo
estruturas de dimensdes coloidais, formadas por moléculas de surfactantes que se agregam de

forma espontdnea em solugdo aquosa quando a concentragdo micelar critica (CMC) ¢
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alcangada. Abaixo da CMC o tensoativo é encontrado principalmente na forma de monoémero,
e, quando o CMC ¢ alcangado, o processo de formagdo das micelas ¢ favorecido. Micelas sdo
estruturas estaticas, termodinamicamente estéveis e facilmente reprodutiveis, porém, podem
ser destruidas por dilui¢do em dgua quando a concentra¢do do surfactante ¢ menor que o

CMC (BEZERRA; ARRUDA; FERREIRA, 2005).

A extragdo mediada por micelas apresenta uma série de vantagens onde entre elas
pode ser destacado a simplicidade de operagdo da metodologia, a capacidade de concentrar
uma série de analitos com recuperagdes quase quantitativas; os fatores de pré-concentragéo
obtidos s@o compardveis ou superiores a outros sistemas; surfactantes comercializados s@o
ambientalmente amigaveis e de baixo custo e as quantidades utilizadas sdo minimas em
comparagdo com solventes organicos usados na extragdo convencional; em técnicas de
extragdo por ponto nuvem sfo aplicadas condigdes suaves, permitindo pré-concentragdo em
analitos termicamente sensiveis como moléculas bioldgicas e ambientais; a fase rica em
surfactante € compativel com as maiorias das fases moéveis utilizadas em sistema
hidrodindmico analiticos, a0 mesmo temo que aumenta o sinal analitico em FAAS e a
molhabilidade na superficie de grafitt em ETAAS (PALEOLOGOS; GIOKAS;
KARAYANNIS, 2005; TANI; KAMIDATE; WATANABE, 1997, ZHANG; DUAN;
WANG, 2011; ANDRADE; NASCENTES; COSTA, 2009; BEZERRA; ARRUDA;

FERREIRA, 2005).

As limitagdes a extragdo mediada por micelas sdo a manipulagéio da fase rica em
surfactante, que € muito viscoso, e ndo pode ser diretamente injetada em instrumentos
convencionais de andlise; surfactantes croméforos que interferem na detec¢do por UV com a
sobreposi¢do com o sinal do analito; os coeficientes de parti¢do relativamente baixos de varias

espécies de metais quelados (PALEOLOGOS; GIOKAS; KARAYANNIS, 2005; BEZERRA;
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ARRUDA; FERREIRA, 2005; ZHANG; DUAN; WANG, 2011; ANDRADE; NASCENTES;

COSTA, 2009; BEZERRA; ARRUDA; FERREIRA, 2005)

4.1.2.1. Efeito do pH no ponto nuvem

Para espécies inorganicas pouca diferenciagdo ¢ observada na eficiéncia da extracéo de
complexos formados em diferentes valores de pH, pois estes complexos sdo volumosos, ndo

carregados e covalentes (PALEOLOGOS; GIOKAS; KARAYANNIS, 2005).

4.1.2.2. Efeito da concentracéo do surfactante no ponto nuvem

Os surfactantes sdo agentes de superficie ativa, também chamados de tensoativos, que
sdo moléculas anfifilicas, com metades distintas hidrofébicas e hidrofilicas, fato que
proporciona ao surfactante a propriedade de ser solivel em 4gua e em outros solventes. Um
surfactante tipico tem uma estrutura R-X, onde R é uma cadeia de hidrocarboneto que pode
conter de 8 a 18 atomos de carbono, e X um grupo cabega polar ou idnico. Os surfactantes séo
geralmente classificados de acordo com a natureza do grupo hidrofilico, que pode ser ndo
i6nico, catidnico, aniénico ou anfétero (PALEOLOGOS; GIOKAS; KARAYANNIS, 2005;

BEZERRA; ARRUDA; FERREIRA, 2005).

Se a concentra¢do do surfactante for muito pequena pode comprometer a precisdo e a
reprodutibilidade porque a fase rica em um surfactante pode ndo reproduzir suficientemente

as medidas de extracdo e separagio (PALEOLOGOS; GIOKAS; KARAYANNIS, 2005).
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Quando apenas um surfactante anidnico € usado, a formagdo da micela é governada
por dois fatores, primeiro a tendéncia das cadeias alquilas de evitar o contato com a 4gua, €
depois, a repulsdo eletrostatica entre os grupos cabeca. No caso de formagdo de micelas por
surfactantes ndo i6nicos a tendéncia para a cadeia alquila para evitar o contato com a dgua €
compensado pela hidratagdo e pelo espago necessario para a cadeia com o grupo oxietileno
(que no caso do Triton X-100 apresenta 9-10 cadeias). Por isso, o Triton X-100 é mais
hidréfilo. Micelas mistas podem ser formadas a partir de tensoativos anidnicos e ndo i6nicos,
esta formacgdo depende destes tensoativos e da concentracdo de equilibrio entre eles

(NASCENTE; ARRUDA, 2003; NAQVI; KHATOON; KABIR-UD-DIN, 2011).

4.1.2.3 — Efeito da temperatura no ponto nuvem

Observagdes tém demonstrado que a temperatura ¢ um fator importante para a
eficiéncia da pré-concentracio. Elevadas temperaturas levam a uma desidrata¢do das micelas.
Em muitos estudos o tempo de rea¢dio de 10 minutos tém sido reconhecido como ideal

(PALEOLOGOS; GIOKAS; KARAYANNIS, 2005).

A temperatura elevada leva a desidratagdo da micela e aumenta a razdo fase-volume.

Por este motivo, a eficiéncia da pré-concentra¢do pode ser melhorada (ZHAO, et al. 2011).
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4.1.2.4. Efeito da forga idnica (concentragé@o de eletrolitos) no ponto nuvem

Um aumento na forga idnica aumenta a separagdo de fase. A forga idnica também tem
aumentado a recuperagdo, por este motivo tém sido aplicada para matrizes dificeis, como

ambientais, aguas e fluidos biologicos (PALEOLOGOS; GIOKAS; KARAYANNIS, 2005).

A adigfo de sal pode reduzir a concentragdo de agua livre na fase rica em surfactante e
consequentemente reduzir o volume da fase. A adicdo de sal pode também acelerar a
separa¢do de fases através do aumento da concentragdo micelar na fase rica em surfactante e,
uma concentragdo alta de sal pode levar a uma queda na temperatura do ponto nuvem

(ZHAO, et al. 2011).

Coelho e Arruda (2005) estudaram entre outros pardmetros, a influéncia da
concentracdo do eletrolito na extragdo de Cd por ponto nuvem em amostras de tabaco. Estes
autores investigaram a possivel formagdo do ponto nuvem a temperatura ambiente. A
concentragdo final de NaCl foi variada entre 0,5 € 5% (m/v) e o maior sinal de absorcéo foi

detectado a 1% de NaCl nas amostras que foram analisadas por FAAS.

4.1.2.5. Efeito do agente quelante no ponto nuvem

O agente quelante é um fator que regula a extragdo do metal mediada por micela,
muitos agentes quelantes tém sido utilizados para produzir complexos hidrofobicos para
serem isolados na fase rica de surfactantes da solucdo micelar (PALEOLOGOS; GIOKAS;

KARAYANNIS, 2005).
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Baseado na sua reatividade e na sua constante de formagdo com um grande nimero de
metais, muitos agentes quelantes sdo utilizados, tais como carbamatos, piridilazo, quinolina e
derivados de naftol. Estas substincias sfo agentes quelantes universais, que formam
compostos hidrofébicos com a maioria dos fons metilicos (PALEOLOGOS; GIOKAS;

KARAYANNIS, 2005).

O ligante € selecionado com o requesito que o complexo formado € suficientemente
hidrofébico, possui alto coeficiente de parti¢do e é formado rapidamente e quantitativamente

com o minimo possivel de excessos (PALEOLOGOS; GIOKAS; KARAYANNIS, 2005).

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizacdo das condi¢des experimentais para a extragdo de Fe?" usando ponto nuvem:;
e Avaliar os complexantes para Fe*” PAN e APDC;

e Especiagdo de Fe’" em amostras de plantas medicinais comercializadas em Belém-PA

usando extrag¢do por ponto nuvem.
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4.3. METODOLOGIA

4.3.1. Instrumentacgio

Para a digestdo das amostras foi utilizado um forno de Micro-ondas com cavidade

(Milestone, Sorisole, Italia).
Uma chapa aquecedora (Tecnal, Brasil) foi usada na preparagéo das infusdes.

Para a preparagdo das extragdes por ponto nuvem foi utilizado um banho Maria
(Quimis, Brasil) e uma centrifuga (Centribio, Brasil) para acelerar a separagéo de fases no

procedimento de extragdo por ponto nuvem.

Um espectrometro de absorgdo atdmica com chama (Thermo Scientific ice 3300,
Reino Unido, Cambridge) foi utilizado para a determinagdo de ferro. O comprimento de onda
(M), a corrente da ldmpada de catodo oco de ferro e a resolugdo espectral usada foram 248
nm, 6 mA e 0,2 nm, respectivamente. A curva de calibrag@o foi preparada com as solugdes de
referéncia de 0,25, 0,5, 1,0, 5,0 ¢ 10,0 mg L Fe. A mistura ar/acetileno foi utilizada como

gas oxidante e combustivel, respectivamente.
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4.3.2. Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. As solugdes foram preparadas
com dgua purificada (resistividade 18,2 MQ ocm) em sistema Elga (Elgastat,

Buckinghamshire, England).

As solugdes de referéncia de Fe** e Fe* 1000 mg L™ foram preparadas a partir de seus
sais, Fe(NH4)2(S80O4)2:6H,0 e Fe(NH4)(SO4)2-12H,0 (Vetec — Quimica fina, Rio de Janeiro,
Brasil) e posteriormente sofreram as devidas diluigdes. As solugdes de A4cido
pirrolidinacarboditiéico (APDC) 5% (m/v) (Fluka, Suiga), Triton X-100 2,5% (v/v) (J. T.
Baker, USA), SDS 5% (m/v) (Fluka, Jap3o) e cloreto de sédio (NaCl) (Vetec — Quimica fina,
Rio de Janeiro, Brasil) 25% (m/v) foram preparadas de acordo com dilui¢des apropriadas com

agua ultra-pura.

A solugio de 1-(2-pyridylazo)2-naphthol (PAN) 0,1% (m/v) (Fluka, Suica) foi

preparado com dilui¢do em etanol.

A solugdo tampdo (pH=5) foi preparada com CH3;COOH (CRQ, Sao Paulo, Brasil) 0,2

mol L' e CH;COONa (Nuclear, Sdo Paulo, Brasil) 0,2 mol L' na propor¢ao 3:7.

Solugdes de HCI 0,1 mol L (Isofar, Rio de Janeiro, Brasil) e NaOH 0,1 mol L™

(Synth, Sdo Paulo, Brasil) foram preparadas para ajuste do pH.

Etanol (CRQ, Sé@o Paulo, Brasil) foi utilizado para a dilui¢do dos extratos por ponto

nuvem.,
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4.3.3. Otimizac¢do das condicdes experimentais para extracio por ponto nuvem

A avaliagio das melhores condigdes experimentais para se extrair a méxima
concentragéo de Fe** e a minima de Fe** por ponto nuvem foi realizada com um planejamento

fatorial (2°), usando dois complexantes diferentes APDC e PAN.

Nestas condi¢des foi otimizado as varidveis as condigdes experimentais para cada um
dos complexantes estudados (APDC e PAN). Os pardmetros avaliados foram pH da solug@o:
0,5 ou 5; concentracdo do complexante (APDC 5% ou PAN 0,1%): 1mL ou 100 puL;
concentracdo do surfactante ndo idnico (Triton X-100 2,5%): 1 mL ou 40 uL; concentragdo
do surfactante aniénico (SDS 5%): 1 mL ou 100 pL; e concentragéo do eletrélito (NaCl 25%):
4 ou 2 mL. Foi avaliada a condi¢do maxima, minima e média de cada uma das varidveis

citadas.

Dois complexantes diferentes foram avaliados, 0 APDC e o PAN. Cada condigéo
experimental foi avaliada em triplicata, sendo 33 condi¢des testadas para Fe’* com o
complexante APDC, 33 condigdes testadas para Fe’* com o complexante APDC, 33
condi¢des testadas para Fe’* com o complexante PAN e 33 condi¢des testadas para Fe** com

o complexante PAN. Cada condigdo em triplicata totalizou 396 analises.

Para o tratamento estatistico foi utilizado o programa STATISTICA. Todos os
calculos de otimizagdo foram realizados com um nivel de significancia de 95%. A Tabela 11

mostra o delineamento experimental realizado.
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Tabela 11: Delineamento experimental

Niveis
Pardmetros
-1 0 +1
pH 0,5 2.75 5
Concentragdo do complexante 0,001% (PAN) | 0,0055% (PAN) | 0,01% (PAN)
(PAN ou APDC) 0,05% (APDC) 0,275% 0,5% (APDC)
Concentragdo do surfactante 0 . ”
ndo iénico (Triton X-100) 0,014 0.15% e
Concentr.aigﬁ"o do surfactante 0,05% 0.275% 0.5%
anidnico (SDS)
Concentragdo do eletrélito (NaCl) 5% 7,5% 10%

-1: Valor minimo; 0: Valor médio; +1: Valor médio

4.3.4. Amostras

Para validar a metodologia desenvolvida foi avaliado a planta medicinal pariri
(Arrabidaea chica), adquirida em cinco pontos diferentes: 1) um quintal residencial (QR),
localizado no bairro do Jurunas, em Belém-PA, coletada no dia 30/10/2008; 2) amostra do
mercado do Ver-o-Peso (VF) adquirida como folhas frescas vendidas em barracas deste
mercado no dia 18/11/2008; 3) amostra do mercado do Ver-o-Peso (VS) adquirida como
folhas secas vendidas em uma loja de plantas medicinais no dia 18/11/2008; 4)amostra
processada comercializada por uma empresa de plantas medicinais (PV) adquirida em
supermercados de Belém-PA, embalada no dia 03/10/2008;5) amostra processada
comercializada por uma empresa de plantas medicinais (PE) adquirida em supermercados de

Belém-PA embalada no dia 17/12/2008.

Outras plantas medicinais também foram avaliadas, tais como Insulina (Cissus

sicyoides), Unha de Gato (Uncaria tomentosa), Graviola (dnnona muricata), Pedo Branco



95

(Jatropha curcas) e Vinagreira (Hibiscus sabdariffa). Todas estas amostras foram adquiridas
no Mercado do Ver-o-Peso em Belém-PA, em barracas de venda de plantas medicinais, no dia
20 de janeiro de 2009. De acordo com os vendedores, todas estas plantas foram produzidas na

regido metropolitana de Belém. As folhas foram adquiridas ainda frescas.

4.3.5. Preparo de amostras

As amostras foram digeridas de acordo com a metodologia que foi otimizada para a
digestdo assistida por micro-ondas para plantas medicinais. As amostras secas ¢ finamente
pulverizadas foram pesadas (cerca de 0,25 g) e foram transferidas para frascos de digestdo de
teflon, em seguida foram adicionados 4 mL de HNO; 50% (v/v) e 4 mL de H,0; 30% (m/m)
e os frascos foram fechados e levados ao forno de micro-ondas, que operou com a
programag¢do mostrada na Tabela XY. Apds estas etapas as amostras foram transferidas para

frascos volumétricos e aferidos a 25 mL com agua desionizada.

4.3.6. Preparo das infusdes

Uma massa de aproximadamente 1,0 g de cada amostra foi pesada e em seguida foi
adicionado 50 mL de 4gua fervente. A infusdo foi deixada em repouso até atingir a
temperatura ambiente e entéo, foi filtrada em papel de filtro quantitativo (AMARANTE, et al.

2011; WEBER, KONIECZYNSKI, 2003).
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4.3.7. Extra¢do de Fe*" por ponto nuvem em plantas medicinais

A extracdo de Fe** nos chas das plantas medicinais estudadas foi realizado de acordo

com a melhor condigdo otimizada neste estudo. A Figura 16 mostra a marcha analitica

desenvolvida para esta extragdo

Aferira 3mL
com H,O

Figura 16. Fluxograma de extragio de Fe* nas amostras.

L

I mL de
3L da i 100 uL Repouso 10
amostra . tampaqc; (pH= . APDC 5% . min
Aferir . 2mL . 100 pL . ImP
410 mL NaCl125% SDS 5% b+ e
\ » ) =50
Banho Maria . Centrifuga . Banho de gelo ’ Descarta fase
30 nun 10 min 20 min pobre

A 4

1 mL etanol
a fase rica




97

4.3.8. Analise elementar

As amostras digeridas, os seus chas e as suas extragdes de Fe’* por ponto nuvem
foram analisadas por FAAS. A curva analitica foi preparada em meio alcodlico, nas mesmas

condi¢Bes em que se encontravam as amostras.

O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificagdo (LOQ) foram calculados
usando dez medidas do branco analitico, onde o LOD = 3 x s/m e 0 LOQ = 10 x s/m, sendo
‘s’ é 0 desvio padrdo das medidas do branco analitico e ‘m’ ¢ a inclinagdo da curva analitica
usada na determinagiio de ferro (JALBANI, et al. 2010; RIBANI, et al. 2004; SKOOG;

HOLLER; NIEMAN, 2002; HARRIS, 2005).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das médias com os seus respectivos desvios-padrdo e as condigdes
experimentais em que foram realizadas sdo mostradas na Tabela 12 para o complexante

APDC.
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Com a andlise dos resultados a Tabela 12 pode-se observar qual a condi¢do que

apresentou a maior recuperagdo para as andlises de Fe** com o complexante APDC.

Comparando-se as condi¢bes que apresentaram recuperagdes aceitdveis para a
extracdo de Fe*™ (experimentos 7, 32 ¢ média) com as mesmas condi¢des de extragdo de Fe**,
pode-se perceber que a condi¢do 7 apresentou recuperagdo de 93,2% para o Fe*" e apresentou
abaixo do limite de detecg¢do para Fe**. A condig¢do 32 apresentou recuperagdo para o Fe*t |
porém, para o Fe’* a recuperagdo foi 139,9%, demonstrando uma interferéncia positiva para
o Fe*". A condigfio média apresentou 93,2% de recuperago para o Fe** ¢ 81,6% para o Fe’*,

Esta condigéio nfo foi selecionada como melhor condigo, pois a extragdo de Fe’* foi elevada.

A melhor condi¢do para a méaxima extragdo de Fe’* ¢ a minima extragdo de Fe'* por
ponto nuvem usando APDC como complexante foi a condigdo 7, que extraiu

aproximadamente 93,2% do Fe?* presente na amostra e uma quantidade minima detectada de

Fe'* (< 0,047 mgL™).

Portanto, a proposta de extragdo maxima de Fe’* e minima de Fe’* deve ser
desenvolvida com transferéncia de 3 mL da amostra para frasco volumétrico de 14 mL, em
seguida tamponar o meio com tamp@o de acetato (pH=5), adicionar 100 pL. do complexante
APDC 5% (m/v) homogeniezar a solugdo e deixar em repouso por 10 minutos para garantir a
completa complexag¢do do analito com o complexante, apos esse periodo adicionar 1 mL do
tensoativo ndo idnico Triton X-100 2,5% (v/v), 100 pL do tensoativo anidnico SDS 5%
(m/v), 2 mL do eletrélito NaCl 25% (m/v) e aferir para 10 mL com 4dgua desionizada, em
seguida deixar por 30 minutos em banho Maria a 60 °C e logo apds centrifugar por 10
minutos a 4500 rpm e lavar 4 banho de gelo (-10 °C) por 20 minutos, depois disso descartar a
fase pobre (sobrenadante), adicionar 1 mL de etanol a fase rica, aferir @ 3 mL com dgua

desionizada e realizar a determinag&o de ferro por FAAS.
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A Tabela 13 traz a tabela ANOVA, através da qual foi possivel construir os graficos

de pareto e de superficie.

Tabela 13. ANOVA dos dados de otimizagio

Fator SS DF MS F p
(1) APDC 0,3 1 0,28 0,00016 | 0,990136
(2) pH 14238.3 1 14238,28 | 7,96905 | 0,011725
(3) Triton X-100 0,3 1 0,28 0,00016 | 0,990136
(4) NaCl 0,0 1 0,03 0,00002 | 0,996712
(5) SDS 14154,0 1 14154,03 | 7,92190 | 0,011933
1x2 0,3 1 0,28 0,00016 | 0,990136
1x3 1610,3 1 1610,28 | 0,90126 | 0,355746
1x4 1498,8 1 1498,78 | 0,83886 | 0,372534
1x5 6022,5 1 6022,53 3,37076 | 0,083916
2x3 0,3 1 0,28 0,00016 | 0,990136
2x4 6132,8 1 6132,78 | 3,43247 | 0,081369
2x5 1638,8 1 1638,78 | 0,91721 | 0,351631
3x4 1554,4 1 1554,03 0,86978 | 0,364074
3x5 0,8 1 0,78 0,00044 | 0,983560
4x5 24808.8 1 | 24808,78 | 13,88528 | 0,001679
Erro 30373,8 | 17 | 1786,70
Total SS 102034,1 | 32

Os valores destacados em vermelho nas colunas SS e F da Tabela 13s30 os parametros
mais significativos para os experimentos, assim, sdo destacados os parametros pH (2), SDS

(5) e a interacdo 4X5.

A Figura 17 traz um grafico de pareto, que comprova as analises feitas anteriormente.
O grafico de pareto ¢ um grafico de barras que representa o efeito nas variaveis sobre a
resposta de interesse (concentragdo de Fe*"), o posicionamento das barras ajuda a enfatizar

dados importantes (LARSON; FARBER, 2010).



Grafico de Pareto

Variavel de interesse: Concentragéo de Fe®
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Figura 17. Grafico de pareto

Pela analise da Figura 17, se observa que, isoladamente quem apresenta a maior

influencia é o pH, pois ¢ o pardmetro que apresenta o maior valor de correlagdo positivo,

enquanto que o SDS apresenta um efeito antagdnico, porém, de elevada influéncia na

recuperagio da concentragio do Fe'.

O grafico de pareto ilustra ainda a alta importancia da interagdo NaCl e SDS (4 ¢ 5) e

evidencia ainda que os dois pardmetros quando analisados conjuntamente influenciam de

forma antagdnica quando se busca uma melhor recuperagdo para o Fe**, ou seja, 0 acréscimo

no valor de um dos parimetros implica no decréscimo do valor do outro pardmetro e vice-

versa.

O alto valor do efeito do pH (2,8229) e do SDS (-2,8146) encontrados no grafico de

pareto, também ¢ confirmado na tabela de ANOVA (Tabela 13). Para o pH observa-se o
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efeito sinérgico (positivo) desse parametro relacionado com a variavel de resposta

(concentragio de Fe*").

Um grafico de superficie é mostrado na Figura 18, onde ¢ evidenciado o
comportamento antagdnico existente entre 0 NaCl e o SDS, fato que foi observado no grafico

de pareto.

Yy 24 90D

- 120
==120
<100
Bl <20
CJ<80
<40
i < 20
— P

Figura 18. Grafico de superficie relacionando NaCl e SDS com a recuperagdo de F e

Na Figura 19, a relagdo do grafico de superficie ¢ entre os parametros pH e SDS, e,
pela anélise se compreende que nas condigdes de maior nivel de pH e menor nivel de SDS se
obtém as melhores respostas para os valores de Fe*'. Este fendmeno ¢ confirmado pela
condigdio experimental selecionada, onde se obteve uma boa recuperagdo na condigdo 7 (ver

Tabela 12) que apresenta o valor maximo de pH (5,0) e minimo de SDS (0,05%).

Se for desejavel aumentar a percentagem de extragdo de Fe?" na amostra para além dos
93,2% ja encontrados, teoricamente deve-se diminuir o nivel de SDS e aumentar o valor do

pH além do nivel maximo (5,0) ja estudado neste trabalho.
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Figura 19. Grafico de superficie relacionando pH e SDS com as recuperagdes de Fe*'.

As relagdes entre o NaCl e o pH com a recuperagdo de Fe’" sdo mostradas na Figura
20, as relagdes conjuntas destes pardmetros evidenciam que em condigdes maximas de pH e
minimas de NaCl a resposta é mais positiva em relagio ao Fe’*. Este fendmeno também é
comprovado na condi¢do experimental, 7 (ver Tabela 12), onde se observa que a melhor

condicdo € aceita quando se tem o valor maximo de pH (5,0) e minimo de NaCl (5%).

Figura 20. Grafico de superficie relacionando NaCl e pH com a recuperagéo de Fe?".
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Os resultados das médias com os seus respectivos desvios-padrdo e as condigdes

experimentais em que foram realizadas sdo mostradas na Tabela 14 para o complexante PAN.
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Comparando-se as condi¢des que apresentaram recuperagdes aceitdveis para a
extragio de Fe®* (condi¢do 13 com 81,6%) com a mesma condigdo de extragio de Fe’*
(condi¢do 13 com 124,3%), pode-se observar que esta condigio ndo satisfaz o objetivo deste
estudo, que € de obter uma condigdo em que se extraia a quantidade maxima de Fe’' ¢ a
quantidade minima de Fe’*, pois nesta condigio a recuperacdo para o Fe* & baixa ¢ a
recuperagdo para o Fe’' ¢ acima de 100%. Portanto, o uso do complexante PAN nestas

condigdes, néo € eficiente para especia¢io de Fe*”.

O pH do meio ¢ um importante fator na extragdo por ponto nuvem, pois ele estd
diretamente relacionado com a formagéo das espécies metal-ligante. Neste estudo foi avaliado
os valores de pH 0,5 e 5, sendo que o pH 6timo para a extragdo foi 5. Filik e Giray (2012),
avaliaram a influencia do pH na extragio de Fe?* por ponto nuvem em amostras de cervejas
comercializadas na Turquia e entre os valores de pH variando de 3 a 8, encontraram que o pH

onde é méxima a extragio de Fe** e a é minima a extragdo de Fe** foi 5,0.

Neste trabalho, a extragdo de Fe*" por ponto nuvem foi realizada com uma micela
mista, formada a partir de tensoativo nfo i6nico (Triton X-100) e tensoativo anidnico (SDS).
Nascentes e Arruda (2003) otimizaram a metodologia de extragio e pré concentra¢do de
cobalto por ponto nuvem usando micelas mistas com tensoativos ndo ionico (Triton X-100) e
aniénico (SDS) e aplicaram a metodologia para a extragio de cobalto em amostras de
vitamina B-12. Foi observado pelos autores que a presenga de moléculas de Triton X-100 na
composi¢do micelar minimiza as forgas de repulsdo estabilizando assim o meio micelar e
facilitando o processo de separagio de fases. Isso pode justificar o fato das condigdes que
foram otimizadas para a extragio de Fe*™ neste estudo, contaram com uma quantidade
méxima de Triton X-100 (1 mL a 2,5%), o que seria equivalente a uma concentraggo final de
0,25% (v/v) deste surfactante.Ainda neste estudo foi avaliado o efeito do eletrélito (NaCl) no

ponto nuvem oriundo de micelas mistas de surfactantes (Triton X-100/SDS) e observaram o
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importante papel que o eletrélito desempenha. Quando uma pequena quantidade de sal
inorganico ¢ adicionado ao sistema é notado uma redugdo no ponto nuvem. Um aumento na
concentracdo do eletrdlito diminui a for¢a de repuls@o entre as micelas e consequentemente o
volume da fase rica diminui. A quantidade de eletrélito (NaCl) que foi otimizada para a
méxima extracdo de Fe** foi 0,5 g de NaCl, o minimo entre os valores estudados, porém o

suficiente para garantir uma extracgdo eficiente.

A planta medicinal pariri (4rrabidaea chica) ¢ muito utilizada para o tratamento de
anemia na regiio Amazdnica, por este motivo foi avaliado se os niveis de ferro nesta planta
sio Fe?" ou Fe’* através do procedimento de ponto nuvem proposto. A Tabela 15 mostra os
teores de ferro total nos digeridos e nas infusdes e também o teor de Fe** presente nas

infusdes de pariri.

Tabela 15 - Teores de Fe total e Fe*" nas infusdes das amostras de pariri (ug g™

Amostras Cédigo Digerido Cha Fe**
Quintal residencial QR 6794+0,19 <LOD <LOD
Ver-O-Peso (Folha fresca) VF 13936 +2,06 <LOD <LOD
Ver-O-Peso (Folha seca) VS 132,26+294 <LOD <LOD
Empresa 1 PV 8746+0,21 <LOD <LOD
Empresa 2 PE 148,94+0,17 <LOD <LOD

A andlise da Tabela 15 mostra que os valores de ferro total nos digeridos das amostras
de pariri variaram entre 67,94 e 148,94 pg g’'. Estes valores encontrados s3o concordantes
com os valores encontrados por varios autores que pesquisam plantas medicinais.
Nookabkaew, Rangkadilok e Satayavivad (2006) avaliaram plantas medicinais consumidas na
Tailandia e encontraram valores de ferro nos digeridos entre 20,91 e 318,3 mg kg' na C
sinensis. Konieczynski e Wesolowski (2007) encontraram teores de ferro entre 3,73 ¢ 174 mg

Kg' em amostras de 27 plantas medicinais polonesas. Ajasa, et al. (2004) avaliaram os teores
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de ferro e outros metais em plantas nigerianas e encontraram de 35,6 a 208 pg g’ de ferro.
Todos estes estudos evidenciam que as amostras de pariri apresentam quantidades de ferro em

suas folhas condizentes com outras plantas medicinais estudadas em outras partes do mundo.

Os niveis de ferro total e Fe’' nas infusdes de Arrabidaea chica estavam abaixo do

limite de detecgdo.

Jorge, et al. (2008) avaliaram extratos de Arrabidaea chica e encontraram teores
significativos de carajurina e carajurona. Estes extratos quando administrados em ratos,
estimularam o desenvolvimento de fibroblastos e a sintese de coldgeno, estimulando assim a
diminuigio da 4rea lesionada nestes roedores. Este extrato também apresenta propriedades
anti oxidante. Os estudos de Oliveira et al (2008) apontam as propriedades antiinflamatorias
do extrato aquosa da Arrabidaea chica em ratos com edemas induzidos por venenos de
serpentes amazonicas. Sendo assim, a Arrabidaea chica pode ndo ser uma fonte de ferro
assimil4vel, mas pode auxiliar a cura de inflamagdes e feridas que entre outras consequéncias

pode levar ao aparecimento do quadro anémico.

Outras amostras de plantas medicinais foram avaliadas. As amostras estudadas foram
insulina (Cissus sicyoides), unha de gato (Uncaria tomentosa), graviola (Annona muricata),
pedo branco (Jatropha curcas) e vinagreira roxa (Hibiscus sabdariffa). Os teores de ferro total

nos digeridos e nas infusdes e Fe** nas infusdes sdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — Teores de Fe total e Fe** nas amostras de plantas medicinais (ug g”)
Amostras Digerido Ch4 Fe"

Insulina 285,48 +1,43  2,58+0,06 <LOD
Unha de gato 183,78 4,42 2,44+0,24 <LOD
Graviola 24894 + 8,38 2,10+ 0,07 <LOD
Pedo branco 194,80 + 8,79 <LOD <LOD
Vinagreiraroxa 272,06+1,03 3022+1,60 5,34+0,05
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As amostras de insulina, unha de gato, graviola, pedo branco e vinagreira roxa
apresentaram valores de ferro nos digeridos entre 183,78 e 285,48 png g, Valores
concordantes com os obtidos foram encontrados por Kolasani, Xu e Milikan (2011). Estes
autores encontraram valores entre 20 e 8020 pg g quando analisaram 50 tipos de plantas
medicinais chinesas. Razic et al. estudaram 26 plantas medicinais e encontraram valores de
ferro variando entre 47 e 546 mg Kg™'. Kalny, ef al. (2007) encontraram valores entre 79,4 e

522 mg kg™ Fe em folhas digeridas de plantas medicinais utilizadas na Polénia.

Na infusdo da amostra de pedo branco ndo foi detectado ferro. Por outro lado, nas
infusdes de de insulina, unha de gato, graviola e vinagreira roxa, os teores de ferro variaram

de2,10a30,22 pg g™

Ferro (II) foi encontrado somente na infusdo de vinagreira roxa, onde foi obtido 5,34

ng g’ de Fe**. Este valor é equivalente a 17,67% de Fe** do total de ferro presente na infusio.

Ramos, et al. (2011) estudaram a atividade antioxidante nos extratos etandlicos e
aquosos de Hibiscus sabdariffa a partir da percentagem de sequestro do radical DDPH e,
encontraram valores consideraveis para o teste da atividade antioxidante nas das folhas desta
planta. Isto pode ser uma das possiveis explicagdes para os altos teores de Fe?* encontrados na
vinagreira, uma vez que quantidade de compostos antioxidantes podem ser téo elevadas que
favorece a redugdo do Fe’” nas folhas, local onde normalmente se encontra quantidades

insignificantes de Fe*".

O LOD foi de 0,03 mg L" Fe e 0 LOQ foi de 0,11 mg L Fe em meio alcodlico, na
mesma condigdo em que foi realizada as extragdes por ponto nuvem. O estudo de recuperagéo

para as amostras digeridas e infusdes foram de 93,26% e 101,72%, respectivamente.
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4.5. CONCLUSAO

A especiacdo de ferro usando extrag@o e pré concentragdo por ponto nuvem se mostra
uma metodologia de fécil operagdo e de resultados satisfatérios. A otimizagdo dos
experimentos foi de grande importancia para a escolha da condigdo ideal que favorece a
formagdo do ponto nuvem e também a extragio maxima de Fe** e a extragio minima de Fe**
Esta otimiza¢do também tornou-se importante para encontrar quantidades adequadas de
reagentes que podem ser utilizados, evitando assim as perdas pelos excessos de reagentes

adicionados, sem a perda de sensibilidade analitica.

Entre os complexantes avaliados, o APDC se mostrou bastante eficiente para a
complexa¢do maxima de Fe’* e minima de Fe’" nas condi¢des estudadas. Porém, o
complexante PAN ndo se mostrou eficiente, sendo portanto descartado o seu uso nas

condi¢des que foram avaliadas.

Entre as cinco amostras de pariri estudadas nenhuma delas apresentou quantidades
detectaveis de Fe total e de Fe** nos chas. As propriedades anti anémicas do pariri devem
estar mais relacionadas aos seus constituintes orgénicos (anti inflamatdrios e cicatrizantes) do
que aos seus constituintes inorgénicos (ferro assimilavel). Sendo assim, em casos de anemia

ocasionada pela caréncia de ferro ndo s@o indicados os chds de pariri.

O Fe?' também ndo foi detectado nas amostras de chas de insulina, unha de gato,
graviola e pedo branco. Porém, foi encontrado nas amostras de vinagreira roxa, que por sinal ¢
uma planta que ja tem sido reportado na literatura por apresentar propriedades anti oxidantes,
o que pode ser responsével pela presenga do Fe?" nesta amostra. Porém, a maioria das plantas
evidenciam que o ferro nas folhas dos vegetais se encontram predominantemente na forma de

+
Fe’'.
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