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RESUMO

As condi¢cdes ambientais podem influenciar a composicdo e producdo dos
metabolitos secundarios, ocasionando maior ou menor capacidade antioxidante
nas plantas. Em areas de mineragcédo ocorrem modificacdes no meio ambiente,
alteracdes estas que podem vir a interferir nos constituintes do vegetal. Neste
trabalho foi comparada a atividade antioxidante do extrato etandlico de Eugenia
uniflora L. presente em area de mineracdo com uma area controle, bem como,
foram feitas investigagbes da condicdo do meio ambiente. A atividade
antioxidante foi analisada através de dois métodos: complexacdo do
fosfomolibdénio e o método de sequestro de radicais livres DPPH® (2,2-difenil-
1-picril-hidrazila). Tendo em vista verificar a qualidade dos solos onde estavam
as plantas, foi verificado o pH e investigada a presenca de alguns elementos
quimicos. Na regido de mineracdo ndo houve deteccdo de alguns elementos
gue sdo essenciais para a nutricdo vegetal, sdo eles: cobre, molibdénio, niquel
e zinco, assim como, ocorreu uma menor concentracdo de cobalto, que
também é considerado um elemento essencial. A determinacdo do pH dos
solos possibilitou definir o solo da area de mineracdo como basico (8,85+0,78),
engquanto que o da area controle foi caracterizado como éacido (5,37+0,35). O
valor de pH elevado na area de mineracao é um fator que causa mais impactos
na nutricdo vegetal que a acidez do solo da area controle, pois a
disponibilidade de nutrientes é afetada em maior proporcdo. As analises de
agua indicaram que a qualidade da agua na area controle esta adequada,
enquanto que na area de mineracgéo, os niveis de dureza, condutividade, calcio
e magnésio estavam elevados por se tratar de uma bacia de decantacdo de
efluentes liquidos de fabrica de cal. A atividade antioxidante da planta
localizada na area de mineracdo foi maior que a da planta da area controle,
que ndo estad sob influéncia de atividades de mineracdo. No método de
complexo do fosfomolibdénio, a analise estatistica demonstrou que entre os
extratos de Eugenia uniflora L. das duas areas analisadas ndo ha diferenca
expressiva. No método de sequestro de radicais livres (DPPH) houve diferenca

significativa entre os distintos extratos. O maior percentual de atividade



antioxidante observado foi de 96,55% para o extrato da area de mineracéao,
enguanto que para a area controle foi 92,78%. Alguns fatores podem ocasionar
estresse nas espécies vegetais, promovendo um aumento nos compostos
antioxidantes, aspecto esse que pode ser relacionado ao aumento dos niveis
de pH no solo da &rea de mineracao, assim como a auséncia ou deficiéncia de

elementos que sdo essenciais para a nutricao vegetal.

Palavras-chave: Alteragdo ambiental. Defesa vegetal. Metabdlitos secundérios.



ABSTRACT

Environmental conditions can influence the composition and production of
secondary metabolites, causing greater or lesser antioxidant capacity in plants.
In mining areas there are changes in the environment, which may interfere with
the constituents of the plant. In this work, the antioxidant activity of the Eugenia
uniflora L. ethanolic extract present in a mining area with a control area was
compared, as well as investigations of the condition of the environment. The
antioxidant activity was analyzed by two methods: phosphomolybdenum
complexation and the free radical sequestration method DPPH ° (2,2-diphenyl-
1-picryl-hydrazyl). In order to verify the quality of the soils where the plants
were, the pH was verified and the presence of some chemical elements was
investigated. In the mining region there was no detection of some elements that
are essential for plant nutrition: copper, molybdenum, nickel and zinc, as well as
a lower concentration of cobalt, which is also considered an essential element.
The determination of the pH of the soils allowed to define the soil of the mining
area as basic (8.85 £ 0.78), while that of the control area was characterized as
acid (5.37 £ 0.35). The high pH value in the mining area is a factor that causes
more impacts on plant nutrition than the soil acidity of the control area, because
the availability of nutrients is affected to a greater extent. The water analysis
indicated that the water quality in the control area is adequate, while in the
mining area the hardness, conductivity, calcium and magnesium levels were
high because it was a sedimentation basin of liquid effluents from the lime
factory . The antioxidant activity of the plant located in the mining area was
higher than that of the control area, which is not under the influence of mining
activities. In the phosphomolybdenum complex method, the statistical analysis
showed that between the extracts of Eugenia uniflora L. of the two analyzed
areas there is no significant difference. In the free radical sequestration method
(DPPH) there was a significant difference between the different extracts. The
highest percentage of antioxidant activity observed was 96.55% for the extract
from the mining area, while for the control area it was 92.78%. Some factors
can cause stress in the plant species, promoting an increase in the antioxidant

compounds, which aspect may be related to the increase of pH levels in the soll



of the mining area, as well as the absence or deficiency of elements that are

essential for plant nutrition .

Key words: Environmental change. Vegetable defense. Secondary metabolites.
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1 INTRODUCAO

As atividades de mineracdo geralmente causam impacto significativo ao
meio ambiente, alterando a agua, o ar, o solo, o subsolo e a paisagem como
um todo. Os impactos que ocorrem nestas areas podem levar as plantas a
condicbes de estresse, que como mecanismo de defesa alteram seu
metabolismo.

Nas plantas, as respostas aos estimulos ambientais ocorrem através da
ativacdo da producdo de metabdlitos secundarios (WEIDNER et al., 2000).
Quando os vegetais estdo sob estresse pode ocorrer a producdo de radicais
livres, que podem ser estabilizados ou desativados pelas defesas antioxidantes
(ATOUI et al., 2005; VALKO et al., 2007).

A eficacia da acdo antioxidante desses compostos depende de sua
concentracdo no vegetal, que além dos fatores genéticos, séo influenciados
pelas condigbes do ambiente (KAHKONEN et al., 1999; MELO et al., 2006).

A atividade antioxidante apresentada por varios vegetais, incluindo,
frutos, folhas e sementes esta correlacionada ao seu teor de compostos
fendlicos totais (VELIOGLU, et al., 1998), tendo a espécie Eugenia uniflora
comprovada acdo antioxidante (BAGETTI, 2009; LIMA, MELO, LIMA, 2002;
LUZIA, BERTANHA, JORGE, 2010; VERGARA et al, 2016).

A Eugenia uniflora é popularmente conhecida como pitangueira,
pertence a Familia Myrtaceae e tem seu cultivo disseminado por varios paises
do mundo, inclusive no Brasil (LORENZI, 2008), sendo muito comum no Rio
Grande do Sul.

Esta planta comecou a ser estudada devido as propriedades benéficas a
saude atribuidas as folhas (ADEBAJO, OLOKI, ALADESANMI, 1989). Diversos
trabalhos comprovam os efeitos antioxidante, anti-inflamatério, antiproliferativo
e antimicrobiologico de extratos de frutos e folhas da pitangueira (BAGETTI,
2009; SANTOS et al., 2013; VELAZQUEZ et al., 2003; VICTORIA et al., 2012).
A presenca de antocianinas aliada aos teores de flavonoides e carotenoides
totais fazem desta planta uma fonte promissora de compostos antioxidantes
(LIMA, MELO, LIMA, 2002).
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O estudo da atividade antioxidante da pitangueira faz-se importante em
areas de mineracado, pois a producdo dos metabdlitos secundarios pode ser
alterada em decorréncia das modificagbes ambientais que podem ocorrer

nessas areas.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo consiste em investigar se ha alteracdo na
capacidade antioxidante de Eugenia uniflora L. que estd sob influéncia dos

processos de mineracdo de calcario.

1.1.2 Objetivos especificos

-Avaliar e comparar a capacidade antioxidante dos extratos etandlicos
foliares de Eugenia uniflora de duas areas distintas, uma area utilizada como
controle e outra de mineracédo de calcario;

-Verificar o pH do solo, assim como os minerais presentes e sua relacéo
com a atividade antioxidante da Eugenia uniflora.

-Analisar o pH, condutividade, alcalinidade e a dureza das aguas
localizadas proximas das areas de coleta do material botanico, e relacionar os

resultados com a capacidade antioxidante da Eugenia uniflora.
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1.2 Justificativa

Todas as atividades de mineracdo, independente do grau, alteram o
meio ambiente, pois modificam ou suprimem a vegetacao nativa, alteram o solo
e provocam mudancas na qualidade da agua.

O estudo da vegetacdo em areas de mineracdo é importante, pois as
plantas podem ter o seu metabolismo modificado devido as alteracGes
causadas no ambiente. Desta forma, o presente trabalho é desenvolvido
através da investigacdo da atividade antioxidante da Eugenia uniflora, tendo
em vista a interferéncia que a mineracao pode vir a causar no metabolismo das
espécies vegetais.

Pesquisas sobre a atividade antioxidante da espécie Eugenia uniflora
vém sendo realizadas, contudo, estudos sobre plantas localizadas em areas de
mineracdo tém sido pouco investigados. Desta maneira buscou-se neste
trabalho verificar o potencial antioxidante de um exemplar da referida espécie

que se encontra sob influéncia das atividades mineradoras de calcario.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Atividades de mineracao e impactos ambientais

A mineracao geralmente causa impacto significativo ao meio ambiente,
pois quase sempre o desenvolvimento dessa atividade implica na supressao da
vegetacdo, exposicdo do solo aos processos erosivos com alteracbes na
quantidade e qualidade dos recursos hidricos superficiais e subterraneos, além
de causar poluicao do ar, entre outros aspectos negativos (MECHI, SANCHES,
2010).

Por se tratar da extracdo de recursos naturais ndo renovaveis da crosta
terrestre, a mineragdo geralmente € vista como uma atividade altamente
impactante e nao sustentavel. Por outro lado, a mineracdo € a base da
sociedade industrial moderna, fornecendo matéria-prima para todos os demais
setores da economia, sendo, portanto essencial ao desenvolvimento
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2001).

No municipio de Cacapava do Sul ocorre a pratica de atividades ligadas
a extracdo e beneficiamento de calcario, sendo reconhecido seu potencial
minerador.

A mineracdo de superficie € uma atividade responsavel por grandes
impactos por promover retirada da camada superficial do solo (KOBIYAMA,
MINELLA, FABRIS, 2001). E oferece, sem davida, um caminho direto a entrada
das aguas de chuva e escoamento superficial na cava criada pela lavra
(AGENCIA NACIONAL DE AGUAS, 2006).

As minas de lavra de calcario sdo em sua maioria a céu aberto e, por
este motivo, expostas as variacdes climaticas e atmosféricas. Junto a
mineracdo de calcario h4 também a ocorréncia de outros metais, 0 que
contribui para sua inclusdo nos residuos dos respectivos processos de lavra
(SCHMIDT et al., 2015).

A qualidade das aguas dos rios e reservatdrios da mesma bacia, a

jusante do empreendimento, pode ser prejudicada em razdo da turbidez
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provocada pelos sedimentos finos em suspensao, assim como pela poluicdo
causada por substancias lixiviadas e carreadas ou contidas nos efluentes das
areas de mineracdo, tais como Oleos, graxa, metais pesados (MECHI,
SANCHES, 2010).

As aguas superficiais e subterrdneas, que percolam os solos, contém
elementos metélicos que sao lixiviados alcancando riachos por dissolucdo
ibnica ou dispersdo coloidal. O potencial hidrogenibnico € importante na
dissolucdo como também na precipitacdo dos elementos nas aguas dentro da
area de uma mineradora. Nas estacdes de muita chuva, as aguas contém mais
gas carbodnico, havendo predominancia de carbonatos em relacdo a cloretos e
sulfatos, sendo o calcio o cation predominante. Ja nos periodos de seca, 0s
sulfatos e os cloretos predominam e diminuem os teores de calcio (BRANCO,
1959).

Quando alguns metais permanecem no solo, eles podem atacar
fortemente a matéria organica e os minerais. Nas aguas superficiais, 0os metais
podem percorrer grandes distancias, tanto de forma suspensa como particulas
pequenas, ou na forma de ions livres (BRANCO, 1959).

O meio bidtico depende dos elementos que formam o solo bem como
participam de sua composicdo. As relacdes entre os meios bidtico e fisico
caracterizam-se por uma constante permuta de elementos através de reacdes
fisicas, quimicas e biolégicas (INSTITUTO BRASILEIRO DE MINERACAO
1992).

A operacdo de uma mina a céu aberto se desenvolve com a remocéao de
camadas de solo e estéreis que encobrem o mineral. Os efeitos provocados
pela mineragao variam de intensidade conforme o tipo de lavra, o tamanho da
mina e as caracteristicas ambientais da regido. Como decorréncia da
exploracdo mineral os principais impactos no meio bidtico sdo a remocao da
flora ou o seu deslocamento, alteracdo das propriedades fisicas do solo e
contaminagdo dos recursos hidricos que irrigam a flora local (INSTITUTO
BRASILEIRO DE MINERACAO, 1992).

A vegetacdo pode fornecer dados preciosos a prospecc¢ao mineral, pois,
o metabolismo vegetal é influenciado por varios elementos, necesséarios ao

desenvolvimento da planta. Disto resulta um maior ou menor desenvolvimento
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de algumas espécies vegetais e pode-se dizer que estas apresentam
preferéncias por areas onde determinados elementos estdo presentes
(BRANCO, 1959).

As plantas absorvem do solo, sem muita discriminacdo, os elementos
essenciais, 0s benéficos e os téxicos, podendo estes ultimos, inclusive, leva-las
a morte (FAQUIN, 2005).

Os resultados dos efeitos de alguns elementos nas plantas podem variar
de acordo com a capacidade de cada espécie em tolerar esses contaminantes.
Espécies mais sensiveis apresentam sintomas fitotdxicos com concentracdes
pequenas do contaminante, enquanto que espécies tolerantes podem acumular
grandes concentracdes (CARVALHO et al., 2013).

Geralmente, as folhas possuem tecidos mais delicados, tornando-as
mais sensiveis as condi¢cdes ambientais, especialmente, atmosféricas. Mas, o
contato da planta com elementos-traco do solo pode ser rapidamente
percebido pelos sintomas de fitotoxidez, como a clorose e a necrose foliar.
Quando isso acontece, é possivel verificar respostas plasticas nos tecidos que
resultam em modificacdes morfoldgicas e anatbmicas nesse 6rgao das plantas
(SHI, CAl, 2009).

2.2 Metabolismo vegetal e defesa antioxidante

Para assegurar sua sobrevivéncia no meio, as plantas necessitam de
diferentes formas de protecado, jA que ndo podem deslocar-se para evitar o
ataque de possiveis agressores (NEILSON et al., 2013).

Durante anos a presséo da sele¢ao natural sobre as plantas resultou em
mudancas evolutivas na sua estrutura genética e expressao génica,
propiciando a formacgédo de novas rotas biosintéticas, cuja principal funcéo é a
sintese de compostos quimicos (SCHWAB, 2003). Dessa forma, a producéo e
caracteristica quimica desses compostos foram selecionadas ao longo da
evolucdo, de forma a suprir necessidades especificas de grupos restritos de
plantas (PICHERSKY, GANG, 2000).
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Os vegetais possuem dois tipos de metabdlitos: primérios e secundarios.
Enquanto os metabdlitos primarios respondem pela sobrevivéncia do vegetal,
exercendo funcdo ativa nos processos de fotossintese, respiracdo e
assimilacdo de nutrientes; os metabdlitos secundarios estdo intimamente
associados as estratégias de defesa das plantas (NASS, 2007).

Em condi¢Bes naturais, as plantas mantém os metabolismos priméario e
secundario integrados, onde a maior parte do carbono fotoassimilado vai para a
manutencdo do metabolismo primario e uma parte menor para o secundario,
uma vez que o0s metabdlitos secundérios, na maioria das vezes, sao
sintetizados em menor proporgdo (HAGERMAN, 1987).

Muitas plantas superiores respondem aos estimulos ambientais através
da ativacdo da producdo de metabdlitos secundarios, a producdo desses
compostos é controlada por diversos fatores internos e externos como
horménios, luz, nutrientes, agua, etc. (HARBORNE, 1983; WEIDNER et al.,
2000).

Os metabdlitos secundéarios ndo sao distribuidos uniformemente pela
planta, a sua producao ocorre num 6rgao ou tecido especifico ou ainda em um
tipo de célula em determinado estagio de desenvolvimento. Geralmente s&o
produzidos numa parte da planta e estocados em outra (RAVEN, EVERT,
EICHHORN, 2007).

Nos ultimos anos ocorreram avangos na compreenséao da regulacao dos
fluxos metabdlicos entre 0 metabolismo primario e secundario. Por sintetizarem
uma infinidade de compostos secundarios, as plantas passaram a atrair grande
interesse cientifico em estudos que visam manipular essa interface, podendo
dessa forma interferir com a producéo desses compostos naturais (AHARONI,
GALILI, 2011).

A producdo dos metabolitos secundérios esta intimamente ligada ao
metabolismo primario das plantas, cujas vias metabdlicas promovem o0s
processos fisiolégicos comuns a todas as espécies vegetais, entre eles,
fotossintese, respiracao e transporte de solutos (AHARONI, GALILI, 2011).

Todas as plantas dependem da disponibilidade de nutrientes, luz e agua
para o seu crescimento (COLEY, BRYANT, CHAPIN Ill, 1985). Fatores
ambientais podem interferir levando a desequilibrios na planta, o que pode
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gerar estresses, entre eles o estresse oxidativo, causando danos oxidativos,
por meio da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROSs), que funcionam
como moléculas de sinalizacdo em plantas envolvidas na regulacdo de
respostas de defesa (APEL, HIRT, 2004).

Essas moléculas de sinalizacdo, de forma geral, estimulam o aumento
da concentracdo de compostos antioxidantes de defesa, embora, por outro
lado, o estresse causado também leva a deterioracdo do vegetal, alterando
suas caracteristicas fisicas e sensoriais (WANG, FREI, 2011).

Os mais diversos tipos de estresses podem afetar as plantas, como
oscilagbes drasticas de temperatura, umidade, radiacdo solar e ataque de
patdgenos. Como mecanismo de resposta as plantas conseguem mudar a
constituicdo de compostos moleculares, e muitas dessas alteracbes podem
estar diretamente relacionadas com defesa e protecdo. Para sobreviver,
durante sua evolucdo, os vegetais desenvolveram mecanismos de resposta
contra danos e doencas que, quando acionados, reconhecem a agressao
(SHEWRY, LUCAS, 1997; WIT, 2007).

Outro fator gerador de estresse € a alteracdo na disponibilidade
nutricional, o desequilibrio gerado pelo excesso ou falta de nutrientes pode
produzir radicais livres (GRATTAN, GRIEVE, 1999).

Dentre as substancias relacionadas a defesa quimica, destacam-se
aminoacidos ndo proteicos, alcaloides, fenois, saponinas, lectinas, RIPs
(proteinas inativadoras de ribossomos) quitinases, glucanases, flavonoides,
inibidores de proteases e alérgenos (BOWLES, 1990; XAVIER-FILHO, 1993).

De acordo com Taiz e Zeiger (2009) os metabdlitos secundarios séo
divididos em trés grupos, compreendidos pelos terpenos, compostos fendlicos
e compostos nitrogenados.

Os compostos nitrogenados sao compostos organicos ciclicos que
possuem pelo menos um atomo de nitrogénio no seu anel (VIZZOTTO,
KROLOW, WEBER, 2010), muitos deles sao sintetizados a partir de
aminoacidos comuns (RAVEN, EVERT, EICHHORN, 2007).

A produgcdo global de metabdlitos nitrogenados por uma planta
(alcaloides, glicosideos cianogénicos e glucosinolatos) geralmente €

aumentada com a maior disponibilidade de nitrogénio no solo. Entretanto, como
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consequéncia do aumento da biomassa da planta, a concentracdo destes nos
tecidos pode diminuir (GERSHENZON, 1984; SPRING, BIENERT, 1987).

Os alcaloides estdo entre os mais importantes compostos nitrogenados
ativos do ponto de vista farmacoldgico ou medicinal. Aproximadamente 10.000
alcaloides ja foram identificados, como por exemplo, a morfina, cocaina,
cafeina, nicotina e atropina (RAVEN, EVERT, EICHHORN, 2007).

Os terpenos sdo a maior classe de metabdlitos secundarios. Ocorrem
em todas as plantas e é a maior classe de metabdlitos secundarios. As plantas
podem sintetizar muitos terpenos diferentes, em distintas partes, para uma
grande variedade de propdsitos e em épocas diferentes ao longo de seu
desenvolvimento (RAVEN, EVERT, EICHHORN, 2007).

Milhares de compostos fendlicos ja foram identificados em plantas
superiores, e centenas desses compostos sdo encontrados em plantas
comestiveis. Estes compostos sdo metabdlitos secundarios das plantas,
geralmente envolvidos na defesa contra organismos patogénicos ou raios
ultravioletas (ANGELO, JORGE, 2007). Podem ser pigmentos, que dédo a
aparéncia colorida aos alimentos, ou produtos do metabolismo secundério,
normalmente derivado de reacfes de defesa das plantas contra agressbes do
ambiente. Esses compostos agem como antioxidantes, ndo somente pela sua
habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus
radicais intermediarios estaveis, que impedem a oxidacdo de Varios
ingredientes do alimento, particularmente de lipidios (BRAND WILLIAMS,
CUVELIER, BERSET, 1995).

Os compostos fendlicos séo sintetizados por meio de diferentes rotas,
constituindo-se num grupo bastante heterogéneo do ponto de vista metabdlico.
Duas rotas metabdlicas basicas estdo envolvidas na sintese de compostos
fendlicos: a rota do acido chiquimico e do acido malénico (AHARONI, GALILI,
2011; TAIZ, ZEIGER, 2009).

Estes compostos apresentam desde moléculas simples, até moléculas
com alto grau de polimerizacdo, podendo estar presentes nos vegetais na
forma livre ou ligados a proteinas e acucares (ANGELO, JORGE, 2007).

Existe uma grande variedade de compostos fendlicos, todos eles tém

como caracteristica comum um grupo hidroxila (-OH) ligado a um anel
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aromatico. Eles estdo quase universalmente presentes nas plantas e séo
conhecidos por acumularem-se em todas as partes do vegetal (RAVEN,
EVERT, EICHHORN, 2007).

Os fendis incluem o0s compostos que possuem apenas um anel
aromatico ligado a um ou mais grupamentos hidroxilicos. Os polifendis
compreendem aqueles compostos fendlicos que possuam multiplos anéis
fendlicos em sua estrutura e podem ser divididos em classes de acordo com o
namero de anéis fendlicos e o0s elementos estruturais que ligam estes
(WATERHOUSE, 2002). Eles podem, ainda, associar-se entre si, aumentando
a complexidade e diversidade desta classe de compostos. A composi¢cédo dos
polifendis nas plantas pode variar com o tipo, época de colheita, fatores do
meio ambiente, processamento e armazenamento (MANACH et al., 2004).

Os dois grupos principais de polifendis sdo os acidos fendlicos e os
flavonoides. Os &cidos fendlicos podem ser classificados em acidos benzdicos,
e derivados, e acidos cinamicos e derivados. Ja os flavonoides possuem como
subclasses principais os flavonois, flavonas, flavanonas, isoflavonas e flavanois
(SATO et al., 1996).

Os flavonoides estdo entre os compostos fendlicos mais conhecidos, sao
importantes na pigmentacao de flores, frutas e folhas, principalmente pela acédo
das antocianinas, e no crescimento e desenvolvimento das plantas,
protegendo-as contra possiveis infeccdes e lesdes (GHARRAS, 2009).

Os compostos fendlicos sdo potentes antioxidantes, podendo agir como
redutores de oxigénio, atuando nas reacdes de oxidacao lipidica, assim como
na quelacio de metais (HOPIA, HEINONEM, 1999; SATUE-GRACIA,
HEINONEN, FRANKEL, 1997).

Em geral os compostos fendlicos s&o multifuncionais como
antioxidantes, pois atuam de varias formas: combatendo os radicais livres
através da doacdo de um atomo de hidrogénio de um grupo hidroxila (OH) da
sua estrutura aromatica, que possui a capacidade de suportar um elétron
desemparelhado através do deslocamento deste ao redor de todo o sistema de
elétrons da molécula; quelando metais de transicdo, como o Fe2+ e o Cu+;

interrompendo a reacdo de propagacado dos radicais livres na oxidagéo lipidica;
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modificando o potencial redox do meio; reparando a lesdo a moléculas
atacadas por radicais livres (KYNGMI, EBELER, 2008; PODSEDEK, 2007).

2.3 Antioxidantes

Antioxidante € um composto que protege o sistema bioldgico contra o
efeito nocivo de processos ou reacdes que podem causar oxidacdo excessiva
(KRINSKY, 1994).

As substancias antioxidantes sdo capazes de retardar ou inibir a
oxidacdo de um substrato. Agem bloqueando a formacéo dos radicais livres ou
interagindo com estes, inativando-os. Portanto, os antioxidantes sédo definidos
como qualquer substancia capaz de doar elétrons para um radical livre,
inativando-o, tornando-o um composto eletricamente estavel (ARBOS, 2004).

Essas substancias podem apresentar diferentes propriedades protetivas
e agir em diversas etapas do processo oxidativo, funcionando por diferentes
mecanismos e sao, portanto, classificadas em duas categorias principais:
antioxidantes primarios e secundarios. S&o considerados primarios o0s
compostos de acao antioxidante capazes de inibir ou retardar a oxidacao por
inativacdo de radicais livres gracas a doacdo de atomos de hidrogénio ou de
elétrons, o que transforma os radicais em substancias estaveis. Os
antioxidantes secundarios apresentam uma grande variedade de modos de
acao: ligacdo de ions metdlicos (alteracdo de valéncia); inativacdo de ERO
(Espécie Reativa de Oxigénio), conversdo de hidroperéxidos em espécies nao-
radicalares ou absorcdo de radiacdo UV (MAISUTHISAKUL, SUTTAJIT,
PONGSAWATMANIT, 2007).

EROs séao, sobretudo, subprodutos do metabolismo celular regular, mas
podem ser gerados com a destruicdo do sistema de transporte de elétrons
durante condi¢cbes de estresse. O principal ponto de producdo de ERO na
célula durante o estresse sdo as organelas com alta atividade de oxidacao
metabdlica ou com fluxo de elétrons sustentado: cloroplastos e mitocondrias.

Nos cloroplastos, a formacdo de ERO esta relacionada com eventos da
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fotossintese. A producdo de ERO em mitocéndrias de plantas recebeu pouca
atencdo no passado, mas dados recentes sugerem que tais organelas podem
ser fontes de ERO sobre condi¢cdes de estresse especificas (BREUSEGEM et
al., 2001).

Varios compostos isolados de plantas e vegetais de natureza quimica
diversificada promovem ag&o antioxidante reconhecida, em potencial aqueles
gue possuem na sua estrutura um grupamento fendlico, representados por
taninos, cumarinas, antraquinonas e flavonoides (ARBOS, 2004).

Devido a sua diversificada composicdo é provavel que a acgéo
antioxidante de extratos vegetais seja resultante da acao sinérgica de varias
substancias, pertencentes a diferentes grupos quimicos (ARBOS, 2004).

A eficacia da acdo antioxidante dos componentes bioativos depende sua
concentracdo e estrutura quimica. Além dos fatores genéticos, condicbes do
ambiente, entre as quais, a nutricdo mineral, pode influenciar o teor de
fitoquimicos (KAHKONEN et al., 1999; MELO et al., 2006).

Atualmente, os antioxidantes tém despertado grande interesse, devido,
principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no organismo.
A oxidacéo € parte fundamental da vida aerébica e do metabolismo, portanto,
eles sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncao biologica (PIETTA,
2000).

A atividade antioxidante apresentada por varios vegetais, incluindo,
frutos, folhas e sementes esta correlacionada ao seu teor de compostos
fendlicos totais (VELIOGLU, et al., 1998), tendo a espécie Eugenia uniflora
comprovada acdo antioxidante (BAGETTI, 2009; LIMA, MELO, LIMA, 2002;
LUZIA, BERTANHA, JORGE, 2010; VELAZQUEZ et al. 2003; VERGARA et al.,
2016).
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2.4 Eugenia uniflora L. (Pitangueira)

A Eugenia uniflora L., popularmente conhecida como pitangueira,
pertence a familia Myrtaceae, sua ocorréncia no Brasil vai desde a Bahia até o
Rio Grande do Sul (LORENZI, 2008).

A familia Myrtaceae compreende cerca de 130 géneros e 4.000 espécies
de plantas lenhosas, com distribuicAo predominantemente pantropical e
subtropical, concentrada na regido neotropical e na Austrdlia (SOUZA,
LORENZI, 2005).

A pitangueira € um arbusto denso de 2 a 4 m de altura, raramente uma
arvore de 6 a 9 m, ramificada, com copa arredondada de 3 a 6 m de diametro,
com folhagem persistente ou semidecidua. Apresenta um sistema radicular
profundo, com uma raiz pivotante e numerosas raizes secundarias e terciarias
(FOUQUE, 1981; SANCHOTENE, 1985).

As folhas sdo opostas, simples, elipticas a ovaladas, glabras, levemente
discolores, brilhantes na face superior, de 3 a 7 cm de comprimento. Suas
flores sao solitarias ou em grupos de 2-3 nas axilas do apice dos ramos. O fruto
possui drupa globosa e sulcada, brilhante, vermelha, amarela ou preta
(LORENZI, 2008).

As flores apresentam pedicelo filiforme medindo de 1 a 3 cm de
comprimento, o calice é composto por 4 sépalas oblongo-elipticas de 2,5 a 4,0
mm de comprimento, a corola € formada por 4 pétalas, livres, de coloracao
branco-creme, medindo de 6 a 8 mm de comprimento. Elas possuem dezenas
de estames, sendo as anteras de coloracdo amarelada, abundantes em pdélen,
e os estiletes brancos. O ovario é bilocular, glabro, com 8 saliéncias. O estilete
e filiforme e mede 6,0 mm de comprimento com estigma capitado
(SANCHOTENE, 1985).

Segundo Silva (2006) a fruta da pitangueira é rica em calcio, fésforo,
antocianinas, flavonoides, carotenoides e vitaminas C, indicando seu elevado
poder antioxidante, sendo caracterizada por possuir em média 77% de polpa e

23% de semente.
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Figura 1 - Eugenia uniflora L. (pitangueira). A) Folhas B) Flores C)Frutos
D) Planta

Fonte: Dados da autora

Divensi e Aratjo (2012) demonstraram que as folhas de pitangueira
possuem altos teores de fendlicos totais e de acordo com Souza (2013) as
folnas possuem maior quantidade de compostos fendlicos que os frutos e
também melhor atividade antioxidante.

Na medicina popular, a pitangueira € utilizada para combater varias
doencas. As folhas e frutos sdo considerados excitantes, febrifugos,
aromaticos, antirreuméticos e antidisentérico. A infuséo de suas folhas tem sido
empregada como antirreumatica e anti-hipertensiva, e seu extrato alcoodlico é
utiizado em bronquites, tosses, febres, ansiedade, hipertensdo arterial e
verminoses (LORENZI, MATOS, 2002).

Véarios compostos quimicos ja foram identificados na E. uniflora, como
Oleos essenciais sesquiterpenos, germacreno e selina trienona (ALICE et al.,
1991; MAIA et al., 1999; MORAIS et al.,, 1996); eugeniflorinas D1 e D2,
pentahidroxiindolizidina (AURICCHIO, BACCHI, 2003; LEE et al., 1997) -
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caroteno, vitamina C e vitamina E, licopeno, rubixantina, cisrubixantina, a-
criptoxantina, cis-licopeno, a-caroteno, zeaxantina, luteina, violaxantina e a-
caroteno-5,6-epoxido (AZEVEDO-MELEIRO, RODRIGUEZ-AMAYA, 2004;
WANG, CAO, PRIOR, 1996), antocianinas (LIMA, MELO, LIMA, 2002; SATUE-
GRACIA, HEINONEN, FRANKEL, 1997; WANG, CAO, PRIOR, 1997),
miricitrina,  quercetina e quercitrina  3-l-ramnosideos  (SCHMEDA-
HIRSCHMANN et al., 1987).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

As areas em estudo estéo localizadas no municipio de Cacapava do Sul,
Rio Grande do Sul (Figura 2), fazem parte do Bioma Pampa, regido
zoogeografica da provincia Pampeana da Serra do Sudeste. Esta regido é
caracterizada por uma fisionomia de transi¢cdo, por apresentar um dominio
fisiondbmico composto por um mosaico de formacdes herbaceo-arbustivas e
florestais (CORDEIRO, HASENACK, 2009).

De acordo com Marchiori (2002) dentre as regides fitoecolégicas que
compdem o Rio Grande do Sul, a area estudada esta dentro da formacgéo
gramineo lenhosa com matas de galeria.

Figura 2 - Mapa Indicativo das areas em estudo
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O clima no Municipio de Cacapava do Sul é classificado como
temperado Umido, com precipitacao pluvial média de 1588 mm. A temperatura
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média do més mais frio é de 11°C (MALUF, 2000), podendo ocorrer a formacao
de 15 a 20 geadas durante o inverno, € no verao a temperatura pode chegar
até 38°C (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2002).

3.1.1 Caracterizacdo Geoldgica

A area de estudo onde esta localizada a mineradora (53°42’18.74”0 e
30°54’07.81”S) dista aproximadamente 9 km do centro de Cacapava do Sul
(Figura 3), esta assentada em metassedimentos do Complexo Metamdérfico
Vacacai representados por marmores dolomiticos impuros, como 0s descritos
por Bortolotto (1987), bem como intercalacdes de silicatos que formam bandas
entre partes de composicdo carbonética uniforme. A coloracdo predominante
do marmore é branca, sendo composto essencialmente por dolomita. Contudo,
algumas fracfes subordinadas apresentam calcita.

Figura 3 - Mapa indicativo da area de mineracao
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Fonte: Google Earth (2017).
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A regido de vegetacdo da area controle (53°41'19.75"°0 e
30°42’95.08”S), fica distante da area de mineracdo cerca de 24 Km, € uma
area de mata nativa composta por vegetacao arbérea e herbaceo-arbustivas.

Figura 4 - Mapa indicativo da area controle
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Fonte: Google Earth (2017).

3.2 Material vegetal e obtenc&o dos extratos

As folhas de Eugenia uniflora L. foram coletadas no municipio de
Cacapava do Sul, em janeiro de 2016, em duas areas distintas, uma area de
mineracao de calcario e uma area sem influéncia das atividades de mineracao
(controle).

ApoOs a coleta, foram lavadas com agua destilada e secas em estufa em
temperatura constante de aproximadamente 40°C. ApoOs secas, foram
maceradas manualmente com auxilio de gral e pistilo.

Os extratos etandlicos foram preparados a partir de 4g de extrato seco

das folhas maceradas e 150mL de etanol utilizando um extrator Soxhlet, em um
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tempo de extracdo de 8 horas, neste método o tempo de extracdo pode variar
de 1 até 72h. (MIGUEL, ANDRADE, 1989)

Este extrator € um aparelho que foi originalmente desenvolvido por
Franz von Soxhlet (1879) para a extracdo de lipideos, fisicamente
caracterizados por serem insoliveis em agua e soluveis em solventes
organicos, como o alcool, entre outros.

Figura 5 - Extrator Soxhlet
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Fonte: Alves, Jane (2010).

Este equipamento utiliza refluxo de solvente em um processo
intermitente. O solvente é aquecido num baldo de fundo redondo, originando
vapor. O vapor proveniente do solvente aquecido passa para o condensador
onde é refrigerado passando ao estado liquido e enchendo o extrator até ao
nivel do tubo lateral. Ao longo do tempo, o solvente vai arrastando compostos

sollveis presentes na amostra e ap0s varios ciclos obtém-se o extrato final.

3.3 Andlises de aguas e solos

A agua contém, geralmente, diversos componentes, 0s quais provém do

préprio ambiente natural ou foram introduzidos a partir de atividades humanas.
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Esses parametros sdo indicadores da qualidade da &agua e constituem
impurezas quando alcancam valores superiores aos estabelecidos para
determinado uso (MOTA, 2006).

Os parametros de qualidade da &agua analisados foram: pH,
condutividade, alcalinidade, calcio, magnésio e dureza total nas &guas
superficiais coletadas em bacia de decantacdo de fabrica de cal na &rea de
mineracdo e no arroio localizado na area controle, locais estes proximos do
material vegetal coletado.

As medidas de pH e condutividade foram efetuadas logo apés a coleta,
em aparelhos de bancada no laboratério de quimica do campus.

A alcalinidade (equacdo 1) foi investigada por volumetria de
neutralizagao, utilizando acido sulfurico (H2SO4) e indicador misto e a dureza
total, célcio e magnésio através de volumetria de complexacgéo utilizando EDTA
como agente complexante (VOGEL, 2002). Para estas andlises foram
realizadas no minimo trés titulacbes com aliquotas diferentes de uma mesma
amostra para reprodutibilidade.

A alcalinidade total foi determinada utilizando-se a equagéo 1:

mg/L CaCOs = Vgcido X 20 (1)

*Onde Vacido € 0 volume de H2SO4 gasto na titulagéo

Para os calculos de dureza, calcio e magnésio, foram utilizadas,

respectivamente, as seguintes equacdes:

mg/L CaCOs = V1 x 0,01 x 100000 ..(2)
Vamostra
mg/L Ca = V2 x 0,01 x 40,08 ..(3)
Vamostra
mg/L Mg = (V1 —V>) x0,.01 x 24,3 ..(4)
Vamostra

*Onde V1 e V2 sdo os volumes de EDTA gastos nas titulages

Nas areas onde estavam inseridas as plantas, foram realizadas coletas
de solos para a avaliagdo do pH e da sua constituicdo de elementos quimicos,
dados estes que podem auxiliar na avaliacdo do estado nutricional das plantas

e as suas implica¢cdes na composicao dos produtos metabdlicos.
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As amostras de solo foram coletadas onde se encontram as plantas em
estudo, nas profundidades de 0-10 e a 30-40 cm. ApOs a coleta foram secas
em estufa a 40°C, trituradas e peneiradas a seco (malha de 2mm) (SANTOS,
2008).

Para a analise do pH, cada amostra de solo foi misturada com agua
destilada, agitada e deixada em repouso por 30 minutos para medida do pH em
aparelho de bancada (TEDESCO et al., 1995).

Para a deteccdo dos elementos presentes nos solos foi utilizado o
Espectrometro Portatil de Fluorescéncia de raio-X por Dispersdo de energia
(ED-XRF), da marca Bruker, modelo S1 turbo SD.

Esta técnica é baseada na medicdo das intensidades de raios-X
caracteristicos emitidos pelos elementos que constituem a amostra a partir de
excitagdo por meio de um feixe de raios-X. O termo “energia dispersiva” refere-
se a técnica de deteccdo dos raios-X emitidos, que € efetuada por um detector
de Si que gera um espectro de intensidade em funcdo da energia. A
intensidade da energia caracteristica emitida pelos componentes da amostra
esta relacionada com a concentracdo de cada elemento presente na amostra
(ALEXANDRE, BUENO, 2006). A técnica EDXRF, ndo atinge limites de
deteccdo comparaveis aos alcancados pelas técnicas de espectrometria de
absorcdo ou emissao atdbmica, mas possui grandes vantagens como o0 baixo
custo de andlise e geralmente requer baixo consumo de reagentes e vidraria,
gerando pouco ou nenhum residuo (PATACA, BORTOLETO, BUENO, 2005).

3.4 Determinacgéo da atividade antioxidante

Neste trabalho a atividade antioxidante foi determinada por dois
métodos, o de avaliacdo da atividade antioxidante total através da
complexacéao do fosfomolibdénio (PRIETO, PINEDA e AGUILAR, 1999) e o de
reducdo do radical livre DPPH° (BRAND-WILLIANS, CUVELIER, BERSET,
1995).
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3.4.1 Avaliagdo da atividade antioxidante pelo método de complexacdo

do fosfomolibdénio

Este método, baseia-se na reducdo do molibdénio (VI) a molibdénio (V),
esta reducdo ocorre em presenca de determinadas substancias com
capacidade antioxidante, resultando na formacéo de um complexo verde entre
fosfato/molibdénio (V), em pH acido, o qual € determinado
espectrofotometricamente a 695 nm (PRIETO, PINEDA e AGUILAR, 1999).

O complexo fosfomolibdénico, é formado pela reacdo da solucdo de
fosfato de sddio (0,1 mol/L) com solugédo de molibdato de aménio (0,03 mol/L) e
de uma solucao de acido sulfarico (3 mol/L), em meio aquoso (BALESTRIN et.
al., 2008).

Nesta metodologia, o complexo fosfomolibdénio (3 mL) e &gua
deionizada (6,9mL) foram adicionados a aliquotas dos extratos diluidas em
etanol (0,1mL), resultando na concentracédo final do ensaio de 13,3; 26,6; 66;
133 e 200 mg/L. O branco foi obtido utilizando-se 0,1mL de alcool etilico, 3 mL
do reativo e 6,9 mL de agua deionizada.

Todo os tubos foram fechados hermeticamente e levados ao banho-
maria a 95 °C por 90 minutos, apds o resfriamento foi feita a leitura a 695 nm,
em espectrofotdbmetro na marca Bel photonics, modelo SP 2000. Todas as
andlises foram realizadas em triplicata.

Uma curva padréo foi elaborara a partir das leituras das absorbancias de
acido ascorbico nas concentracdes de 50, 75, 100, 150 e 200 uM, utilizada
como referéncia para analisar a atividade antioxidante dos extratos.

Os resultados da avaliagéo da atividade antioxidante foram expressos na
forma de atividade antioxidante relativa. A equacao 5 ilustra a férmula utilizada
para o calculo, o acido ascérbico foi considerado como 100% de atividade
antioxidante (BALESTRIN et al., 2008).

AAR% = __Abs (amostra) — Abs (branco) x 100 ...(5)

Abs (acido ascorbico) — Abs (branco)

*Onde: AAR: Atividade Antioxidante Relativa; Abs: absorbancia



3.4.2 Determinacéo da atividade antioxidante através do método DPPH

Este método foi descrito por Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995), é

um dos mais utilizados entre os métodos quimicos aplicados para determinar a

capacidade de um composto em capturar radicais livres, por ser considerado

pratico, rapido e estavel (ESPIN, SOLER-RIVAS, WICHERS, 2000).

Nesse método (Figura 6), o antioxidante reage com o radical DPPH?®,

doando a ele um &tomo de hidrogénio e convertendo-o em sua forma reduzida

(DPPH-H).

Figura 6 - Mecanismo de reacao entre o radical DPPH e o antioxidante através

da transferéncia de um atomo de hidrogénio.
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Fonte: Oliveira (2015).

Nesta reacdo, a solucdo de DPPH, inicialmente de coloracdo violeta

intensa, torna-se amarelada e o grau deste descoramento indica a habilidade
do antioxidante em sequestrar o radical livre (BRAND-WILLIANS, CUVELIER,

BERSET, 1995; HUANG, OU, PRIOR, 2005).
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Figura 7 - Radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) antes e apds
reducéo (difenil-picril-hidrazina)

Fonte: Dados da autora

Segundo Deng, Cheng e Yang (2011) a absor¢cdo do DPPH ocorre na
faixa de 515 a 520nm. Neste trabalho as leituras foram realizadas no
comprimento de onda de 515 nm, em espectrofotometro Bel photonics, modelo
SP 2000.

Uma curva de calibracdo foi construida a partir da solucdo etandlica de
DPPH em diferentes concentragdes (200, 150, 100, 50 e 10 pM), tendo como
branco o etanol.

Para a avaliacdo da atividade captadora do radical livre DPPH®, foram
empregadas aliquotas de 10, 50 e 100 pL de extrato, que correspondem a
concentragdo final no ensaio de 133, 666 e 1333 mg/L, respectivamente. Em
cada amostra acrescentou-se 50 uL de DPPH a 10mM dissolvido em etanol e
completou-se o volume com &lcool etilico até atingir 2mL. Apds 40 minutos de
incubacao a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reducéo do radical livre
DPPH foi mensurada pela leitura da absorbancia em 515 nm, contra um branco
equivalente para cada avaliacdo, formado somente pelos extratos nas suas
respectivas diluicbes em etanol.

Um controle negativo foi feito pela adicdo de etanol e DPPH e o controle
positivo foi feito pela adicdo de solucdo de um padréo (acido galico) e DPPH.

As leituras das absorbéncias das amostras foram correlacionadas com o

controle negativo.
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A capacidade de eliminar o radical DPPH (% de atividade antioxidante)

foi calculada utilizando-se a seguinte equacédo (MOLYNEUX, 2004):

%SRL= Ac-Aam x100 ...(6)
Ac

*Onde: SRL: Sequestro de Radicais Livres; Ac: Absorbancia controle; Aam:
absorbancia da amostra.

A capacidade antioxidante dos extratos foi expressa em equivalentes de
acido galico, tendo como base as absorbancias medidas na curva padrdo em
seis concentracfes diferentes (5, 10, 15, 20, 25 e 30 uM) e calculados de
acordo com a equacdo da reta obtida. Todas as andlises foram realizadas em

triplicata.

3.5 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio-padrdo. Para a
comparacdao das médias aritméticas, empregaram-se a analise de variancia
(ANOVA) e o teste de Tukey, usando o software Prisma 7.03 (GraphPad).

Adotou-se o nivel de significancia de 5% de probabilidade (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As aguas naturais possuem pH na faixa de 4 a 9, e a maioria é
ligeiramente basica, devido a presenca de bicarbonatos e carbonatos dos
metais alcalinos e alcalinos terrosos (CLESCERI, GREENBERG, EATON,
2005). A agua da area controle apresentou carater levemente acido e a da area
da mineracdo carater basico (Tabela 1). Cumpre lembrar que na area de
mineracdo a agua foi coletada em bacia de decantacdo da fabrica de cal,
contendo, portanto, carbonatos de célcio e magnésio dissolvidos, o que confere
0 carater basico.

Tabela 1 - Andlises das amostras de aguas das areas em estudo

Area Controle Area de Mineracédo
pH 6,70 8,70
Alcalinidade mg/L 40 40
Dureza mg/L CaCOs 85 409
Calcio mg/L 16,03 115,43
Magnésio mg/L 10,94 29, 42
Condutividade ps/cm 160 742

Fonte: Dados da autora

As aguas naturais mesmo consideradas “puras” contém quantidades
significativas de dioxido de carbono e de ions que séo por ele produzidos, bem
como cétions de calcio e magnésio, além disso, o pH dessas aguas raramente
é igual a 7,0 (BAIRD, CANN, 2011).

Na area controle o pH da agua esteve bem préximo desse valor (6,70),
apresentando um pH levemente acido e de acordo com sua dureza pode ser
classificada como moderada, diferentemente da agua da area de mineracéo
classificada aqui como dura, conforme escala internacional de dureza. Na area
de mineragao o valor esteve acima, por se tratar de uma bacia de decantacao
de efluentes liquidos oriundos de fabrica de cal, estando em conformidade com
a legislacdo, que permite o langcamento de efluentes liquidos com pH entre 6 e
9 (CONSELHO ESTADUAL DO MEIO AMBIENTE, 2006).
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A dureza é considerada como a concentragdo de cations multimetalicos
em solucdo. Os cations mais frequentemente associados a dureza sao o calcio
(Ca) e o magnésio (Mg). Em condicbes de supersaturacdo esses cations
reagem com anions da agua formando precipitados (VON SPERLING, 2005). A
dureza total da agua pode possuir até 300 mg/L em CaCOs (CLESCERI,
GREENBERG, EATON, 2005

A condutividade elétrica de uma solucéo depende da quantidade de sais
dissolvidos, sendo aproximadamente proporcional a sua quantidade (HELLER,
PADUA, 2006). As analises das aguas indicaram uma alta condutividade da
dgua na area de mineracdo que podem ser relacionados aos processos de
dissolucéo e arraste de carbonatos, confirmados pelos altos valores de dureza
e de célcio (SCHMIDT, 2015).

N&o foi estabelecida uma correlacdo significativa nos resultados das
andlises de aguas com o metabolismo vegetal. Na area controle, todos os
parametros analisados estdo em conformidade com a literatura e apesar do
alto valor de calcio e magnésio observado na agua da mineradora, estes
elementos ndo se apresentaram elevados no solo, sendo até mais expressivos
na area controle.

Os resultados obtidos na investigacao de elementos presentes nos solos
sdo fundamentais para a avaliacdo da nutricdo vegetal. A seguir (Tabela 2),
sdo apresentados os resultados da analise da composicdo dos solos pela
difracao de raio-X.

Tabela 3 - Elementos e compostos quimicos identificados nas amostras de
solos das areas em estudo

Elemento Area de Mineracéo Area Controle
Concentragao (%) Concentracao (%)
Cadmio (Cd) 0,17+0,02 0,12+0,03
Cloro (CI) 0,02+0,02 0,04+0,03
Chumbo (Pb) 0,01+0,01 ND
Cobalto (Co) 0,017+0,02 0,3+0,26
Cobre (Cu) ND 0,1+0,00

Dioxido de Silicio (SiOz2) 35,83+1,40 29,13+0,83
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Di6xido de Titanio (TiO2) 0,57+0,15 1,11+0,23
Estroncio (Sr) 0,18+0,27 0,003+0,005
Molibdénio (Mo) ND 0,01+0,00
Niquel (Ni) ND 0,07+0,05
Oxido de Aluminio (Al203) 6,42+0,16 6,66+0,26
Oxido de Calcio (CaO) 2,37+0,31 4,36+0,5
Oxido de Ferro (Fe203) 1,85+0,4 10,41+1,81
Oxido de Magnésio (MgO) 2,5+0,97 3,88+0,71
Oxido de Manganés (MnO) 0,06%0,02 0,26x0,07
Oxido de Potéassio (K20) 2,64+0,46 0,55+0,15
Radio (Rh) 0,17+0,18 0,17+0,14
Rubidio (Rb) 0,02+0,02 0,03+0,05
Vanédio (V) ND 0,007+0,011
Zinco (Zn) ND 0,007+0,005
Zirconio (Zr) 0,07+0,06 0,026+0,04
Material ndo identificado 47,10 42,76
TOTAL 100 100

Fonte: Dados da autora
*Valores expressos como média + desvio-padrdo; ND: ndo detectado

Até o momento sao reconhecidos 15 elementos minerais essenciais, que
de acordo com a sua concentragdo, sdo classificados em macronutrientes
(nitrogénio, fésforo, potassio, calcio, magnésio e enxofre) e micronutrientes
(ferro, cloro, cobre, zinco, manganés, boro, molibdénio, cobalto e niquel)
(CASTRO, KLUGE, PERES, 2005).

O cloro esteve presente em ambas as areas, mas como pode ser
observado (Tabela 2), alguns dos elementos que sé&o essenciais para as
plantas ndo foram detectados na é&rea de mineracdo, sdo eles: cobre,

molibdénio, niquel e zinco. Esses micronutrientes séo utilizados pelas plantas
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em pequenas quantidades, mas sua auséncia, no entanto, pode acarretar
problemas no metabolismo vegetal.

O cobre esta envolvido em processos de oxidacdo e reducédo, entre as
varias substancias que possuem cobre estdo as enzimas fenolase e lacase,
que catalisam a oxigenacao dos fenadis. A deficiéncia de cobre provoca reducao
na lignificacdo ao mesmo tempo em que se acumulam fendis (CASTRO,
KLUGE, PERES, 2005).

As necessidades quantitativas de molibdénio pelos vegetais estdo entre
as menores dentre todos 0s elementos essenciais conhecidos, mas a
deficiéncia deste elemento promove mudancas metabdlicas e no
desenvolvimento vegetal. Sua essencialidade é justificada por ser componente
de varias enzimas, (CASTRO, KLUGE, PERES, 2005), incluindo a nitrato
redutase e a nitrogenase, envolvidas na reducdo do nitrato e fixacdo do
nitrogénio, respectivamente (TAIZ, ZEIGER, 2009).

O Niquel entra na composicdo da enzima urease, plantas deficientes em
niquel acumulam ureia em suas folhas, resultando em necrose nos apices
foliares.

A deficiéncia de zinco pode provocar numerosas alteracdes metabdlicas,
particularmente na sintese de proteinas e no metabolismo de carboidratos, o
zinco é um constituinte estrutural e também atua como ativador ou regulador de
varias enzimas (CASTRO, KLUGE, PERES, 2005).

As plantas absorvem do solo, sem muita discriminagédo, todos os
elementos quimicos que se apresentam na forma disponivel. Portanto, além
dos elementos essenciais, as plantas absorvem outros elementos nao
essenciais que apresentam efeitos benéficos no seu desenvolvimento
(FAQUIN, 2005).

Os papéis especificos dos elementos essenciais nao estédo
completamente elucidados, assim como, outros elementos ndo configurados
como essenciais desempenham papeis relevantes para um adequado
desenvolvimento do vegetal. Pesquisas com o diéxido de titanio demonstraram
gue ha influéncia positiva deste composto no crescimento e desenvolvimento
vegetal, (YANG et al., 2006), sendo que na area controle houve uma maior

concentracdo deste composto que na area de mineracao.
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O solo da area controle revelou teor mais alto de 6xido de ferro Ill, o que
esta em conformidade com o carater acido. O ferro € um micronutriente
essencial para as plantas, envolvido em varios processos fundamentais como
fotossintese, respiracédo, fixacdo de nitrogénio e sintese de DNA e hormonios
(SAHRAWAT, 2004). Mesmo quando o solo apresenta elevada concentracao
de Fe, normalmente isto ndo traz danos as plantas, pois a maior parte desse
nutriente encontra-se numa forma pouco disponivel (GUERINOT, YI, 1994).

O cadmio foi observado nas duas areas, este metal é considerado toxico
gquando em altas concentracdes, mas pode estar presente naturalmente nos
solos em quantidades moderadas devido aos processos pedogenéticos ao
longo do tempo (ALLOWAY, 1995). O chumbo foi detectado somente no solo
da regido mineradora, apesar de ser um metal toxico, esteve presente em
baixa concentragao.

Os solos acidos normalmente apresentam concentracdes baixas de
potassio, pois as perdas de bases sdo caracteristicas do processo de
acidificacdo dos solos (LUCHESE, FAVERO, LENZI, 2002). Da mesma forma,
o calcio geralmente encontra-se em baixa concentracdo nos solos &cidos, que
séo tipicos do territorio brasileiro (MARSCHNER, 2012).

Apesar do solo da area controle ser acido, este apresentou maiores
teores de oOxidos de calcio do que na area de mineracdo, no entanto em
concentracbes menores do que o 6xido de ferro. O 6xido de magnésio também
esteve presente em maior concentracao na area controle.

As diferencas na concentracdo dos elementos detectados nas duas
areas estudadas podem auxiliar no esclarecimento do diferencial encontrado
na capacidade antioxidante da espécie, ja que o suprimento inadequado de um
elemento essencial pode provocar um disturbio metabdlico.

Assim como os elementos minerais presentes no solo sdo importantes
para o desenvolvimento e crescimento vegetal, o pH também deve ser
considerado, pois interfere em varios mecanismos que ocorrem no solo.

Sendo assim, os solos também foram analisados para verificar o nivel do
pH. Foram medidos os valores das amostras superficialmente e a 30-40 cm de
profundidade (Tabela 3).
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Tabela 4 - Valores de pH obtidos nas amostras de solos

Profundidade (cm) Area controle (pH) Area de Minerag&o (pH)
0-10 5,62 9,40
30-40 513 8,30

Fonte: Dados da autora

Os niveis de pH controlam varios processos quimicos que acontecem no
solo, de acordo com Taiz e Zeiger (2009) a faixa ideal de pH para a maioria das
plantas é entre 5,5 e 6,5 (Figura 8), pois facilita a absorcdo da maior parte dos

nutrientes.
Figura 8 - Influéncia do pH do solo na disponibilidade de nutrientes

ity et il ot idey BN 9SSRI e i s
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Fonte: Taiz, Zeiger (2009)

*A espessura das areas sombreadas indica o grau de disponibilidade.

Na area de mineracdo, o pH de 9,40 na superficie, confirma a
alcalinidade do solo no local devida ao processo de mineracdo de calcério.
Mesmo em maior profundidade o solo apresenta-se basico, caracteristica dos
solos da regido de mineracdo. Entretanto, o pH do solo na area controle
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apresentou valores abaixo de 6 indicando acidez média de acordo com Tomé
Janior (1997).

A disponibilidade de nutrientes é influenciada pelo pH (TAIZ, ZEIGER,
2009). A faixa de pH de 5 a 5,5 (area controle) apresenta uma maior
disponibilidade para a maioria dos nutrientes quando em comparagdo com a
faixa de pH em torno 8 (&rea de mineracdo), afetando a disponibilidade de
nutrientes como fésforo, potassio, magnésio, ferro, manganés, cobre e zinco.

O desequilibrio entre nutrientes ocorre por diversos fatores, como a
disponibilidade de nutrientes no solo e a absorcdo destes pelas plantas. Os
principais fatores que afetam a disponibilidade e absorg¢éo de nutrientes séo,
principalmente, o tipo de solo, o pH, a concentracdo e o equilibrio entre a
fracdo trocavel e em solucdo do solo, além de interacdes ibnicas
(MALAVOLTA, 1980).

Os nutrientes afetam ndo somente o metabolismo primario, mas também
influenciam a producéo de diferentes metabdlitos secundarios (GOBBO-NETO,
LOPES, 2007). Em solos pobres em nutrientes, paralelamente a menor taxa de
crescimento, se verifica maior producdo de metabdlitos secundarios (COLEY,
BRYANT, CHAPIN lll, 1985; GERSHENZON, 1984).

As reacdes metabolicas na qual participam cada elemento essencial séo
muito variadas, mas toda deficiéncia mineral perturba o metabolismo e o
funcionamento vegetal, o que pode estimular uma maior producdo de
compostos antioxidantes.

Tendo em vista comparar a capacidade antioxidante dos extratos de
Eugenia uniflora das diferentes amostras, foi realizada avaliacdo destes atraves
do método fosfomolibdénio. A atividade antioxidante total foi expressa em
relacdo ao &cido ascorbico (vitamina C), considerando a absorbancia da
vitamina C (200uM) como 100% de atividade antioxidante.

A sequir, na Tabela 4, sdo apresentadas as porcentagens de atividade

antioxidante para cada concentracao de extrato em relacéo ao acido ascorbico.
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Tabela 5 - Atividade Antioxidante dos extratos de Eugenia uniflora através do
método fosfomolibdénio

Concentragao Area Controle Area de Mineracéo
(mg/L) AAR (%) AAR (%)
13,3 25+2,63 28+3,85
26,6 29+2,12 32+2,17
66 39+1,71 466,72
133 68+2,05 723,70
200 93+3,56 9745,18

Fonte: Dados da autora
*Valores expressos como média + desvio-padréo
Onde: AAR: Atividade Antioxidante Relativa

A Figura 9, a seguir, ilustra o grafico com os resultados expressos em

porcentagem de atividade antioxidante.

Figura 9 - Atividade antioxidante dos extratos de Eugenia uniflora através do
método fosfomolibdénio.
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Fonte: Dados da autora



46

A concentragdo de compostos antioxidantes dos extratos em
equivalentes de acido ascoérbico (Tabela 5) foram determinados através do
calculo de fator de calibragcéo, tendo como base a curva padréo.

Tabela 6 - Atividade antioxidante em equivalentes de Acido Ascorbico
Extrato (mg/L)  Area Controle (uM)  Area de Mineracg&o (UM)

13,3 48 52
26,6 55 60
66 73 87
133 128 137
200 175 183

Fonte: Dados da autora

A area de mineracdo apresentou sempre maior atividade antioxidante,
em todas as concentracoes (SCHMIDT et al. 2017), mas nao difere
estatisticamente do apresentado para a area controle de acordo com a andlise
de variancia (p=0,81).

Com a finalidade de avaliar a capacidade dos constituintes dos extratos
etandlicos de Eugenia uniflora em capturar radicais livres foi feita analise das
solugdes destes com DPPH.

Os resultados (Tabela 6) foram expressos em porcentagem de inibicao
de oxidacdo, ou seja, a porcentagem de atividade antioxidante €

correspondente a quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante.

Tabela 7 - Atividade antioxidante dos extratos de Eugenia uniflora através do
método DPPH

Concentracgao Area Controle Area de Mineracéo
(mg/L) AA (%) AA (%)
133 89,81+0,080 93,64+0,246
666 91,39+0,249 94,68+0,178
1333 92,78+0,347 96,55+0,139

Fonte: Dados da autora
*Valores expressos como média + desvio-padréo
Onde: AA: Atividade Antioxidante
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Figura 10 — Atividade antioxidante dos extratos de Eugenia uniflora através do
método de sequestro de radicais livres (DPPH)
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Fonte: Dados da autora

Um teste de inibicdo de radicais livres pelo método DPPH foi realizado
com &cido galico, para efeito de comparacdo com os extratos das folhas de
Eugenia uniflora. Apesar do resultado ser expresso em equivalentes de acido
galico, a metodologia ndo apresenta seletividade para os tipos de compostos
antioxidantes vegetais. Quanto maior a quantidade de &cido galico encontrada
em equivalentes por grama de extrato, maior a atividade antioxidante
apresentada.

Tabela 8 - Atividade antioxidante dos extratos de E. uniflora em equivalentes de
Acido Galico

Extrato Area Controle Area de Mineracéo
(mg/L) (HM) (LM)

133 61,55 65,05

666 63,00 66,00

1333 64,28 67,72

Fonte: Dados da autora

Através dos resultados obtidos € possivel observar que a atividade
antioxidante das folhas de pitangueiras coletadas na area de mineracdo €

maior que da planta utilizada como controle.
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A area de mineragdo apresentou sempre maior atividade antioxidante,
em todas as concentracOes e de acordo com a analise de variancia (ANOVA)
os resultados sdo estatisticamente significativos (p=0,04). A analise post-hoc
(Tukey) confirmou que os valores obtidos para as amostras da area de
mineracao foram significativamente diferentes dos obtidos para a area controle
em todas as concentragdes.

Sendo assim, a concentracdo de compostos antioxidantes na planta
localizada na area de mineracdo encontra-se mais elevada, e de acordo com
Wang e Frei (2011), isto ocorre quando a planta esta sob estresse.

As plantas tém seu metabolismo alterado sob condi¢cdes de estresse,
produzindo compostos que permitam a sua sobrevivéncia durante a condi¢cao
adversa (HALLGREN, OQUIST, 1990). Estudos com diferentes espécies
aromaticas verificaram que alguns compostos fendlicos responderam
positivamente a diferentes condigcdes de estresse (BEERHUES, BERGER,
1995; BRISKIN, GAWIENOWSKI, 2001; BRISKIN, LEROY, GAWIENOWSKI,
2000; WALKER, BAIS, VIVANCO, 2002).

A producéo dos metabdlitos secundarios € suscetivel a interferéncia do
meio no qual a planta se encontra, esses estimulos decorrentes do ambiente,
podem redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a biossintese destes
compostos em maior quantidade, em consequéncia ocorre um menor

crescimento e desenvolvimento da planta.
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, a planta localizada em area de mineracdo mostrou maior
capacidade antioxidante do que a planta da &rea controle, nos dois métodos
utilizados, sendo que o método de captura de radicais livres (DPPH)
apresentou diferencial mais significativo, dados estes confirmados
estatisticamente.

Alguns fatores ambientais podem gerar estresse nas espécies vegetais,
produzindo radicais livres, em resposta, as plantas aumentam sua produc¢éo de
compostos antioxidantes. Assim sendo, a maior capacidade antioxidante
observada na planta localizada em area de mineracdo pode ser explicada pela
auséncia ou déficit de alguns elementos minerais essenciais e pelo pH elevado,
gue afeta a disponibilidade de alguns nutrientes.

Estes resultados demonstraram que na planta localizada em éarea de
mineracdo houve uma maior producdo de compostos antioxidantes, o que
ocorre devido ao estresse causado por fatores ambientais.

Para que haja um maior esclarecimento sobre a atividade antioxidante
de Eugenia uniflora sob influéncia de mineragédo, mais estudos séo necessarios
para avaliar a composicdo da planta, qualitativamente e quantitativamente
qguanto aos seus compostos fendlicos, assim como, elucidar os demais fatores

que podem vir a causar desequilibrios nos vegetais.
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6 RECOMENDACOES

Outras opcdes de estudos foram consideradas, mas em virtude de
fatores restritivos, como indisponibilidade de reagentes e equipamentos para
analises, ndo foram colocadas em pratica.

Este dltimo tépico da presente dissertacdo sugere algumas
possibilidades de continuidade de estudos nesta linha de pesquisa, as
recomendacdes para futuros trabalhos sao as seguintes:

-Estudos que visem monitorar as possiveis variagcbes na capacidade
antioxidante de Eugenia uniflora, para que seja possivel aprofundar mais o
conhecimento a respeito dos fatores que interferem na sintese e composicao
dos metabdlitos secundarios, correlacionando se ha uma maior variacao
durante as diferentes etapas de extracdo e beneficiamento de calcario, ja que a
poluicdo resultante das atividades de mineracao de calcario é um fator variavel;

-Analise dos elementos presentes no solo por espectroscopia de
absorcdo atbmica e/ou molecular para uma maior precisdo nos resultados com
0 objetivo de relacionar a atividade antioxidante com a presenca dos nutrientes
nos solos avaliados;

-Analise do tecido foliar para a avaliagdo nutricional das plantas, e
verificar a correlacdo dos nutrientes presentes nos solos;

-Estudos envolvendo trocas gasosas poderiam demonstrar se ha
diferencas nas taxas fotossintéticas da espécie sob as diferentes condicdes,
pois na planta localizada em area de mineracdo ocorre acumulo de particulas
na regido foliar, devido aos particulados que sao resultantes da atividade de
lavra, beneficiamento e transporte o0 que poderia alterar a eficiéncia
fotossintética,;

-A avaliagdo da composicado dos metabolitos secundarios presentes nas
plantas, pois poderia esclarecer quais antioxidantes sofrem as influéncias dos

impactos causados pelas atividades de mineracéao.
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