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RESUMO GERAL

COELHO, D.V.B.S.A. Producéo de biomassa e atividade antioxidante de Campomanesia
adamantium (Cambess.) O. Berg cultivada em substratos com residuos organicos. Dissertacdo
(Mestrado em Biologia Geral/Bioprospecgdo) — Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais,
Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados-MS, 2016.

Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito do uso de diferentes residuos organicos e
bokashi compondo substratos sobre o crescimento, producdo de biomassa, teores de fendis e
flavonoides e atividade antioxidante de plantas de Campomanesia adamantium (guavira). Os
substratos foram solo, solo + cama de frango base casca de arroz, solo + cama de frango base
maravalha, solo + farelo de mamona e solo + Organosuper®, todos com ou sem uso de Bokashi. Os
tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 5x2, no delineamento experimental blocos
casualizados, com quatro repeticdes. Durante o ciclo de cultivo foram contadas as folhas e mensurada
as alturas das plantas, diametro do coleto e indice SPAD. Também, foram colhidas folhas das plantas
de cada tratamento, em trés épocas, aos 180, 240 e 270 DAT, para preparo do cha, o qual foi
empregado nas andlises dos teores de fendis, flavonoides e atividade antioxidante (DPPH). As plantas
foram colhidas inteiras aos 270 DAT e separadas nos seus respectivos 0rgaos, quando avaliaram-se
as areas foliares e radiculares e as massas frescas e secas das raizes, caules e folhas. No geral, 0 uso
dos residuos organicos resultou em plantas de guavira mais altas (15,1 cm) e com maior ndmero de
folhas (que foi de 11,95 folhas/planta, aos 210 DAT nas plantas cultivadas em substratos com cama
de frango base casca de arroz). As plantas que apresentaram maiores areas foliares e massas frescas
e secas, foram com uso de cama de frango base casca de arroz sem bokashi, exceto quando se usou
apenas solo. De modo geral, o uso da cama de frango (base casca de arroz) sem a adicdo de bokashi
induziu o aumento da producdo de biomassa da planta de guavira. O bokashi favoreceu o
desenvolvimento da planta apenas quando ndo se utilizou nenhum residuo organico. Os teores de
fenois, flavonoides e atividade antioxidante foram influenciados pelo uso dos residuos organicos
utilizados no substrato de cultivo das plantas de guavira e, quanto ao ciclo de cultivo, foram maiores

nas folhas colhidas aos 240 dias apés o transplante.

Palavras-chave: guavira, fenois, flavonoides, cama de frango.



ABSTRACT

COELHO, D.V.B.S.A. Biomass production and antioxidant activity of
Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg cultivated on substrates with
organic residues. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Geral/Bioprospeccao) — Faculdade
de Ciéncias Biologicas e Ambientais, Universidade Federal da Grande Dourados,
Dourados-MS, 2016.

The objective of this study was to evaluate the effect of the use of different organic
and bokashi residues composing substrates on growth, biomass production, phenol and
flavonoid contents and antioxidant activity of Campomanesia adamantium (guavira)
plants. The substrates were soil (without addition of organic residue), soil + chicken bed
base rice husk, soil + base bed chicken bed, soil + castor bean meal and soil +
Organosuper®, all with or without Bokashi use. The treatments were arranged in a 5x2
factorial scheme, in a randomized complete block design, with four replications. During
the cultivation cycle the leaves were counted and the heights of the plants, collection
diameter and SPAD index were measured. Plants were also harvested at 180, 240 and 270
DAT, for each treatment, in three seasons, to prepare the tea, which was used in the
analyzes of phenol, flavonoid and antioxidant activity (DPPH). The plants were harvested
whole at 270 DAT and separated in their respective organs, when the leaf and root areas
were evaluated and the fresh and dry masses of the roots, stems and leaves. In general,
the use of organic residues resulted in higher guavira plants (15.1 cm) and with greater
number of leaves (that was 11.95 leaves / plant, at 210 DAT in plants grown on substrates
with chicken bed base shell of rice). The plants that presented larger leaf areas and fresh
and dry masses were used with rice husk base without bokashi, except when only soil was
used. In general, the use of the chicken bed (base rice husk) without the addition of
bokashi induced the increase of biomass production of guavira plant. Bokashi favored the
development of the plant only when no organic residue was used. The levels of phenols,
flavonoids and antioxidant activity were influenced by the use of the organic residues
used in the cultivation substrate of guavira plants and, in the cultivation cycle, were higher

in the leaves harvested at 240 days after transplantation.

Key Words: guavira, phenolics, flavonoids, chicken bed.



INTRODUCAO GERAL

Para o cultivo de plantas medicinais, ¢é recomendada a adicdo de residuos organicos ao solo,
pratica essa que tem se mostrado cada vez mais eficiente por melhorar, dentre outras, as propriedades
fisicas do solo, como aeracdo e capacidade de infiltracdo e armazenamento de agua; aumento da
capacidade de troca catibnica, elevacdo do pH e reducdo do teor de aluminio, além de diversificar a
vida do solo. Como consequéncia, ha maior penetracdo e distribuicdo do sistema radicular,
favorecendo a absorgdo de nutrientes e o aumento da producdo de biomassa e de metabolitos
secundarios (MALAVOLTA et al., 2006; KIEHL, 2008; COSTA e CAMARGO, 2009).

Dentre as espécies medicinais nativas do Cerrado, as Campomanesia (guavira), a cada ano,
tornam-se menos abundantes devido ao impacto causado pela fragmentacdo das suas populacGes, seja
pelo extrativismo inadequado, ou pela expansdo das fronteiras agricolas (SILVA et al. 2001). Para
agravar essa situacdo, ndo ha registro do cultivo dessas espécies, sendo encontradas apenas como
nativas. Diante disso, torna-se necessario estudar tratos culturais e cultivo dessas espécies ex situ, isso
uma vez que, apesar de ser bem estudada do ponto de vista farmacogndstico e farmacologico, a
guavira € pouco estudada nos aspectos agronémico.

A Campomanesia adamantium tem nome popular guavira ou gabiroba e € originaria do Brasil,
com grande abundancia na regido do Cerrado (CRAGG et al., 1997). As plantas séo subarbustos a
arbustos deciduos medindo de 0,5 a 1,5 m; o florescimento geralmente é de agosto a outubro e a
frutificacdo de novembro a dezembro (MORAIS e LOMBARDI, 2006).

A Oleo essencial de guavira contém hidrocarbonetos, monoterpenos e sesquiterpenos,
apresentando atividades biologicas comprovadas, como anti-inflamatéria, antidiarreica, depurativa,
antirreumdtica, antisséptica das vias urinarias, indicados parareducdo do nivel de colesterol no sangue
e usados no tratamento de Ulcera péptica (MARKMAN et al., 2004). Existe também o interesse no
potencial antioxidante dos fitoterapicos produzidos a partir de plantas deste género (ou espécie) da
planta. Além disso, os frutos apresentam potencial para serem utilizados in natura, na industria de
alimentos e como flavorizantes na industria de bebidas (VALLILO, 2006).

A atividade antioxidante costuma ser associada a metabolitos secundarios tais como o0s
compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas categorias, como fendis simples, acidos
fendlicos (derivados de acidos benzoico e cinamico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos
condensados e hidrolisdveis, lignanas e ligninas. A atividade antioxidante de compostos fendlicos

deve-se principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas



desempenham um papel importante na neutralizagcdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de
metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo.
Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos sdo relativamente estaveis, devido
a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas substancias (YANAGIMOTO et al.,
2003).

As células vivas presentes em uma atmosfera rica em oxigénio estdo constantemente expostas
aos possiveis danos causados por espécies reativas de oxigénio - EROS, que podem ser originadas
tanto exdgena quanto endogenamente. As fontes exdgenas de EROS incluem luz ultravioleta (UV)
principalmente nos comprimentos de onda maiores que 280 nm — UVA e UVB, irradiagdo ionizantes
e agentes quimicos (NEVES etal., 2009). EROS é um termo bastante amplo que abrange ndo somente
radicais de oxigénio como radical hidroxila (*OH), 6xido nitrico (NO¢) e radical superoxido (O2e-),
mas também derivados do oxigénio que ndo sdo radicais, como perdxido de hidrogénio (H2032), &cido
hipocloroso (HOCI), ozbnio (O3) e oxigénio singlete (*Oz2).

A molécula de oxigénio, além de atuar como aceptor final de elétrons na cadeia respiratéria
mitocondrial, pode ainda originar espécies quimicas capazes de reagir com as demais biomoléculas,
principalmente proteinas e fosfolipideos, inativando-as e, assim, prejudicando o metabolismo
intracelular. Essas substancias originadas a partir do oxigénio sdo chamadas de radicais livres
(SOARES et al., 2005).

As implicacdes bioldgicas do estresse oxidativo sobre os processos degenerativos Ssao
confrmadas mediante alguns pressupostos: as espécies reativas ou danos decorrentes tém sua
presenca demonstrada nos sitios lesionados; a magnitude da lesdo € proporcional a geracdo de
espécies reativas; a administracdo in vitro de espécies reativas é capaz de reproduzir 0s danos
oxidativos e suas lesdes decorrentes e por outro lado, a inibicdo das espécies reativas diminui a
extensdo das lesoes (HALLIWELL e WHITEMAN, 2004).

A avaliacdo do estresse oxidativo depende da habilidade de afericdo da presenca de espécies
reativas. Estas podem ser medidas diretamente, por meio de sua concentracdo em fluidos biologicos
e tecidos, ou indiretamente, mediante a avaliagdo do dano que causam.

A deteccdo direta das espécies reativas em sistemas biologicos € dificultada por suas
concentracbes extremamente baixas (da ordem de 10-11M) e altas velocidades de reacdo
(HALLIWELL, 2000; WHITEMAN, 2004; REYES et al., 2006).

As técnicas de andlise podem ser empregadas mediante, pelo menos, trés abordagens: pela

medida da concentracdo de moléculas resultantes da reacdo com as espécies reativas, pela



quantificacdo da magnitude do dano produzido por meio das espécies reativas ou, pela quantificacdo
da capacidade antioxidante (REYES et al., 2006).

Qualquer antioxidante para ser assim chamado deve possuir certas caracteristicas como, por
exemplo, ser capaz de inibir a oxidagdo mesmo em baixas concentrages e por outro lado, sua forma
oxidada deve ser suficientemente estdvel para ndo desencadear novas reacfes de oxidacdo. A
capacidade antioxidante dos compostos fendlicos € determinada por sua estrutura, em particular por
hidroxilas que podem doar elétrons e suportar como resultado a deslocalizagdo em torno da estrutura
aromatica (NAGEM et al., 2007).

Apesar de as plantas do género Campomanesia apresentarem propriedades medicinais e
alimenticias, sdo pouco estudadas do ponto de vista agrondmico e ainda ndo ha tratos culturais bem
definidos para o cultivo das espécies; dai, a necessidade de estudos agrondmicos, dentre eles, o uso

de residuos organicos.



OBJETIVOS

Geral

Avaliar a producdo de biomassa, os teores de fendis e flavondides e a atividade antioxidante

da guavira cultivada em substratos com residuos organicos e bokashi.

Especificos

Avaliar o efeito de substratos com residuos organicos e bokashi na produgdo de biomassa da
guavira.
Avaliar o efeito de substratos com residuos organicos e bokashi nos teores de fenois,

flavonoides e na atividade antioxidante do cha das folhas de guavira.



Capitulo 1

COELHO, D.V.B.S.A. Producédo de Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg cultivada
em substratos com residuos organicos. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Geral/Bioprospec¢ao)
— Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, Universidade Federal da Grande Dourados,
Dourados-MS, 2016.

RESUMO

A Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg também conhecida popularmente como
guavira ou gabiroba, pertencente a familia Myrtaceae apresenta diversas atividades biologicas
comprovadas em suas folhas e cascas, como antillcera péptica, anti-inflamatéria e antidiarréica.
Apesar de as plantas do género Campomanesia apresentarem propriedades medicinais indicadas pela
populacdo, ainda ndo ha tratos culturais bem definidos para o cultivo das espécies; sendo necessario
estudos agrondmicos, dentre eles, o uso de residuos organicos. Objetivou-se com este trabalho avaliar
o efeito do uso de diferentes residuos organicos e bokashi adicionados ao solo sobre o crescimento e
producdo de biomassa de plantas de guavira. Os tratamentos foram solo (sem adicdo de residuo
organico), solo + cama de frango base casca de arroz, solo + cama de frango base maravalha, solo +
farelo de mamona e solo + Organosuper®, todos com ou sem uso de bokashi. Os tratamentos foram
arranjados em esquema fatorial 5x2, no delineamento experimental blocos casualizados, com quatro
repeticGes. Durante o ciclo de cultivo foram contadas as folhas e medidas as alturas das plantas,
didmetro do coleto e indice SPAD. Foi feita a colheita das plantas inteiras aos 270 dias ap6s o
transplante separando-as nos seus respectivos 0rgdos e avaliaram-se as areas foliares e radiculares e
as massas frescas e secas das raizes, caules e folhas. No geral, 0 uso dos residuos organicos resultou
em plantas mais altas (15,1 cm) e com maior numero de folhas, que foi de 11,95 folhas/planta, aos
210 DAT nas plantas cultivadas em substratos com cama de frango base casca de arroz. As plantas
com maiores areas foliares, massas frescas e secas, foram com uso de cama de frango base casca de
arroz sem bokashi, exceto quando se usou apenas solo. O uso da cama de frango base casca de arroz,
sem a adicdo de bokashi induziu o aumento da produgdo de biomassa da planta de guavira. O uso
isolado do bokashi favoreceu o desenvolvimento da planta apenas quando n&o se utilizou nenhum

outro residuo organico.

Palavras-chave: guavira, planta medicinal, cama de frango, organosuper, farelo de mamona.



1 INTRODUCAO

Os frutos de Campomanesia (Myrtaceae) sdao muito apreciados pelas populagdes regionais,
tanto na forma natural, como em doces, sorvetes, sucos e licores. As espécies possuem grande
potencial econdmico, medicinal e também possuem funcdo ecoldgica (SANGALLI et al., 2002).

A Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg (guavira, gabiroba ou gabiroba-do-mato)
apresenta diversas atividades biologicas em suas folhas e cascas, como antitlcera péptica (COELHO
et al., 2004), anti-inflamatoria e antidiarréica (FERREIRA et al., 2013), anti-séptica das vias urindrias
(LORENZI et al, 2006); tem efeitos antimicrobiano (MARKMAN et al., 2000), antiviral,
antiulcerogénico, citotoxico, antihepatotoxico (MARKMAN et al., 2004), antihipertensivo,
hipolipidémico, anti-inflamatério, antiplaquetario (KLAFKE et al, 2012), anti-Mycobacterium
tuberculosis (PAVAN et al., 2009), antinociceptivo (FERREIRA et al, 2013) antiproliferativo
(PASCOAL et al., 2014) antihiperalgésico e antidepressivo (SOUZA et al., 2014).

Além das propriedades medicinais descritas para a espécie, existe o interesse no potencial
antioxidante dos fitoterapicos da planta. A atividade antioxidante das folhas Campomanesia
adamantium (COUTINHO et. al., 2008) é atribuida aos flavonoides presentes nelas. Esses compostos
possuem funcbes diversas nos vegetais, como protecdo a incidéncia de radiacdo solar, contra ataque
de pragas e doencas e atrativo na polinizacdo (ZUANAZZI, 2003).

Apesar de as plantas do género Campomanesia apresentarem propriedades medicinais
indicadas pela populacdo, pela revisdo bibliografica, constatou-se que ainda ndo ha tratos culturais
bem definidos para o cultivo das espécies; tornando necessario estudos agronémicos, em destaque o
uso de residuos organicos.

Para o desenvolvimento inicial de plantas medicinais, é importante o cuidado com a qualidade
do substrato, a qual depende, primordialmente, das proporcdes e dos materiais que compdem a
mistura, pois essas interferem nas propriedades fisicas e quimicas mais adequadas para o
desenvolvimento da planta (HARTMANN et al., 2008). Dentre 0s residuos organicos com
possibilidade de uso na composicdo dos substratos estd a cama de frango, que é um dos mais
recomendados para a pratica da agricultura organica, por ser rica em nitrogénio (2,95%); fosforo
(3,87%); potassio (1,10%); célcio (4,71%) e magnésio (6,93%). Além disso, pode melhorar as
propriedades fisicas do solo, evitando sua compactacdo, facilitando a aeracdo e retencdo de umidade

(SEVERINO et al.,, 2005). Por haver uma grande disponibilidade de cama de frango pelo grande



numero de granjas, esse substrato pode ser utilizado como alternativa ao uso de fertilizantes minerais
(KIEHL, 2008).

O Organosuper® (ORGANOESTE, 2014), fabricado a partir de materiais organicos
humificados que concentram matéria organica, macro e micronutrientes, composto por cinza, farelo
de soja, escoria de serragem de madeira, residuos organicos agroindustriais de origem controlada e
extrato biotecnologico catalisador para melhorar a sua eficiéncia.

O farelo (casca) e a torta de mamona, subprodutos do beneficiamento dessa oleaginosa,
também sdo de facil acesso no comércio, pois o Brasil é o terceiro produtor mundial de mamona
(IBGE, 2010). Outra opgé&o de residuo organico é o bokashi, produzido com diversos tipos de farelos
de cereais, como arroz e trigo, além de soja, fermentados com microrganismos benéficos (geralmente
afermentacdo é lactea) que fornecem diversos tipos de macro e micronutrientes a planta (FERREIRA
et al, 2013; SOUZA, 1999). O bokashi atua como um melhorador que incentiva a vida no solo
(microrganismos), que por sua vez promovem a ciclagem de nutrientes e sua liberacdo para a nutricdo
das plantas. Esse fator favorece tanto os produtores convencionais, que buscam recuperar a vitalidade
de seus solos, como os produtores organicos (SIQUEIRA e SIQUEIRA, 2013).

Dentre as pesquisas agrondmicas com guavira destacam-se os trabalhos de Carnevali et al.
(2008), estudaram a emergéncia de sementes em diferentes substratos sendo eles: T1 = terra, T2 =
terra + areia + cama-de-frango (1:1:1), T3 = terra + areia + Plantmax® (1:1:1), T4 = Plantmax®, T5
= solo do cerrado, observaram que as maiores porcentagens de emergéncia ocorreram com 0 uso do
substrato a base de solo, areia e cama de frango. Costa et al. (2012), trabalhando com a emergéncia e
formacdo de mudas de guavira observou que substratos contendo composto organico e solo sob
diferentes ambientes telados, o substrato 20% solo mais 80% composto organico e o ambiente com
tela preta promoveram melhor desempenho na formacdo das mudas.

Ajalla et al. (2013) avaliaram o desenvolvimento da guavira em vasos, em trés niveis de
sombreamento (0%, 30% e 50% de sombra) e diferentes tipos de substratos compostos com Latossolo
Vermelho distréfico, mais areia, cama de frango e Organosuper, em diferentes proporcGes e
verificaram maior produgdo de biomassa no substrato Latossolo Vermelho distrofico textura argilosa
- LVd (ta), sem diferir de Latossolo Vermelho distrofico textura média - LVd (tm) e LVd (ta) + cama
de frango - CF.

Com base na necessidade de estudos agrondbmicos com a guavira, objetivou-se com este
trabalho avaliar o efeito do uso de diferentes residuos organicos adicionados ao solo sobre o

crescimento e producdo de biomassa de plantas de guavira.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Horto de Plantas Medicinais (HPM), da Universidade Federal
da Grande Dourados, em Dourados-MS (latitude 22°11°43,7”S, longitude 54°56°08,5”W e altitude
de 430m), no periodo de dezembro de 2013 a dezembro de 2014. O clima da regido é do tipo tropical
com estacdo seca de Inverno - Aw (KOTTEK et al.,, 2006), com temperaturas médias em torno de
23,5°C.

Utilizou-se ambiente protegido constituido de cobertura superior de polietileno e protecéo
adicional superior e lateral de sombrite 50%. O experimento foi conduzido em vasos de 4 dm?
preenchidos com 4 kg do substrato. O solo utilizado foi coletado no horizonte B, e classificado como
Latossolo Vermelho Distroférrico, de textura muito argilosa, cujos atributos quimicos, analisados
segundo a metodologia de Silva et al. (2009), antes da implantagdo do experimento indicaram: pH
CaClk =4,55; pH H20 =5,36; P (mg dm3) = 7,06; K (mmol) =5,0; Al (mmok) = 8,04; Ca (cmolc)
= 2,40; Mg (cmok) = 1,20; H+Al (cmol) = 2,69; SB (cmolk) =41,05; T (cmol) = 68,0; V (%) = 60,4.

As plantas de guavira foram submetidas aos seguintes tratamentos: solo (sem adicdo de
residuo organico), solo + cama de frango base casca de arroz (4,16 g/kg), solo + cama de frango base
maravalha (4,16 g/kg), solo +farelo de mamona (0,83 g/kg) e solo + Organosuper® (4,16 g/kg), todos
com ou sem uso de Bokashi (16 g/vasos). Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 5x2,
no delineamento experimental blocos casualizados, com quatro repeticGes. As avaliaces de altura de
plantas, niumero de folhas, diametro do caule e indice SPAD foram realizadas ao longo do ciclo,
consideradas parcelas subdivididas no tempo. Foram aplicadas 0,459 Kg de calcério dolomitico
(Filler — PRNT 80%) ao solo visando aumentar a saturacdo por bases a 70% para neutralizar o
aluminiob, aos 15 dias antes do transplantio. Posteriormente, foram preparados os substratos,
retiradas amostras para analises quimicas, preenchidos os vasos e feito o transplantio das mudas. O
bokashi foi aplicado a cada 15 dias, dos 60 aos 180 dias ap0s transplante (DAT), colocando-se as
respectivas doses sobre o substrato dos vasos. A composicdo quimica dos residuos organicos

utilizados e substratos constam nas Tabelas 1.
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Tabela 1. Composicdo quimica dos residuos organicos. UFGD, Dourados/ MS, 2014.
Residuos organicos

Atributos . Cama de Cama de frango Organosuper Farelo de Bokashi
ango (arroz) (maravalha) mamona
C organico (%) 39,5 38,7 15,2 84,0 40,0
P total (%) 2,1 1,36 4,27 0,26 0,77
K total (%) 11 2,34 0,42 4,5 0,71
N total (%) 2,6 2,44 3,80 1,4 3,4
Catotal (%) 3,8 2,33 2,75 0,67 2,22
Mg total (%) 11 0,62 0,4 0,38 0,50
Relacdo C/N 15/1 15/1 4/1 60/1 11/1

Analises feitas no laboratorio SOLANALISE, em Dourados-MS.

Para a propagacdo, usaram-se sementes colhidas aleatoriamente em plantas de populacGes
naturais (Autorizacdo de Acesso e de Remessa de Amostra de Componente do Patrimbnio Genético
n° 010220/2015-1 — CNPg/CGEN/MMA) em um fragmento de Cerrado localizado na Fazenda Santa
Madalena, em Dourados-MS (22°08°05”’S e 55°08°17°W, altitude de 452 m). A espécie foi
identificada pela professora Dr* Maria do Carmo Vieira e a exsicata depositada no Herbario DDMS
(n° 4653). A semeadura foi feita imediatamente apds aretirada dos pericarpos dos frutos, em bandejas
de poliestireno com 72 células, usando substrato composto por mistura de solo, Bioplant® para
hortalicas e areia, na propor¢do de 2:1:1 (v/v). Os tratos culturais compreenderam irrigacGes diarias
realizadas com regador e eliminacdo manual das plantas daninhas, sempre que necessario. Quando as
plantulas atingiram cerca de 3 cm de altura, o que ocorreu aos 90 dias apds o semeio, foram
transplantadas para os vasos. A unidade experimental foi constituida por cinco vasos contendo uma
planta por vaso.

Durante o ciclo de cultivo foi contabilizado o numero de folhas e medidas alturas das plantas,
didametro do coleto e indice SPAD (Soil Plant Analysis Development) de todas as plantas das parcelas
com intervalos de 30 dias, a partir de 30 até 270 dias apds o transplante — DAT. A altura foi medida
com régua graduada em centimetros, colocada desde o nivel do solo até a inflexdo da folha mais alta.
O numero de folhas foi contado manualmente. O didmetro do caule foi medido com o uso de
paquimetro digital a = 2 cm do nivel do substrato. O indice SPAD foi determinado com aparelho
Clorofilog CFL 1030 Falker.

Aos 270 dias ap6s o transplante, todas as plantas foram colhidas, retirando-as inteiras dos
vasos. Para avaliagcdo, foram separados os 6rgdos e avaliaram-se as areas foliares e radiculares e as
massas frescas e secas das raizes, caules e folhas. As areas foliares e radiculares foram medidas em

sistema rapido de andlise de imagens completo modelo Windias (WinDIAS, Delta-T Devices,
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Cambridge, UK). Para obtencdo da massa fresca, os 6rgdos das plantas foram pesados em balanga
digital, com precisdo de 0,001 g. Para obtencdo da massa seca, os materiais foram cortados em
pedacos de cerca de 1 cm e colocados em estufa de circulacdo forcada de ar, a 60°+5°C, até massa
constante e, posteriormente, pesados em balanga digital.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e quando significativas pelo teste
F, foram comparados pelo teste de Tukey em funcdo dos tratamentos ou submetidos a regressdo, em

funcdo dos dias apos o transplante, todos até 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A altura, o nimero de folhas e o indice SPAD de plantas de guavira, foram influenciados pela
interacdo residuos organicos e épocas de avaliagdo, enquanto o didmetro do coleto, apenas pelo
residuo (Tabela 3).

Tabela 3. Resumo daanalise de variancia para altura de plantas, nimero de folhas, diametro do coleto
e indice SPAD de plantas de guavira cultivadas em substratos com residuos organicos e bokashi.
Dourados/MS, 2014.

Quadrado Médio
Fontes de Variacao

Altura N ufrcr)ulehr;)S de Diametro ~ SPAD
Residuo Organico (RO) 58,66 ns 99,65 ns 0,55 * 8,01*
Bokashi (B) 2,09 ns 10,0 ns 0,15ns 13,11 ns
RO x B 6,30 ns 20,21 ns 0,04 ns 5,33 ns
Erro A 35,30 24,87 0,16 16,56
Epoca 425,86** 27,31%* 0,93ns 78,02 ns
Epoca x Residuo Organico 9,21* 8,88* 0,35 ns 2,41*
Epoca x Bokashi 3,13 ns 3,04 ns 0,13 ns 4,25ns
Epoca x RO x Bokashi 1,02 ns 4,28 ns 0,25ns  3,80ns
Residuo 2,96 3,46 0,32 3,10
C.V. (%) 22,86 20,72 13,58 4,56

* e **Significativos a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente; ns N&o significativo.

O uso dos residuos organicos proporcionou plantas mais altas quando comparado ao ndo uso.
A maior altura de plantas (15,10 cm) foi observada aos 270 dias apds o transplantio (DAT), sendo
proporcionada pelo uso da cama de frango base casca de arroz (Figura 1). Provavelmente, esse maior
crescimento da parte aérea deva-se, dentre outros, ao efeito do nitrogénio (Tabela 1), liberado durante
a decomposicdo do residuo organico e que atua no crescimento vegetativo da planta. Além disso, a
incorporagdo dos residuos organicos ao substrato pode resultar em melhorias nas propriedades fisicas,
quimicas e biologicas. Destacam-se as melhorias ocorridas na aeracdo, na capacidade de infiltracdo e
no armazenamento de agua, permitindo maior penetracéo e distribuicdo do sistema radicular (KIEHL,

2008) e, consequentemente, favorecendo a produgdo de biomassa vegetal.
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—e— cama de frango (arroz) y =1,257 +0,051*x; R2 =0,86
—O— cama de frango (maravalha) §=1,124+0,039*x; R2=0,85
—v— farelo de mamona § =1,749 + 0,040 *x; R2 = 0,84
—&— organosuper ¥ =1,993 + 0,034 *x; R2 =0,88
16 solo § = 3,540 +0,020 * x; R? = 0,93
14
\g/ 12
[%2]
S 10
c
S
o 8
S
c 6
S
2 4
<
2
0

30 60 90 120 150 180 210 240 270
Dias apos transplante (DAT)

Figura 1. Altura de plantas de guavira cultivada em diferentes residuos organicos. Dourados-MS,
2014. Médias em funcdo de bokashi foram agrupadas.

O maior ndmero de folhas (11,95 folhas/planta) foi observado aos 210 DAT nas plantas
cultivadas em substratos com cama de frango base casca de arroz (Figura 2), tal como ocorreu com a
altura das plantas. O efeito da cama de frango pode estar relacionado ao fato de a incorporacdo desse
residuo organico ao solo favorecer a atividade de microrganismos, que por sua vez melhoram a
estrutura do solo (KIEHL, 2010). A cama de frango € um residuo bastante empregado atualmente no
cultivo de plantas devido a grande quantidade de C e nutrientes benéficos para os atributos fisicos,
em aumento do teor da matéria organica do solo e também fornecimento de nutrientes as plantas
(MENEZES e SALCEDO, 2007; SILVA e MENEZES, 2007; SILVA, 2008; PITTA et al., 2012).

Lima et al. (2004) verificaram, em seu estudo, que a cama de frango ndo apenas induziu
aumento do ndmero de folhas em plantas de mamona, bem como a altura de plantas e o didmetro do
caule. Estudando a producdo de mudas de mamona e outros tipos de substratos (casca de amendoim,
bagaco de cana, esterco bovino, mucilagem de sisal), Lima et al. (2006) destacaram que a cama de

frango mostrou-se uma fonte organica quimicamente ativa, sendo considerada um bom substrato.
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—e— cama de frango (arroz) ¥ =6,37+0,056*x -0,00014*x?; R2=0,91
—o— cama de frango (maravalha) § =y = 7,48 folhas/planta
—w— farelo de mamona Y =5,43+0,044*x-0,0001*x?;R2=0,81
—4&— organosuper ¥ =6,71771+0,0139931*x; R2=0,74
—=— semresiduo (solo) § = 3,69718+ 0,176948% X - 0,00133203**x2
13 1 +0,00000273490**x%; R2 = 0,93
= 12
g
= 11 -
E 10 -
S
3 9
=
S g
=
z
7
6

30 60 90 120 150 180 210 240 270
Dias apds transplante (DAT)

Figura 2. NUmero de folhas de plantas de guavira cultivada em diferentes residuos organicos.
Dourados-MS, 2014. Médias em fungdo de bokashi foram agrupadas.

Os maiores indices SPAD (39,68 e 39,81) foram obtidos com o uso do residuo a base de cama
de frango, aos 180 e 210 DAT (Figura 3). Respectivamente como o indice SPAD tem alta correlagéo
com o teor foliar de N (CUTLER et al., 2007), o substrato Organosuper apresentou maior teor desse
nutriente (Tabela 1) e menor relagio C/N, o que pode ter contribuido para o aumento da sua
disponibilidade desse nutriente para planta.

O diametro dos caules das plantas de guavira, ndo variou durante todo o ciclo de cultivo nem
entre os tratamentos sendo, em média de 1,4 mm. Provavelmente, o periodo de cultivo tenha sido
curto, considerando ser a planta perene, dai ndo havendo tempo para desenvolvimento significativo

que causasse influéncia no diametro do caule entre os tratamentos.
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—e— camade frango (arroz) ¥ =35,69+0,0121*x/ R =0,77
—o— cama de frango (maravalha) ¥ =30,39+0,0864*x -0,0002*x* R?=0,81

—w— farelo de mamona § =28,77+0,1009* x - 0,0002* x?; R2=0,85
—A— organosuper ¥ =31,89+0,089*x-0,00025* x?; R2 =0,71
—&— sem residuo (solo) ¥ =32,87 +0,059*x -0,0001* x3; R2 =0,81
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Figura 3. Indice SPAD de guavira cultivada em diferentes residuos organicos. Dourados-MS, 2014.
Médias em funcdo de bokashi foram agrupadas.

As caracteristicas de acumulo de biomassa das plantas de guavira foram influenciadas pela
interacdo residuos organicos e bokashi (Tabela 4).
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Tabela 4. Resumo da andlise de varidncia para massas frescas e secas de raiz, caule, folhas e areas foliar e radicular de plantas de guavira
cultivadas em substratos com residuos organicos e bokashi. Dourados/MS, 2014.

Quadrado Médio

Fontes de Variagao

Massa Massa fresca Massa Massa Massa Massa Area foliar Area

fresca de de caule fresca de seca de secade  secade radicular
raiz folha raiz caule folha

Residuo Organico (RO) 26,40 ns 1,74 ns 11,89 ns 2,60 ns 042ns 251ns 19602,35ns 486,60 ns
Bokashi (B) 43,38 ns 1,75 ns 140,28 ns 7,30 ns 295ns  26,47* 315736,1ns 377,75ns
RO x B 23,76 * 2,96 * 20,36 * 9,45 * 0,62 * 3,74ns 4335151 * 292,41 *
Residuo 6,84 ns 0,91 8,44 ns 2,60 ns 0,18 ns 1,83ns 15841,22ns 113,86 ns

C.V. (%) 79,26 71,52 78,23 82, 82 67,46 76,85 65,01 62,14

* e **Significativos a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente; "N&o significativo
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O uso de cama de frango base casca de arroz sem bokashi, exceto quando se usou apenas solo
(Tabelas 5, 6 e 7), proporcionou os maiores acUmulos de biomassa e area foliar e area radicular. Esse
resultado pode estar relacionado com a decomposicdo da cama de frango em base casca de arroz, que

permitiu a liberagcdo de nutrientes, tais como N, P e K, essenciais ao desenvolvimento da planta.

Tabela 5. Massas frescas de raiz (MFR), caule (MFC) e folhas (MFF) de guavira cultivada em
diferentes residuos organicos. UFGD, Dourados — MS, 2014,

Massa fresca de raiz Massa fresca de folha Massa fresca de
d . (o/planta) (o/planta) caule (g/planta)
Reslduo organico Bokashi Bokashi Bokashi
Sem Com Sem Com Sem Com

éfmmi) de 7ango 154644  196abB  11,03aA 069aB  445aA 048 aB
Cama de  Wango .4 4 057bB  566bA 02528 230bA 032 aB
(maravalha)
Organosuper 1,35 cdA 0,99 aB 3,49 bA 0,57aB 155bA 0,28aB
Farelo mamona 6,51 bA 4,26 aB 6,49 bA 3,33aB 1,79bA 1,12 aA
Sem residuo (solo) 0,82 dB 2,63 abA 4,20 bA 3,67aA 155bA 131aA
C.V.(%) 40,8 55,0 38,4

Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas linhas e mintsculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5 % de probabilidade.

Tabela 6. Areas foliar e radicular de guavira cultivada em diferentes residuos organicos. UFGD,
Dourados — MS, 2014,

Avrea foliar (cmé/planta) Avrea radicular (cme/planta)
Residuo organico Bokashi Bokashi

Sem Com Sem Com
Cama ~de Tango  ,5q g7 op 49,91abB 40,77 aA 7,96 beB
(arroz)
Cama  de  fango 34 13 4nA 29,94 bB 14,33 aB 4,19 cB
(maravalha)
Organosuper 202,13 bA 40,37 abB 14,19 bA 8,76 bcA
Farelo mamona 342,40 abA 169,11 abB 31,12 aA 27,32 aA
Sem residuo (solo) 308,29 abA 203,05 aA 8,40 bB 18,70 abA
C.V.(%) 44,5 35,6

Médias seguidas damesma letra, maiGsculas nas linhas e minGsculas nas colunas, ndo diferem entre sipelo teste de Tukey
a5 % de probabilidade.
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Tabela 7. Massas secas de raiz (MSR), caule (MSC) e folhas (MSF) de guavira cultivada em
diferentes residuos organicos. UFGD, Dourados — MS, 2014.

Massa seca de raiz Massa seca de folha Massa seca de caule
. A (g/planta) (o/planta) (o/planta)
Residuo organico Bokashi Bokashi Bokashi
Sem Com Sem Com Sem Com

Cama de Fango 55.a  042bB  48l1aA  034aB  203aA  023aB

(arroz)

Cama de fango jaopen  189abA  261bA  019aB  1,00bcA 019 aB
(maravalha)

Organosuper 2,62 bcA 1,70 abA 167bA 033aA 061bcA 0,14aB
Farelo mamona 3,18 abA 2,84 aA 3,0labA 186aA 0,92bcA 0,62aA
Sem residuo (solo) 0,53 cA 0,40 bB 1,44 bA 1,72 aA 0,32 cA 0,63 aA
C.V. (%) 61,9 64,8 44,6

Médias seguidas das mesmas letras, mailsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, nédo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5 % de probabilidade.

Corréa e Miele (2011) ressaltam em seu trabalho, em que estudaram a cama de frango como
fonte de adubacdo organica, que a mesma libera os nutrientes de forma mais lenta do que de outros
fertilizantes quimicos, favorecendo assim o crescimento das plantas, que, no caso da guavira, é lento.
Durante a decomposicdo, aacao dos microrganismos depende de fatores como temperatura e umidade
do solo, relagdo C/N, tipo de solo, pH; assim, essa mineralizacdo se processa de forma lenta e
influencia positivamente a planta.

Provavelmente, com o uso do bokashi ndo houve bom desenvolvimento das plantas devido ao
mesmo ter sido utilizado em cobertura, o que resultou em dano as plantas, tais como queimaduras das
folhas, as quais se apresentaram secas e cairam.

As produgdes de massa fresca e seca de raiz, folha, caule e as reas foliares e radiculares foram
maiores quando se utilizou cama de frango (base casca de arroz) sem bokashi (Tabelas 5, 6 e 7).
Possivelmente, a cama de frango tenha favorecido, dentre outros a porosidade e a disponibilidade de
nutrientes no solo, favorecendo a maior producdo de massas frescas e secas bem como as areas
foliares e radiculares. Lima et al. (2006), estudando também a cama de frango na composicdo dos
substratos, verificaram gue o substrato composto por solo + casca de amendoim + cama de frango +
mucilagem de sisal possibilitou obtencdo de plantulas de mamona que apresentaram maior massa
seca de raiz.

Os teores de nutrientes disponiveis para as plantas (Tabela 2) foram maiores quando com a
utilizacdo de cama de frango, sendo disponibilizados pelo mesmo durante sua decomposicdo diversos

nutrientes tais como nitrogénio (N), fosforo (P) e potéssio (K).
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Isso, porque dentre as outras fungdes, o nitrogénio é o nutriente formador da estrutura da
planta, sendo constituinte da estrutura de aminoacidos, proteinas, vitaminas, clorofila, enzimas e
coenzimas. E ativador enzimatico, atua nos processos de absorgdo ibnica, fotossintese, respiracéo,
sinteses, crescimento vegetativo e heranca. O fosforo é um componente da estrutura dos ésteres de
carboidratos, fosfolipideos, coenzimas e &cidos nucleicos. Atua nos processos de armazenamento e
transferéncia de energia e fixacdo simbidtica de nitrogénio. O potéssio atua em processos 0smoticos,
sintese de proteinas e na manutencdo de sua estabilidade, abertura e fechamento de estdmatos, na
permeabilidade da membrana e no controle do pH. Auxilia na formagdo de frutos com altos teores de
solidos soliveis, adocicados, e resistentes arachaduras na casca (MENDES et al., 2010). Sendo assim

uma maior concentracdo desses nutrientes no solo pode aumentar a producéo de biomassa de planta.

4 CONCLUSOES

O uso da cama de frango (base casca de arroz) sem a adicdo de bokashi induziu o aumento da

producdo de biomassa da planta de guavira.

O bokashi favoreceu o desenvolvimento da planta apenas quando o utilizou associado ao solo.
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Capitulo 2

COELHO, D.V.B.S.A. Avaliacdo do potencial antioxidante do cha das folhas de Campomanesia
adamantium (Cambess.) O. Berg com o uso de residuos organicos e bokashi em seu cultivo.
Dissertacdo (Mestrado em Biologia Geral/Bioprospec¢do) — Faculdade de Ciéncias Biologicas e
Ambientais, Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados-MS, 2016.

RESUMO

Existe grande busca por antioxidantes naturais oriundos de produtos derivados de plantas,
usados na alimentacdo ou na forma de preparados, tais como o cha. Os chas sdo bebidas populares e
fontes significativas de compostos fenolicos, sendo considerados importantes integrantes das dietas
devido as suas propriedades antioxidantes. A Campomanesia adamantium (Myrtaceae) apresenta
diversas atividades biologicas em suas folhas, e possui diversos flavonoides que compdem um grupo
economicamente importante, sendo utilizados nas indUstrias alimenticia, quimica e farmacéutica.
Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito do uso de diferentes residuos organicos e bokashi
adicionados ao solo nos teores de fendis, flavonoides e atividade antioxidante (DPPH) do cha das
folhas de guavira. Os tratamentos foram solo (sem adigcdo de residuo organico), solo + cama de frango
base casca de arroz (4,16 g/kg), solo + cama de frango base maravalha (4,16 g/kg), solo + farelo de
mamona (0,83 g/kg) e solo + Organosuper® (4,16 g/kg), todos com ou sem uso de bokashi (16
g/vasos). Durante o ciclo de cultivo foram colhidas folhas das plantas de cada tratamento, em trés
épocas, aos 180, 225 e 240 DAT. Com as folhas frescas, foi preparado cha, que foi filtrado e utilizado
para as analises dos teores de fendis, flavonoides e atividade antioxidante (DPPH). Concluiu-se que
com o uso de residuos organicos, os teores de fendis e flavonoides foram maiores quando associados
com bokashi. Os teores de fenois e flavondides foram maiores nas folhas colhidas aos 225 dias apds
o transplante, independente do residuo organico utilizado ou do uso de bokashi. A atividade

antioxidante foi maior com o uso de residuos organicos, independente do tipo.

Palavras-chave: guavira, fenois, flavonoides, plantas medicinais.
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1 INTRODUCAO

Inlmeras pesquisas tém colocado os radicais livres como fator primordial em diferentes
processos degenerativos que levam ao envelhecimento celular e a varias doencas, como cancer,
esclerose multipla, doenca de Parkinson, mal de Alzheimer, lesdes autoimunes, processos
inflamatorios e deméncia senil (ALVES etal., 2010).

As espécies reativas de oxigénio (EROS) formadas intracelularmente podem ser originadas
como consequéncia do proprio metabolismo celular, uma vez que elétrons provenientes da cadeia de
transportes de elétrons, localizada na mitocondria, podem interagir com varias moléculas
intracelulares também podem ser produzidas durante processos patologicos, como, aquele que ocorre
em uma resposta inflamatoria celular (SOUSA et al., 2007).

Os radicais livres sdo moléculas instaveis, que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados, quimicamente muito reativos, e, consequentemente, possuem tempo de meia-vida
curto. Podem ser gerados no citoplasma das células, em organelas como as mitocondrias ou ainda na
membrana celular, e sua acdo ocorrerd sobre os componentes (proteinas, lipideos, carboidratos e
DNA) relacionados com o sitio de sua formacdo (SCHMITZ et al., 2008).

Os agentes considerados como antioxidantes compreendem: enzimas que removem
cataliticamente radicais e espécies reativas, como por ex., as enzimas superoxido dismutase,
glutationa redutase, glutationa peroxidase e catalases; proteinas que minimizam a disponibilidade de
pré-oxidantes, tais como ions ferro e cobre, como por ex: as transferrinas, ferritinas, metalotioneinas
e haptoglobinas; proteinas que protegem processos celulares contra danos oxidativos através de
outros mecanismos nao enzimaticos, como por ex., as proteinas de estresse; moléculas de baixa massa
molecular que possuem a capacidade de captar EROS via auto-oxidacdo, como por exemplo:
glutationa e aquelas que possuem grupo tiol, ou vitaminas como a-tocoferol, acido ascorbico e -
caroteno (GREEN, BRAND, MURPHY, 2004; GALILI etal., 2007; MAIESE, MORHAN, CHONG,
2007).

Evidéncias cientificas de que o estresse oxidativo desempenha importante papel na etiologia
de tais enfermidades. Entre elas a aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos
e cancer. Dessa forma, deriva-se a importancia de se conhecer melhor os mecanismos implicados na
etiologia de tal processo (KEANEY et al., 2003; MAYNE, 2003).
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A utilizacdo das plantas como fonte de medicamento no tratamento das enfermidades que
acometem a espécie humana, remonta a idade antiga (CALIXTO, 2001; CANIGUERAL, 2002;
KOEHN e CARTER, 2007). Certamente, aterapéutica moderna, composta por um grande ndmero de
medicamentos, com agdes especificas sobre receptores, enzimas e canais idnicos, ndo teria atingido
0 grau de desenvolvimento atual se ndo fosse o auxilio dos produtos naturais, notadamente aqueles
derivados das plantas superiores (CALIXTO, 2001).

A procura por principios ativos em plantas nativas vem crescendo, devido ao grande
investimento em medicamentos alternativos, em funcdo de suas acOes terapéuticas observadas na
forma de chas ou outros. O Mato Grosso do Sul apresenta uma grande diversidade de plantas nativas,
e entre elas as espécies do género Campomanesia, as quais sdo popularmente conhecidas como
guavira (CRAGG etal., 1997). Aliteratura apresenta poucos trabalhos na parte quimica e de atividade
biologica com estes vegetais. Atualmente, € incentivada a ingestdo de frutas, legumes e chas que sdo
ricos em antioxidantes naturais (PRIOR et al., 2005).

A busca por antioxidantes naturais é constante principalmente naqueles oriundos de produtos
derivados de plantas, usados na alimentacdo ou na forma de preparados, tais como o chd, tem sido
usado com sucesso para a cura e prevencdo de doencas ao longo da histéria, podendo-se citar 0 uso
de plantas medicinais pelos sumérios ha mais de 5.000 anos (BIANCHI et al, 1999).

Os chas sdo bebidas populares e fontes significativas de compostos fenolicos, sendo
considerados importantes integrantes das dietas devido as suas propriedades antioxidantes (MORAIS
et al., 2009).

Na literatura sdo descritos varios métodos para determinacdo da atividade antioxidante, um
dos métodos mais usados para Vverificar a capacidade antioxidante consiste em avaliar a atividade
sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de coloracdo purpura, que absorve em
um comprimento de onda de 517 nm. Por agdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (Re), o
DPPH é reduzido formando 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de coloragdo amarela, com
consequente desaparecimento da banda de absorcao, sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da
absorbancia. A partir dos resultados obtidos, determina-se a porcentagem de atividade antioxidante
(quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante) ou sequestradora de radicais ou a porcentagem
de DPPH remanescente no meio reacional (HUANG, 2005).

O radical DPPH reage rapidamente com alguns fenois e a-tocoferol, mas ocorrem reacoes
secundérias concomitantemente de forma lenta causando um progressivo decréscimo na absorbancia,

podendo demorar varias horas para que a reacao seja estabilizada. Muitos trabalhos, em que o método
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DPPH tem sido utilizado, reportam o sequestro do radical ap6s 15 ou 30 minutos de tempo de reacéo.
A interpretacdo dos resultados do método DPPH sdo frequentemente expressos como ECso
(concentracdo eficiente) na qual é definido como aconcentragdo de substrato que provoca a perda de
50% da atividade DPPH (cor) no periodo de tempo especificado. Esse parametro foi aparentemente
introduzido por Brand-Williams e seus colegas (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) e indica que

quanto maior a atividade antioxidante, mais baixo € o valor de ICso.

QL sWe

NO NO -
2 2 + AH ———= NO> NO, + A

NO, NO,

Figura 1: Reacdo genérica entre o radical livre DPPH e um antioxidante (HUANG, 2005).

Na presenca de substancias antioxidantes o mesmo recebe H+ sendo entdo reduzido. O radical
DPPH é estavel, de coloracdo purpura, porém quando reduzido passa a ter coloracdo amarela
(BRAND-WILLIAMS, 1995).

O DPPH é um método de facil execucdo, pois € considerado pratico, rapido e estavel (ESPIN
et al., 2000), mais encontra-se na literatura outros métodos descritos tais como: o radical ABTSe+
(2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfdnico) (7 mM) com persulfato de potassio (2,45 UM,
concentragdo final). (KUSKOSKI et al., 2004; RUFINO et al., 2007), 0 ensaio FRAP (ferric reducing
antioxidant power) (BENZIE etal., 1996; SURVESWARAN et al., 2007; AABY et al., 2004).

Empiricamente a planta € considerada medicinal por suas propriedades anti-diarréica,
depurativa, antirreumética, indicada para redugdo do nivel de colesterol no sangue, sendo suas cascas
e folhas usadas sob a forma de chas (BIAVATI et al., 2004). As folhas s&o utilizadas na medicina
popular para desarranjos estomacais, como anti-inflamatoria e antisséptica das vias urinarias (PIVA,
2002; LORENZI et al., 2006).

Os frutos de guavira s3o consumidos “in natura”, podendo ser processados para a fabricacao
de sorvete, licor, suco e geleia. Vallilo et al. (2006), avaliando a composicdo nutricional de C.
adamantium, observaram que os frutos continham teor de 75,9% de agua, acidez de 1,2 g em &cido
citrico e 234 mg 100 g de vitamina C.
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As espécies de guavira apresentam diversas atividades bioldgicas estudo realizado com folhas
de C. xanthocarpa onde verificou-se efeitos antiulcerogénicos (Ulcera péptica) relacionados a grande
presenca de propriedades antioxidantes, tais como, flavonoides, saponinas e taninos (MARKMAN et
al.,, 2004), o que segundo Moltiva etal (1994), os flavonoides possuem atividades citoprotetoras em
varios modelos. Os Gleos essenciais extraidos das folhas de C. xanthocarpa também revelaram
atividade antimicrobiana em relagdo ao Staphylococcus aureus, Salmonella cholerasuis e Candida
albicans (MARKMAN et al., 2002).

Os efeitos do extrato de folhas de C. xanthocarpa sobre parametros bioguimicos,
hematoldgicos e do estresse oxidativo em pacientes com hipercolesterolemia sdo comprovados visto
gue nesse extrato existia uma grande quantidade de propriedades antioxidantes e coenzima A com
atividade inibitoria in vitro redutase 3 — hidroxil — 3 — metilglutaril (KLAFKE et al., 2010).

Em outro estudo de Klafke et al. (2012), encontrou também nas folhas de C. xanthocarpa,
atividades antiplaquetaria, antitrombdtica e fibrinolitica em camundongos, esse extrato foi capaz de
inibir a agregacdo plaquetéria, sem apresentar citotoxicidade, além de ter atividade fibrinolitica sem
demonstrar acdo ulcerogénica ap6s administracdo oral.

AvaliagBes fitoquimicas dos estratos das folhas de C. lineatifolia revelaram uma presenca
elevada de flavonoides e taninos. No estudo de Madalosso et al (2012), o isolamento de catequinas e
quercitinas por meio de fracionamento cromoatografico biomonitorado resultaram em uma fracao
hexanica (EAFC), aqual em testes in vitro apresentou atividade antioxidante que por sua vez, testada
in vivo, mostrou-se eficaz na prevencdo de Ulceras gastricas em ratos, o que é considerado,
provavelmente, pelo varrimento dos radicais livres.

Foi verificado no extrato aquoso das folhas de C. adamantium a atividade anti-inflamatéria e
efeito antinoceptivo, neste extrato foram encontrados flavonoides (miricitrina, quercitina e
miricetina) sendo assim a atividade anti-inflamatdria esta relacionado a presenca desses flavonoides
e seus isolados, atribuindo assim a inibicdo de citoquinas pré-inflamatorias e a producdo, TNF-a e
NO e para 0 aumento da producéo de IL-10. Em relacdo ao efeito antinociceptivo pode ser resultante
da modulacdo da libertacdo de mediadores inflamatdrios envolvidos na nocicepcdo (FERREIRA et
al, 2013).

Os resultados de um estudo onde foi usado extratos de frutos e folhas de C. adamantium
mostram uma relacdo direta entre a atividade antiproliferativa com a concentracdo de cardamonin

sendo assim o uso desses extratos obtiveram resultados favoraveis frente a atividade antiproliferativa,
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bem como induziu a apoptose em células PC-3 (células cancerosas da prostata) (PASCOAL et al,
2014).

Pavan et al. (2009) verificaram que o extrato de acetato de etila dos frutos C. adamantiume
C. pubescens contribuiram para atividade contra Mycobacterium tuberculosis. E possivel que os
compostos isolados provavelmente contribuiram para tal atividade, sendo os compostos encontrados
nesse extrato flavanonas e chalconas (flavonoides).

Coutinho et al. (2008) usando extrato das folhas de C. adamantium avaliaram a atividade
antioxidante por meio da inibigdo de peroxidagao usando o sistema do [B-caroteno/acido linoleico e
método de sequestro do radical livre 2,2 —difenil -1- picril — hidrazila (DPPH), e observaram que 0
extrato se mostrou eficaz na eliminagdo de radicais livres, e no ensaio [B-caroteno/acido linoleico a
amostra mostrou inibicdo de 50,8% da peroxidacéo.

Usando os frutos de C. pusbescens foi verificado que o0 extrato hexanico e 0s compostos
isolados de chalconas 1 e 2 demonstraram efeito antiproliferativo potente contra linhagens de células
cancerosas com valores de inibicdo de crescimento total (TGI) menores dos aqueles observados na
linhagem celular controle. A atividade mais elevada das chalconas 1 e 2 foi detectada nas células
MCF-7,PC-3 e HT-29 (CARDOSO et al, 2013).

Em estudos da atividade biologica de folhas de Campomanesia, Coutinho et al. (2010)
verificaram alta atividade microbiana dos Oleos essenciais de folhas de C. adamantium contra
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans na fase reprodutiva da planta
e mostram moderada atividade contra Escherichia coli em todas as fases.

Vinagre et al. (2010) verificaram a diminuicdo do nivel de glicose sanguinea em ratos
diabéticos na Campomanesia xanthocarpa.

Além das propriedades medicinais descritas para a espécie, existe o interesse no potencial
antioxidante dos fitoterapicos medicinais da planta (MARKMAN et al., 2000).

Considerando a utilizagdo da guavira com finalidades terapéuticas pela populagdo, objetivo u-
se com este estudo avaliar os teores totais de compostos fendlicos e a atividade antioxidante do cha

das folhas da espécie cultivada em diferentes substratos, com o uso ou ndo de bokashi.
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2 MATERIAL E METODOS

Foram colhidas folhas de plantas da guavira cultivada em vasos, em ambiente protegido com
50% de sombra (latitude 22°11°43,7”S, longitude 54°56°08,5”W e altitude de 430 m), sob os seguintes
tratamentos: solo (sem adicdo de residuo organico), solo + cama de frango base casca de arroz (4,16
g/kg), solo + cama de frango base maravalha (4,16 g/kg), solo +farelo de mamona (0,83 g/kg) e solo
+ Organosuper® (4,16 g/kg), todos com ou sem uso de Bokashi (16 g/vasos). O delineamento foi
blocos casualizados, com quatro repeticdes de cinco vasos. Foram feitas colheitas de folhas em trés
épocas, aos 180, 225 e 240 dias apds o transplante (DAT), consideradas parcelas subdivididas no
tempo. Os testes quimicos foram realizados no Centro de Pesquisa em Biodversidade da Universidade
Estadual de Mato Grosso do Sul.

As folhas utilizadas foram colhidas da mesma planta, sendo uma folha fresca em cada parcela,
por época. Posteriormente, foram empregadas 0,2 g em 10 mL de &gua destilada submetidas a
temperatura de 95-100°C por 10 minutos. Apds, foram deixadas em maceracdo por 24 h em
temperatura ambiente como descrito por Auharek et al. (2013). Posterior a esse periodo, o cha foi
filtrado e reservado para as analises, ficando em ambiente refrigerado a temperatura de -4+2°C, e
foram realizadas no maximo sete dias ap0s o0 preparo.

Para o teste de flavonoides, a cada 500 pL das amostras foram adicionados 1,50 mL de alcool
etilico 95%; 0,10 mL de cloreto de aluminio 10% (AICI3.6H20); 0,10 mL de acetato de sodio
(NaC2H302.3H20) (1 mol L) e 2,80 mL de agua destilada. Deixou-se reagir a temperatura ambiente
por 40 minutos. Foi feita a leitura no espectrofotdmetro num comprimento de onda de 415 nm. O
mesmo procedimento foi empregado na andlise do branco (LIN; TANG, 2007). Para calcular a
concentracdo de flavonoides foi preparada uma curva analitica empregando a quercetina como
padrdo. Com estes dados foi feita a regressdo linear e a equagdo da reta obtida foi empregada no
calculo das amostras reais.

Para fendis, a cada 100 uL de amostra foram adicionados 1,5 mL de solucdo aquosa de
carbonato de sddio 2%; 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau (1:10 v/v) e 1 mL de agua destilada,
deixando-se reagir por 30 minutos. Foifeita a leitura no espectrofotdmetro num comprimento de onda
de 760 nm. O mesmo procedimento foi empregado na andlise do branco (DJERIDANE et al., 2006).

Para calcular a concentracdo de fendis, foi preparada uma curva analitica empregando-se o acido
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galico como padrdao. Com estes dados foi feita a regressdo linear e a equacdo da reta obtida foi
empregada no calculo das amostras reais.

O ensaio antioxidante com o radical DPPH foi preparada uma solucdo de DPPH a 0,004% em
metanol, a qual foi misturada & solu¢do da amostra em analise. As amostras foram preparadas a partir
de 1 mg de substancia teste, sendo solubilizadas em 10 mL de metanol; foram preparadas solu¢bes
metandlicas de concentragdes 5, 10, 20, 40, 80, 100 umol mL-1. A cadaamostra (1mL) foi adicionada
a solucdo de DPPH (2mL), sendo que as absorbancias resultantes foram medidas (a 517nm) apds o
intervalo de 30 minutos de reagdo. Por meio dos valores das absorbancias obtidas foi plotado um
grafico de variacdo da absorbancia pela concentragdo da amostra. Foram tomados como referéncia
de méxima absorcdo, 2 mL da solucdo de DPPH adicionados a 1 mL de MeOH. Foram utilizados o0s
padrdes rutina e BHT como antioxidantes padrfes, os quais foram submetidos ao mesmo
procedimento experimental (BLOIS, 1958).

A atividade antioxidante foi expressa como percentagem de eficiéncia do sequestro dos
radicais livres, sendo: Atividade antioxidante (%)= (1 — Aamostra/Acontrole) x 100. Ostestes foram
feitos em triplicata.

Os dados obtidos foram submetidos aandlise de variancia e as médias comparadas por Tukey,
a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de fendis, flavonoides e ensaio antioxidante com o radical DPPH do cha das folhas
de guavira foram influenciados pelas interacdes entre épocas de colheitas e residuo orgénico e épocas
e bokashi (Tabela 1), exceto o DDPH que foi influenciado pela interacéo tripla.

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para andlise de flavonoides, fendis e DPPH de plantas de
guavira cultivadas em substratos com residuos organicos e bokashi. Dourados/MS, 2014.

Fontes de Variag&o Quadrado Meédio

Flavonoides Fenois DPPH
Residuo Orgéanico (RO) 350,47 ns 18182,42 " 52,53 **
Bokashi (B) 701,48 ns 7057,22 " 14,04 ns
RO xB 884,67 " 10126,87 ** 13,13 "
Erro A 25,06 767,56 7,28
Epoca 25,06 s 14924,59 ns 2471,91**
Epoca x Residuo Organico 541,58** 4038,47** 44,08 **
Epoca x Bokashi 309,48** 3484 ,53** 0,67 ns
Epoca x RO x Bokashi 460,75 " 3216,91 " 11,34 *
Residuo 12,27 427,04 6,77 NS
C.V. (%) 6,63 5,59

* e **Significativos a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente; " N&o significativo.

O cha das folhas de plantas de guavira cultivadas em solo com Organosuper® com a adicédo
de bokashi apresentaram os maiores teores de fenois, enquanto o cultivadas com cama de frango base
casca de arroz e Organosuper®, ambos com bokashi, apresentaram os maiores teores de flavonoides
(Tabela 2). Os resultados mostram que a adubagdo organica esta diretamente relacionada a producao
dos metabolitos secundarios avaliados. De acordo com Kiehl (2008), a adubacéo organica tende a
aumentar a capacidade de troca catibnica do solo, elevando o pH e reduzindo o teor de aluminio
trocavel, aumenta a disponibilidade de nutrientes aplicados por meio de fertilizantes minerais e
contribui para a sanidade do vegetal, por diversificar a producdo de substancias ativas como fendis e
de antibiéticos por bactérias.
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Tabela 2. Teores de flavonoides e fendis no cha das folhas guavira cultivadas em diferentes residuos
organicos. Dourados — MS, 2014,

Flavonoides (ng/mL) Fendis (ug/mL)
Residuo organico Bokashi Bokashi
Sem Com Sem Com
Cama de frango (arroz) 46,18 Bbc 62,31 Aa 311,17 Bc 366,57 Abc
Cama de frango (maravalha) 48,69 Ab 47,71 Ab 348,51 Ab 343,46 Ac
Organosuper 56,89 Ba 59,71 Aa 347,75 Bb 397,74 Aa
Farelo mamona 56,28 Aa 44,92 Bb 374,21 Bb 394,44 Aab
Sem residuo (solo) 43,80 Bc 61,36 Aa 427,61 Aa 383,74 Bab
C.V.(%) 6,63 5,59

Médias seguidas da mesma letra, maiGsculas nas linhas e minGsculas nas colunas, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Dados em funcdo de épocas foram agrupados.

As diferencas encontradas na composicdo quimica da planta de uma mesma espécie se
devem a inumeros fatores, como a sazonalidade, o tipo de solo no qual a planta foi cultivada,
disponibilidade hidrica, oferta de nutrientes, sais minerais, ritmo circadiano, fase de desenvolvimento,
temperatura, radiacdo ultravioleta, altitude, inducdo por estimulos mecanicos ou acdo de patdgenos
(BIAVATTI et al., 2004). Variacbes sazonais podem alterar o conteudo de metabdlitos secundarios
(COUTINHO et al., 2008).

Os maiores teores de flavonoides foram observados no cha aos 225 DAT, independente do
uso de bokashi (Tabela 3). Convém notar que, especialmente em estudos de campo e com plantas
anuais, os efeitos da sazonalidade podem ser confundidos com alteragdes metabolicas sob controle
do processo de desenvolvimento internamente (hormonalmente) controlado pela planta, devendo
assim ser considerados em conjunto. Com uso do bokashi, os teores de fendis foram maiores aos 225
e 240 DAT e sem uso do bokashi, aos 225 DAT.

Tabela 3. Teores de flavonoides e fendis no cha de folhas de guavira em funcdo de épocas de avaliacdo
e bokashi. Dourados — MS, 2014,

Flavonoide (ng/mL) Fendis (ug/mL)
Epocas de avaliacdo (DAT) Bokashi Bokashi
Sem Com Sem Com
180 41,16 Bc 51,94 Ac 339,81 Bc 355,34 Ab
225 59,65 Aa 59,40 Aa 385,65 Aa 382,22 Aa
240 50,28 Bb 54,26 Ab 360,10 Bb 394,01 Aa
C.V.(%) 6,63 5,59

Médias seguidas damesma letra, maiGsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.
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Houve interacdo significativa entre os residuos organicos e as épocas de avaliacdo para 0s
teores de fendis, flavonoides e atividade antioxidante (DPPH). O maior teor de fendis foi observado
com uso de solo sem adicdo de bokashi, aos 270 DAT, e o maior teor de flavonoides foi com o uso
de Organosuper®, aos 225 DAT. O cha teve a maior atividade antioxidante, aos 225 DAT com uso
do residuo organico farelo de mamona, e a menor aos 240 DAT com o uso de cama de frango base

maravalha (Tabela 4).
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Tabela 4. Teores de flavonoides e fendis e atividade antioxidante no chd de folhas de guavira em funcdo dos tratamentos e dias apds o
transplante (DAT) de plantas cultivada em diferentes residuos organicos. Dourados — MS, 2014.

Flavonoide (ug/mL)

Fenois (ug/mL)

DPPH (%)

Epoca de avaliacdo (DAT)

Epoca de avaliagdo

Epoca de avaliacdo (DAT)

Residuo organico (DAT)
180 225 240 180 225 240 180 225 240
Cama de frango 4950Bab 61,85Ab 51,39Bb 313,26 Cb 365,66 337,69Bc 66,24Bab 74,06 Ab 63,73 Ba
(arroz) Abc
Cama de frango 3843Bc 66,98 Aa 39,18Bc 333,46 Bb 348,72 Ac 355,78 Ac 63,73Bb 77,16 Aab 55,57 Cb
(maravalha)
Organosuper 4533Ch 67,22Aa 6235Ba 33546Cb 423,79 Aa 359,04Bc 65,02Bab 77,79 Aab 63,45 Ba
Farelo mamona 52,71 Aab  4599Bd 53,10 Ab 37854 Aa 376,86 Ab 39759Ab 63,63Bb 77,86 Aa 61,95Ba
Sem residuo (solo) 46,78 Bb 55,61 Ac 5534 Ab 377,21 Ca 40465Ba 43517Aa 67,69Ba 76,76 Aab 63,69 Ca
C.V. (%) 6,63 5,59 3,83

Médias seguidas da mesma letra, mailsculas nas linhas e minGsculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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Coutinho et al. (2008) j& haviam encontrado, nas folhas de C. adamantium, alta atividade
antioxidante, atribuida aos flavonoides presentes. Esses compostos possuem fungdes diversas nos
vegetais, como protecdo a incidéncia de radiacdo solar, contra ataque de pragas e doencas e atrativo
na polinizacdo. Em seu trabalho o extrato metanolico obtido da polpa dos frutos apresentou um
percentual de inibicdo de de 92% (20pg mL1t ), 92% (40pg mL1), 93% (80pg mL-1), 95% (160ug
mL 1) e 97% (320pg mL-1). Os valores obtidos foram 3% superiores ao percentual obtido para a rutina
em todas as concentracOes. testadas, sendo este ja considerada um potente antioxidante (ZUANAZZI,
2003).

Ferreira et al. (2013) realizaram um experimento com a finalidade de demonstrar a atividade
anti-inflamatéria in vivoe atividades antinociceptiva dosextratos de acetato de etila (AE) e do extrato
aquoso (AQ) de folhas de C. adamantium, e seus resultados mostraram que os dois extratos AE e AQ,
nas doses de 125 e 250 mg/kg, tiveram significativa reducdo do edema de pata causada pelo uso da
carragenina em ratos tratados, quando comparados ao controle.

Ramos et al. (2007), estudando uma fracdo hexanica de folhas de C. adamantium frente ao
potencial citotdxico do extrato constataram que 0 mesmo ndo demonstrou toxidez nas condicGes
estudadas.

Também, em folhas de Campomanesia xanthocarpa, detectou-se a presenca de flavonoides,
taninos, saponinas e Oleo essencial, condizendo com o resultado obtido neste trabalho. Outras fontes
também relatam a presenca dos mesmos metabdlitos na C. adamantium encontrados neste trabalho
(BIAVATTI etal., 2004).

A atividade antioxidante, medida pelo teor de DDPH, foi maior com o uso dos residuos
organicos, independentemente do tipo (Tabela 5).

Tabela 5. Atividade antioxidante do cha das folhas de guavira cultivada em diferentes residuos
organicos. Dourados, 2014.

Residuo organico Médias/DPPH (%)
Cama de frango (arroz) 69,37 a
Cama de frango (maravalha) 68,75 a
Organosuper® 68,01 a
Farelo mamona 67,81 a

Sem residuo (solo) 65,48 b
C.V.(%) 3,83

Médias seguidas damesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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4 CONCLUSOES

Com o uso de residuos organicos, os teores de fendis e flavonoides foram maiores quando
associados com bokashi.

Os teores de fendis e flavonoides foram maiores nas folhas colhidas aos 225 dias apds o
transplante, independente do residuo organico utilizado ou do uso de bokashi.

A atividade antioxidante foi maior com o uso de residuos organicos, independente do tipo.
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O uso da cama de frango de base casca de arroz sem a adicéo de bokashi propiciou o0 aumento
da producdo de biomassa da planta de guavira.

O bokashi favoreceu o desenvolvimento da planta apenas quando ndo se utilizou nenhum
residuo organico.

Com o uso de residuos organicos, os teores de fenois e flavonoides foram maiores quando
associados com bokashi.

Os teores de fendis e flavonoides foram maiores nas folhas colhidas aos 225 dias apos o
transplante, independente do residuo organico utilizado ou do uso de bokashi.

A atividade antioxidante foi maior com o uso de residuos organicos, independente do tipo.
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