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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de acumulo de fluoreto em folhas de boldo-gamba
(Plectranthus neochilus) e capim-cidreira (Cymbopogon citratus), determinar o percentual de liberacdao do
poluente por meio da infusdo e caracterizar, visual e microscopicamente, os danos foliares causados pelo
poluente. Mudas das duas espécies foram submetidas a nevoeiro simulado com fluoreto de potassio. O acumulo
de fluoreto na matéria seca foi mensurado com eletrodo especifico em folhas lavadas e ndo lavadas, infundidas
e nao infundidas. O percentual de fluor disponibilizado nos chés foi superior para capim-cidreira, embora
essa espécie apresente acimulo de flior menor que o boldo-gambé. Nao foram observados sintomas visuais
nas folhas das espécies estudadas, mas ao microscopio eletronico de varredura, constatou-se a alteracdo da
turgidez das células epidérmicas, ruptura da cuticula e deformacdo de estdmatos e tricomas. O elevado teor de
fluoreto nas folhas de C. citratus e P. neochilus e a auséncia de sintomas visuais evidenciam que as espécies
sdo tolerantes ao poluente. A lavagem das folhas em agua ¢ ineficiente para a remogao do flior. O acimulo e a
liberagdo diferenciais de flior estdo relacionados as caracteristicas morfoanatomicas das espécies analisadas.

Termos para indexagdo: Cymbopogon citratus, Plectranthus neochilus, alteragdes estruturais, anatomia foliar,
micromorfologia, plantas medicinais.

Fluorine accumulation and its phytotoxic effects in blue coleus
and lemongrass leaves used for tea

Abstract — The objective of this work was to evaluate the fluoride accumulation in leaves of blue coleus
(Plectranthus neochilus) and lemongrass (Cymbopogon citratus), the percentage of fluoride released through
infusion and to characterize visually and through microscopy the injuries caused by the pollutant. Saplings of
the species were subjected to a simulated fog with potassium fluoride. Fluoride accumulation in dry matter was
measured by a specific electrode in washed and unwashed leaves, subjected and not subjected to infusion. The
percentage of available fluorine in teas was higher for lemongrass leaves, even though this species shows a
lower fluorine accumulation than blue coleus. No visible symptoms were observed in leaves of either species,
although changes in turgidity of the epidermal cells, cuticle rupture and trichome and stomata deformation
were observed through scanning electron microscopy. The high contents of fluoride in leaves of C. citratus
and P. neochilus and the absence of visual toxicity symptoms reveal that these species are tolerant to the
pollutant. Washing the leaves in water is inefficient to remove fluoride. Differences in accumulation and release
of fluorine are related to the morpho-anatomical characteristics of the species studied.

Index terms: Cymbopogon citratus, Plectranthus neochilus, structural alterations, foliar anatomy,
micromorphology, medicinal plants.

Introduciao

A utilizagdo de plantas medicinais é uma das
formas mais antigas empregadas para o tratamento
de enfermidades, gracgas as propriedades curativas de
substancias presentes em determinadas espécies. Apesar
de inumeros beneficios oferecidos pelos fitoterapicos,
o uso indiscriminado pode causar sérios problemas a
saude, decorrentes de principios toxicos encontrados
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nas plantas (Martins et al., 2000) e da contaminagao
das plantas por patdgenos ou poluentes (Wong et al.,
2003; Zaroni et al., 2004).

Nas proximidades de areas industriais, a vegetagao
estd constantemente exposta a elevados niveis de
poluentes gasosos e particulados que podem ser
depositados na superficie das folhas e acumulados
nos tecidos vegetais (Klumpp et al., 1998). Entre os
poluentes atmosféricos, o fllior é o mais fitotoxico, ¢ as
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fundic¢des de aluminio, as fabricas de vidros, ceramicas
e adubos minerais sdo os principais responsaveis
pelo aumento da concentragdo de fliior na atmosfera
(Weinstein & Davison, 2004).

A exposic¢ao ao flior pode induzir efeitos téxicos nao
so0 nas plantas, mas também nos animais (Weinstein
& Davison, 2004). A entrada de fluoretos no corpo
humano se da por ingestdo, inalagdo e, em casos
extremos de exposi¢ao aguda, pela pele. Os compostos
de fluor, dependendo da concentragdo, possuem efeitos
desejaveis ou toxicos ao organismo humano.

A ingestdo de uma pequena quantidade diaria de
fltor ¢ considerada benéfica na prevengao de caries, e a
concentragdo Otima situa-se entre 2,0-4,0 mg dia! para
criangas e adultos (World Health Organization, 2002).
No entanto, o consumo de elevadas doses de fluoretos
pode acarretar efeitos prejudiciais no esmalte dentario,
fluoroses nos ossos (Cao et al., 2003; Harinarayan
et al., 2006) e alteracdes em orgdos como figado e rins
(Xiong et al., 2007).

Os liquidos representam a maior fonte de ingestao
de fluoretos, e os chas constituem um bom exemplo
dessa condigdo, ja que o flior acumulado nas folhas é
liberado durante a infusao (World Health Organization,
2002). O uso frequente de plantas medicinais para
o preparo de chas pode constituir um risco para a
saude humana em locais sujeitos a poluicdo por fltor.
O consumo habitual de chés, em regides onde a agua
apresenta elevada concentragdo de fluor, ocasionou
fluoroses em consumidores de diversos paises como
China, Tibete e Turquia (Yi & Cao, 2008). No entanto,
pesquisas relacionadas aos riscos da ingestdo de fluor
em decorréncia da presenca do poluente na atmosfera
sd0 escassas.

Entre as espécies mais citadas em levantamentos
sobre a utilizagdo de plantas medicinais no Brasil
destacam-se o boldo-gamba (Plectranthus neochilus
Schitr.) e o capim-cidreira [Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf] (Pilla et al., 2006; Taufner et al., 2006;
Lima et al., 2007).

Cymbopogon citratus, popularmente conhecida
como capim-limao, erva-cidreira ou capim-santo,
¢ originaria da India e desenvolve-se em todo o
Brasil. Seu cha ¢ muito apreciado e utilizado como
calmante, anticonvulsionante, antiespamédico e
analgésico (Lorenzi & Matos, 2002). Originario da
Africa, o boldo-gamba ¢ uma erva perene, com ramos
semissuculentos prostrados sobre o solo e também

eretos. Sua infusdo ¢ um tonico amargo utilizado no
tratamento de males de figado e problemas de digestao
(Duarte & Lopes, 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
de acumulo de fluoreto em folhas de boldo-gamba e
capim-cidreira, determinar o percentual de liberagdo
do poluente por meio de infusdo e caracterizar, visual
e microscopicamente, danos foliares causados pelo
poluente.

Material e Métodos

Foram realizados dois experimentos, em
abril-maio e em dezembro de 2008, na Unidade de
Crescimento de Plantas da Universidade Federal
de Vigosa (UFV, MGQG), utilizando-se as espécies
herbaceas C. citratus (Poaceae) e P. neochilus
(Lamiaceae).

Mudas obtidas por propagacdo vegetativa de um
mesmo individuo de cada espécie foram plantadas
em vasos de plastico, com capacidade para 0,65 kg,
contendo uma mistura de solo, areia e adubo organico
numa propor¢do de 3:1:1. As mudas eram provenientes
do Grupo Entre-Folhas, da UFV, e receberam solugao
nutritiva de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) uma
Vez por semana.

Ao atingir trés meses de idade, as plantas foram
submetidas a 15 min diarios de nevoeiro simulado de
3,92 mm dia!, com solucdo de fluoreto de potassio
(KF) contendo 10 pg mL"', no primeiro experimento,
e 20 ug mL', no segundo. O nevoeiro, aplicado em
camara de simulacdo construida com adaptagoes
a partir do modelo de Evans et al. (1977), teve
duracdo de 20 dias, no primeiro experimento, e 10
dias no segundo. As plantas do tratamento controle
foram submetidas ao nevoeiro simulado utilizando-se
apenas agua deionizada. Foi utilizado o delineamento
experimental inteiramente casualizado com cinco
repeticdes por tratamento (controle e flior), no
primeiro experimento, e seis no segundo. Ao término
da simulagdo, foi feita a coleta de amostras foliares
para analises microscopicas e de folhas inteiras para
o preparo de chas e para a quantificagdo do teor de
fluoreto nas folhas.

Foram utilizados dois tratamentos para o preparo
dos chas: folhas ndo lavadas e folhas lavadas em agua
deionizada durante 5 min em imersdo. Os chas foram
preparados a partir da infusdo de 5 g de folhas frescas,
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em 500 mL de agua deionizada, a 100°C durante 5 min.
No segundo experimento, parte das folhas infundidas
nao lavadas, de cada espécie, foi infundidauma segunda
vez durante 5 min em 500 mL de agua a 100°C (Fung
et al., 1999). No total, foram preparados 20 infusos de
cada espécie, para o primeiro experimento, ¢ 30 para
o segundo.

O teor de fluoreto na matéria seca foi mensurado em
folhas infundidas lavadas e nio lavadas, e em folhas
ndo infundidas. As amostras foliares foram secas
em estufa, a 70°C, e reduzidas, em moinho do tipo
Wiley, a particulas com dimensdes inferiores a 1 mm.
Posteriormente, aliquotas de 0,5 g de cada repeticao
foram submetidas a extra¢ao em acido perclorico 0,1 M
(Garcia-Ciudad et al., 1985). Utilizou-se um ajustador
de forga i6nica (Larsen & Widdowson, 1971) para a
determinacdo potenciométrica do teor de fluoreto.
A quantidade de fluor presente no cha foi estimada
por meio do calculo da diferenga entre o teor de fltior
encontrado nas folhas ndo infundidas e o obtido para
as folhas infundidas nao lavadas. Os dados foram
submetidos a analise de varidncia, empregando-se o
Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas (Euclydes,
1983) e as médias dos tratamentos foram comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Os danos foliares foram observados a partir do
surgimento de lesdes nas folhas, como cloroses e
necroses, relatados em trabalhos com outras espécies em
resposta ao flior (Fornasiero, 2001; Sant’ Anna-Santos
etal., 2007; Pita-Barbosa et al., 2009). Para avaliagao
dos danos na micromorfologia foliar, amostras da
lamina foliar foram coletadas, fixadas em solucdo
de Karnovsky (Karnovsky, 1965), desidratadas em
série etilica e secas ao ponto critico, em equipamento
apropriado, modelo CPD 020 (Bal-Tec, Balzers,
Liechtenstein). A superficie das folhas foi coberta
com ouro, em metalizador modelo FDUO010 (Bal-Tec,
Balzers, Liechtenstein), e documentada em microscopio
eletronico de varredura com camera digital acoplada
modelo Leo 1430 VP (Zeiss, Cambridge, Inglaterra)
do Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV.

Resultados e Discussao

Na analise visual das folhas de P neochilus e de
C. citratus, expostas ao poluente, nao foi observada a
ocorréncia de cloroses ou necroses.
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Ao microscopio eletronico de varredura, observa-
ram-se, em ambas as faces das folhas de P. neochilus, no
tratamento controle, células epidérmicas com contorno
sinuoso, juncao celular do tipo sulcada (Figura 1 A),
cuticula estriada, estomatos diaciticos (Figura 1 E) e
numerosos tricomas tectores e glandulares capitados
e peltados (Figuras 1 A e 2 A). Os tricomas capitados
podem ter pedicelo curto unicelular e cabeca uni ou
bicelular, ou pedicelo longo pluricelular com cabeca
unicelular. Os tricomas peltados possuem pedicelo
curto e cabeca ovoide formada por oito células.
Os tricomas tectores sdo pluricelulares, unisseriados,
com cuticula granulosa. Na por¢do basal, as células
epidérmicas estdo dispostas radialmente (Figura 2 C).
Essa descrigdo coincide com o relatado por Duarte &
Lopes (2007) para a espécie.

Nas folhas de P. neochilus, expostas ao nevoeiro
com fluor, constatou-se a modificacdo na forma e
turgidez das células epidérmicas (Figura 1 B) e ruptura
da cuticula (Figura 1 C). A célula apical dos tricomas
secretores apresentou-se disforme (Figura 1 Be D), ao
passo que, nos estdmatos, houve alteragao da turgidez
celular e ruptura da crista estomatica (Figura 1 F e G).
Os tricomas tectores apresentaram-se flacidos
e com dobras na parede celular da célula basal
(Figuras 2 B, D e E). O grau de danos foi equivalente
para as duas faces foliares, provavelmente por elas
apresentarem  caracteristicas = micromorfolédgicas
semelhantes, como a presenca de estomatos e tricomas
abundantes. Azevedo (1995) constatou, em Glycine
max, que a base dos tricomas tectores constitui uma
importante via de entrada para o flior.

As folhas de C. citratus possuem epiderme com
células poligonais e alongadas, ceras epicuticulares em
forma de placas, estomatos paraciticos, pelos actileos e
micropelos (Figuras 3 A, C ¢ E), em ambas as faces da
folha. Os estomatos e os micropelos sao mais frequentes
na face abaxial. Metcalfe (1960) relatou a presenga
de micropelos apenas na face abaxial. Os micropelos
possuem, usualmente, célula basal mais larga e inflada
que a célula distal e os pelos actleos possuem base
alargada e estdo dispostos em fileiras longitudinais
(Figura 3 A).

Os principais danos ocasionados pelo flior nas
folhas de C. citratus foram lesao da crista estomatica,
obliteragdo do poro estomatico por fragmentos de
ceras (Figura 3 D e E), erosdo das ceras epicuticulares
(Figura 3 C) e ruptura da cuticula (Figura 3 B e E).
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A ocorréncia de danos mais acentuados na face adaxial
pode estar relacionada a maior densidade de tricomas
e estomatos. Dados obtidos por Chaves et al. (2002)
e Pita-Barbosa et al. (2009), em outras espécies de
Poaceae, indicam que a base dos tricomas constitui
uma via preferencial de entrada do flior, em solucao,
nas folhas.

Para o teor de fluoreto, os dados obtidos no primeiro
experimento, aos 20 dias (10 pug mL'), seguiram a
mesma tendéncia dos obtidos no segundo, aos 10 dias
(20 ug mL") (Tabela 1), conforme o esperado, uma vez
que o acumulo do poluente depende da interagdo entre a
concentracdo de fllior e o tempo de exposigao (Weinstein
& Davison, 2004). O teor de fluoreto acumulado na
matéria seca de plantas expostas ao nevoeiro simulado

Figura 1. Micromorfologia foliar de Plectranthus neochilus. A ¢ E, tratamentos controle; B, C, D, F e G, tratamentos com
flaor (10 pg mL1). A, epiderme adaxial: células epidérmicas com jungdo em sulcos, tricomas tectores (Tt), peltados (Tp)
e capitados (Tc), e estomatos (Es); B, alteragdo no contorno das paredes anticlinais (Cp) e perda de turgidez das células
epidérmicas; C, ruptura da cuticula (Rc); D, tricoma capitado com célula apical disforme; E, estdmato com forma e
turgidez usuais; F, crista estomatica deformada (seta); G, ruptura da crista estomatica (scta).
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foi significativamente maior que o encontrado nas plantas
do tratamento controle, para ambas as espécies, nos
dois experimentos, tendo sido maior para P. neochilus.
Entretanto, para C. citratus, o teor de fluoreto foi maior
no segundo experimento, indicando que, nesta espécie,
a exposicao a dose mais elevada de flior, mesmo que
em menor tempo, favorece a maior retencao do poluente
nas folhas (Azevedo, 1995). A quantidade de fluor
acumulada pelas plantas varia conforme a espécie e

o grau de exposi¢ao ao poluente, entre outros fatores
(Treshow & Anderson, 1991).

O maior teor de fluoreto encontrado em P. neochilus
pode estar associado ao elevado grau de pilosidade
das folhas. A jungdo celular sulcada pode também
ter contribuido para o aumento da area de contato e
retengdo da solugdo por mais tempo sobre a folha, o
que teria facilitado a absor¢ao de fitior. Tuffi Santos
etal. (2006) constataram, em folhas de Eucalyptus spp.,
que a formacdo de uma depressdo na jungdo entre

Figura 2. Micromorfologia foliar de Plectranthus neochilus. A e C, tratamento controle; B e D ¢ E, tratamento com fltior
(10 pg mL"). A, tricoma tector longo (T1); B, tricoma longo com aspecto flacido (Tf) e dobras na parede (setas); C, células
epidérmicas dispostas radialmente a base do tricoma; D e E, dobras na parede dos tricomas (setas).
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células epidérmicas favorece a retengdo, hidratacao e
a absorcdo da solu¢do contendo herbicida.

Nao houve diferenca significativa entre o teor de
fluoreto de folhas infundidas ndo lavadas e de folhas
infundidas lavadas para nenhuma das espécies (Tabela 1),
evidenciando que a lavagem das folhas em agua ¢ um
processo ineficiente para a remogao do fltior. O teor de
fluoreto presente nas folhas infundidas pela segunda
vez ndo diferiu estatisticamente do encontrado naquelas

infundidas uma tnica vez, em contraposicdo aos
resultados obtidos por Fung et al. (1999), que mostraram
que 80-85% do total de fluoreto ¢é liberado durante a
infusdo repetida e continuada das folhas de cha.

O percentual de fltior disponibilizado para a solucdo
dos chas, ap6s ainfusao das folhas, foi estimado em 67%
para C. citratus ¢ 33% para as folhas de P. neochilus, no
primeiro experimento, ¢ 68 e 42%, respectivamente, no
segundo experimento. Fung et al. (1999) constataram,

Figura 3. Micromorfologia da face abaxial da folha de Cymbopogon citratus. A, C e E, tratamento controle; B, D, F e G,
tratamento com fluor (10 pg mL"); A, pélo aculeo (Pa), micropélo (Pi) e estdmato (Es); B, ruptura da cuticula (Rc); C, detalhe
do pélo actileo; D, erosdo da cera epicuticular (Ec); E, detalhe do estomato evidenciando o ostiolo (Os); F e G, estdomatos

obliterados e cera epicuticular amorfa (*).
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Tabela 1. Teor de fluoreto na matéria seca (mg g') de folhas de Cymbopogon citratus e Plectranthus neochilus do tratamento
controle e o de plantas expostas ao fliior, em duas condi¢des experimentais: 10 pg mL"! de fltior durante 20 dias (experimento 1);

e 20 ug mL" de fltior durante 10 dias (experimento 2)®.

Preparo Experimento 1

Experimento 2

C. citratus P. neochilus C. citratus P. neochilus
Tratamento com fltior
Nao infundida 11,89+1,69a 25,73+3,56a 16,36+0,87a 25,89+6,05a
Infundida ndo lavada 4,02+1,45b 17,2443,51b 5,20+0,46b 14,91+1,03b
Infundida lavada 5,49+1,93b 16,59+2,85b 5,86+0,30b 11,55+2,66b
Infundida néo lavada 2 - - 4,58+1,99b 12,29+3,75b
Tratamento controle

Nao infundida 1,11+0,07¢ 1,44+0,14¢ 0,50+0,04c¢ 0,51£0,03¢
Infundida ndo lavada 0,81+0,06¢ 1,40+0,23¢ 0,40+0,03¢ 0,50+0,02¢
Infundida lavada 0,72+0,04c 1,54+0,17¢ 0,48+0,03¢ 0,53+0,02¢
Infundida ndo lavada 2 - - 0,48+0,03c 0,52+0,02¢

(DMédias+erro-padrdo seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. @Procedimentos néo efetuados no

experimento 1.

em folhas de Camellia sinensis (L.) submetidas a 5
min de infusdo, a liberacao de 25-47% do fluoreto na
solugdo de chas. A liberagdao mais acentuada de flior na
solugdo do cha de C. citratus sugere que a maior parte
do poluente esta adsorvido as ceras epicuticulares.
Apesar de os percentuais de liberacdo de fluor
terem sido diferentes para as espécies, o teor do
poluente presente na solugdo dos chés foi semelhante,
sendo 7,87 mg g para C. citratus ¢ 8,49 mg g para
P. neochilus, no primeiro experimento, ¢ 9,43 mg g' ¢
9,83 no segundo experimento, respectivamente. Esses
resultados indicam que o chd de ambas as espécies
pode contribuir significativamente com a ingestao
de fluor, dependendo do nivel de consumo da bebida
e das condigdes as quais as plantas estdo expostas.
A ingestdo do cha de P. neochilus pode conferir menor
risco a saude, principalmente por tratar-se de tonico
amargo de consumo geralmente esporddico. Maiores
cuidados devem ser tomados na utilizagdo de folhas
de C. citratus, ja que o seu cha ¢ muito apreciado e
geralmente consumido em maiores quantidades.

Conclusoes

1.0 elevado teor de fluoreto nas folhas de
Cymbopogon citratus ¢ Plectranthus neochilus e
a auséncia de sintomas visuais evidenciam que as
espécies sdo tolerantes ao poluente.

2. A imersao das folhas em agua, por 5 min, antes do
preparo do cha ¢ ineficiente na remogao do fluor.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.45, n.7, p.646-653, jul. 2010

3. As espécies apresentam capacidade de actimulo
e de liberagdo diferenciadas, de acordo com suas
caracteristicas morfoanatomicas, no entanto, a
quantidade de fluor liberada ap6s a infusdo das folhas
¢ semelhante para as duas espécies.
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