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RESUMO

O estudo da influéncia do aluminio (Al) em duas cultivares da espécie Passiflora
edulis foi apresentado para melhor compreensao deste trabalho em dois capitulos,
sendo abordado o experimento com a cultivar (cv.) FB 100 e FB 200
respectivamente. O estudo com a cv. FB100 em casa de vegetacado teve como
objetivo verificar alteracdes morfofisioldgicas ap6és 15 dias de tratamento com Al
Para as plantas da cv. FB 200 avaliou-se a relacdo entre a agdo mutagénica e a
concentracao de flavonoides produzidos por estas, quando cultivadas em solos com
diferentes concentragdes de Al. Foram realizadas analises de massa fresca e seca
dos érgaos, comprimento do caule, area foliar, analise nutricional e verificacao de Al
nas folhas e raizes da cv. FB100. Para a prospeccéo fitoquimica dos extratos das
folhas das cv. FB100 e FB200 utilizaram-se reacdes de coloracdo e precipitacao
para identificacdo das principais classes quimicas presentes. A concentragdo de
flavonoides foi determinada através da quantificacdo espectrométrica. Para o teste
de mutagenicidade verificou-se a frequéncia de micronucleos em 2000 eritrécitos
policrométicos utilizando o extrato das folhas da cv. FB200. Todos os parametros
morfolégicos analisados para a cv. FB100 nado diferiram estatisticamente dos
controles. Entretanto foi observada maior concentracdo de Al nas raizes no
tratamento de 5,32 mM. Todos os tratamentos indicaram a presenca de alcaloides,
flavonoides e esteroides nas folhas das plantas. No extrato hexano/diclorometano a
maior concentracao de flavonoides, foi observada no tratamento 0,33 mM de Al. Os
resultados observados para a cv. FB200 apresentou maior concentragao de Al foliar
no campo com 0,33mM de Al (T2), os grupos majoritarios encontrados foram
saponinas, esteroides e flavonoides. O tratamento T2 apresentou a maior
concentracdo de flavonoides e maior potencial mutagénico. Esses resultados
indicam que o Al ndao promoveu alteracées significativas nos parametros
morfofisiolégicos da cv. FB 100. Em P. edulis cv. FB 200 saponinas, esterdides e
flavonoides ocorrem independentemente da concentragdo de Al disponivel e
provavelmente a maior concentracdo de flavonoide pode ter induzido a

mutagenicidade em células de medula 6ssea de camundongos.

Palavras-chave: Aluminio no solo, metabdlitos secundarios, flavonoides,

mutagenicidade, micronucleo



ABSTRACT

The influence of aluminum (Al) in two cultivars of Passiflora edulis is presented in two
chapters: first a discussion on the experiment with the cultivar (cv.) FB 100 and
second with the cultivar (cv.) FB 200. The study with cv. FB100 in greenhouse aimed
to verify morphophysiological changes after 15 days of treatment with Al. For cv. FB
200 plants was evaluated the relationship between the mutagenic and the
concentration flavonoids produced by them, when grown in soils with different
concentrations aluminum. Analyses of fresh and dry weight organs, stem length, leaf
area, nutritional analysis and verification of Al in leaves and roots were studied on cv.
FB100. For the leaves of cv. FB100 and cv. FB200 phytochemical screening of
extracts were used staining and precipitation reactions for identification of the main
chemical classes present. The concentration of the flavonoids was determined by
spectrometric measurement. To mutagenicity test was found the frequency of
micronucleus in 2000 polychromatic erythrocytes using the cv. FB200 leaves extract.
All cv. FB100 morphological parameters analyzed did not differ from controls.
However a higher Al concentration was presented in the treatment of 5.32 mM roots.
All treatments showed the presence of alkaloids, flavonoids and steroids in leaves.
The extract hexane/dichloromethane at a higher flavonoid concentration, has been
observed in treating 0.33 mM Al. The cv. FB200 results showed higher foliar Al
concentration in the field with 0.33 mM Al (T2), and saponins, steroids and flavonoids
were the major groups found. The T2 treatment had the highest flavonoids
concentration and higher mutagenic potential. These results indicate that Al did not
promote significant changes in cv. FB 100 morphophysiological parameters. In P.
edulis cv. FB 200 saponins, flavonoids and steroids occur regardless of the Al
available and possibly the largest concentration of flavonoid mutagenicity can be

induced in cells of mouse bone marrow.

Key words: Soil aluminium, secondary metabolics, flavonoids, mutagenicity,

micronucleus
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| INTRODUCAO

A distribuicdo da familia Passifloraceae ocorre, principalmente, nas regides tropicais
das Américas (VARGAS et al., 2007; ZERAIK, & YARIWAKE, 2010) sendo a espécie
Passiflora edulis, uma planta herbacea, encontrada em varias regiées do Brasil onde
€ conhecida como maracuja, maracuja-preto maracuja-mirim, maracuja de suco,
maracuja-azedo, maracuja-liso, maracuja-peroba e maracujazeiro (CORREA et al.,
2008; LORENZI & MATOS, 2008; ARAUJO, 2005).

A producédo de maracuja no Brasil tem crescido a cada ano. Em 2005 a area colhida
foi de 35.820 hectares com uma producado de 479.813 toneladas e um rendimento
de 13,40(t/ha) no ano. Em 2009 a area colhida cresceu para 50.795(ha) com uma
producdo de 718.798 (i), e rendimento de 14,15 t/ha (EMBRAPA, 2009; IBGE,
2009). O estado do Espirito Santo ocupou o 4 lugar na produgéo nacional em 2009.

Devido a grande demanda por polpa e suco de frutas para o consumo, tanto no
mercado nacional quanto no internacional, a fruticultura do maracuja no estado do
Espirito Santo apresenta grande potencial de crescimento, uma vez que, o estado
possui excelentes condicbes para o cultivo comercial, com grande parte da area
geografica possuindo condicdes de clima e solo propicias para o desenvolvimento
do maracujazeiro (COSTA & COSTA, 2005).

Tem sido comercializado no estado sementes das cultivares: selecdo Maguary
(FB100), hibrido Flora Brasill (FB200), hibridos IAC e selegao regional do Espirito
Santo da espécie Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener (COSTA et al., 2005).
As cultivares FB 100 e FB 200, foco desde trabalho, sédo principalmente destinadas

as industrias e ao mercado de frutas frescas, respectivamente.

Além do potencial mercantii do fruto, existe a relevancia comercial na area
fitoterapica, tendo, neste caso, as folhas grande importdncia. A aprovacao da
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicas por meio do Decreto n®5.
813, e a criacdo de programas com objetivos voltados para promover a inclusdo da
agricultura familiar na producdo das plantas medicinais, insumos e fitoterapicos,
(BRASIL, 2009) pode se tornar uma alternativa na diversificagdo do aproveitamento
de sua cultura, além disso, P. edulis esta incluida na relagdo nacional de plantas
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medicinais de interesse ao SUS (RENISUS) tornando o seu estudo relevante. Esta
espécie tem sido amplamente empregada na area fitoterapica e tem acéo ansiolitica,
sedativa, anti-inflamatoéria, diurética, anti-helmintico, no tratamento de hipertensao e
sintomas da menopausa (SIMOES et al., 2000; DHAWAN et al., 2004; BENINCA et
al., 2007; DENG et al., 2010; Ll et al., 2011).

Para o aproveitamento da matéria-prima vegetal, alguns aspectos agronémicos sao
importantes, como a area para cultivo, sistema de cultivo, colheita, secagem e
beneficiamento (REIS & MARIOT, 2000). Sabe-se que o Aluminio (Al) € um
elemento abundante na crosta terrestre e um fator limitante no desenvolvimento
normal da planta em solos acidos. Um dos primeiros sintomas de toxicidez de
aluminio € a inibigdo no crescimento da raiz, devido a interferéncia do Al no
processo de divisdo celular, este se liga ao fosfato da molécula de DNA
ocassionando a redugao na atividade de replicacdo e de transcricdo (NETO et al.,
2001;RONG et al., 2010). Os valores de pH dos solos variam na faixade 3a 10 e a
maior disponibilidade de nutrientes ocorre na faixa de pH entre 6.0 a 7.0. No Brasil
aproximadamente 70% dos solos cultivados apresentam acidez excessiva (NETO et
al., 2001).

Em estudos realizados por Pires et al. (2003), observou-se que 44% dos solos do
Estado do Espirito Santo apresentaram acidez ativa elevada e 47% acidez ativa
média, cerca de 89% das amostras de solos apresentaram média a alta acidez
potencial sendo justificado pela alta proporcdo (89,1%) dos solos observados
|+3)

apresentarem teores de aluminio (Al™”) trocavel na faixa de médio a alto.
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A|3+ A|3+sulugﬁn +HOH AI{OH)Z-‘-SOMQEO + H+

Figura 1: Representagao do Al trocavel deslocando-se para a solugao do solo (Modificado de Neto, 2001).

O aluminio trocavel, além de gerar acidez ativa, € um elemento altamente fitotéxico
(Figura 1). Entre varios problemas o aluminio atua no meristema apical da raiz,
interrompendo a divisdo celular, portanto paralisando o crescimento das raizes
(NETO et al., 2001). Os sintomas da toxicidade do aluminio surgem nas raizes,
estas se tornam curtas, grossas, quebradicas e adquirem coloracdo amarronzada
(FAQUIN, 2001). Peixoto et al. (2007), relatam este tipo de problema em estudo feito
com plantas de sorgo expostas ao aluminio. Ao final de 10 dias de tratamento, foram
observados decréscimos no crescimento do sistema radicular e da parte aérea,

como também reducao na formacéao de raizes laterais.

Os efeitos do aluminio no sistema radicular ainda foram relatados em cultivares de
arroz por Vasconcelos et al. (2002) que observaram reducdao da area radicular
relativa (ARR) quando adicionou aluminio a solugdo nutritiva, da mesma forma a
elongacgao radicular relativa (ERR) também se mostrou afetada. Em plantulas de
soja, Nolla et al. (2007) verificaram que além da reducédo do crescimento radicular
esperado no pH mais baixo, o0 aumento da concentragcdo de aluminio na solucéo
resultou em uma maior espessura das raizes. Contudo, Salvador et al. (2000),
observaram em seus estudos com mudas de goiabeiras que as acoes fitotdxicas do
aluminio estavam mais relacionadas a parte aérea, contrariando a maioria dos
relatos que observam os primeiros sintomas de toxidez no sistema radicular.
Também verificaram que concentracdes de até 10 mg L ™' de Al proporcionou efeitos

positivos de crescimento.

De acordo com Faquin (2001) espécies de plantas e, até mesmo, cultivares dentro
de uma mesma espécie, tém demonstrado variacdo no comportamento em relacao a
sensibilidade da toxidez de aluminio, o que poderia ser explicado por alguns
mecanismos de tolerdncia que sugerem exclusdo do aluminio pelas plantas (por
alteragéo do pH na rizosfera diminuindo a solubilidade do Al; ou complexagéo do Al
por muscilagem no sistema radicular) ou tolerancia interna (por complexag¢ao do

elemento por compostos organicos).



20

A adubagédo e a nutricdo do maracujazeiro influenciam na alta produtividade do
cultivo (COSTA et al, 2005), portanto é importante, em solos como encontrado no
Estado do Espirito Santo, a pratica da calagem, visando diminuir a toxicidade de Al e
aumentar a disponibilidade de macronutrientes no solo. Entretanto as condigbes
ideais para o desenvolvimento e producao de biomassa nem sempre sdo as mesma
para a producdo de substdncias de interesse, uma vez que muitas espécies
produzem determinados metabdlitos quando submetidas a condigdes limitadas de
disponibilidade de recursos (REIS & MARIOT, 2000; FERRO, 2006).

Fatores como irrigacao e fertilizacao interferem significativamente no acumulo de
metabdlitos, podendo ser responsavel pelo aumento ou diminuicdo nas suas
concentracgdes, interferindo assim, na qualidade do produto final (BASSO; PISANTE
apud CAROLLO, 2008). Além disso, quando as plantas sao produzidas por cultivo
pode-se monitorar 0os principais metabdlitos secundarios, o que permite definir o
melhor periodo de colheita da espécie (CALIXTO apud CAROLLO, 2008).

O produto originario do metabolismo secundario para o organismo produtor ndo €
necessariamente essencial. Entretanto, podera trazer vantagens para sua
sobrevivéncia e a perpetuacdo de sua espécie (SIMOES et al., 2000). Este
metabolismo secundario demonstra uma importante fungdo na interacao das plantas
com o0 meio ambiente, levando em consideracao fatores bidticos e abidticos, sendo
que alguns produtos dos compostos secundarios sdo de interesse comercial em
diversas areas (SALOME, 2007).

Os compostos quimicos de P. edulis compreende os flavonoides glicosilados,
alcaléides, flavonoides, alcoois, acidos graxos, taninos e resinas (CORREA et al.,
2008). Araujo (2005) também descreve alguns outros constituintes quimicos do
maracuja como; esterdides, glicosideos de aglicona triterpendide, aglicona

cianogénica, prunasina, oxicumarinas, sais minerais, saponina e pectina.

Em P.edulis o grupo flavonoides é bastante estudado, por se acreditar que a agéao
medicinal dessa planta possa estar associada a ele. Os flavonoides encontram-se
em maior concentracdo nas partes aéreas das plantas medicinais, e apresentam
varias propriedades terapéuticas como, antinflamatéria, antioxidantes, agéo contra

infecgdes virais, fungicas e bacterianas, diurético entre outras (FERRO, 2006).
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Para que as plantas medicinais sejam utilizadas com seguranca e eficacia
comprovadas devem ser realizados estudos pré-clincos, toxicoldgicos e clinicos.
Entre os testes recomendados pelas agéncias internacionais e nacionais para
estabelecer a avaliagdo e registro de novos produtos quimicos, o teste do
micronucleo em medula éssea de roedores in vivo € amplamente aceito (RIBEIRO et
al., 2003).

Os testes de mutagenicidade detectam agentes quimicos e fisicos capazes de
induzir mutacdes, que sdo mudangas que ocorrem na sequéncia do DNA. No teste
do micronucleo, sdo observados nos eritrécitos policromaticos (EPC) anucleados, o
surgimento de fragmentos cromossémicos (micronucleos) resultante de quebras. Os
EPC possuem tempo de vida curto, logo o aparecimento dos micronucleos indicam
danos recentes (RIBEIRO et al., 2003). A frequéncia de micronucleos nos EPC, que
indicara se o resultado do teste foi positivo ou negativo para determinada
substancia.

As plantas medicinais sdo bastante utilizadas pela populacdo e podem apresentar
propriedades terapéuticas, mas também podem causar risco a saude. Por isso de
acordo com Moreira et al., (2002) avaliar o potencial mutagénico dos compostos
provenientes da planta, é de grande importancia para diminuir os riscos de se expor

a essas substancias.

Este trabalho propds testar a hipdtese de que cultivos de Passiflora edulis
apresentarao maior teor de flavondéides, capazes de provocar atividade mutagénica,
quanto maior for a acidez provocada pela alta concentragdo de aluminio disponivel

no solo.
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CAPITULO |

Analises morfoldgicas, nutricionais e fitoquimica de Passiflora
edulis (FB100) submetidas a diferentes concentracoes de aluminio
em solucao nutritiva
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1 APRESENTACAO

O cultivo de plantas em solugao nutritiva para avaliar os efeitos do Aluminio (Al) é
relatado em varios estudos (SALVADOR et al., 2000; VASCONCELOS et al., 2002;
PEIXOTO et al., 2007; CRUZ et al., 2008; PEREIRA et al., 2008) e se caracteriza por
ser uma técnica relativamente simples, com os efeitos de variaveis minimizadas,

possibilizando o isolamento do fator aluminio a ser analisado .

Estudos de avaliacao da tolerancia ao Al em plantulas de maracujazeiro em solugéao
nutritiva completa e simples indicaram que a toxidez do Al foi observada em curto
prazo e com menores concentracdes de Al que a solucao nutritiva completa (SILVA,
2009). Entretanto, Macedo et al. (2011), trabalharam com o efeito do Al em plantulas
de pinh&o-manso cultivadas em solucdo nutritiva completa e verificaram que a
presenca do Al, mesmo em baixa concentracao, afetava o crescimento da espécie.
Outros estudos mostram que o0 uso da solucdo nutritiva completa caracteriza uma
técnica bem adotada para a avaliacao dos efeitos do Al em plantas cultivadas, bem
como a selecao de plantas tolerantes ao Al (SIVA et al., 2006; SANTOS et al., 2010;
GUERCIO & CAMARGO, 2011).

Sao varios os efeitos causados pelo Al toxico. Contudo, o alvo primario de sua acao
€ o sistema radicular das plantas, que se apresentam curtas, grossas e quebradicas,
levando a alteracées na absorcado de nutrientes e agua (VASCONCELQOS et al.,
2002; CRESTANI et al., 2009). Danos na parte aérea da planta podem vir a ocorrer
posteriormente dependendo do tempo de exposicao e da concentragdo de aluminio.
Entretanto Salvador et al. (2000) relata que acdes fitotéxicas do Al em mudas de
goiabeiras relacionaram-se mais com a parte aérea da planta, contrariando certas

linhas de evidéncia.

Além das alteracbes morfolégicas que o aluminio pode causar, existem as
alteracoes fisioldgicas que podem ocorrer, visto que variagdes nas condi¢des
ambientes podem interferir na producao de substancias pelas plantas.

Assim, objetivo do trabalho foi verificar alteracbes morfofisiolégicas em plantas de
Passiflora edulis cultivar FB 100 (Maguary) submetidas a diferentes concentracoes

de Al em solucéo nutritiva.



24

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar alteragdes morfofisiolégicas em Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg
cultivar FB 100 (Maguary) submetidas a diferentes concentracées de Al em solucéo

nutritiva.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito de diferentes concentracées de aluminio, em solucao nutritiva sobre
as variaveis massa fresca e massa seca de folhas, caule e raiz; os comprimentos do

caule e da area foliar em plantas de Passiflora edulis;
- Verificar a presenga de Al nas folhas e raizes de P. edulis;
- Realizar analise nutricional das folhas de P. edulis;

- Realizar prospeccgéo fitoquimica dos extratos obtidos das folhas de P. edulis,

submetidas a diferentes concentracdes de Al em solugao nutritiva;

- Quantificar flavonoides presentes no extrato etandlico e no extrato

hexano/diclorometano das folhas de P. edulis.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local de realizacdo dos experimentos

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo do Departamento de
Ciéncias Biologicas, com temperatura média 28 °C (*2), irrigagdo controlada e
radiacdo média de 414 pmol m? s, localizada no campus de Goiabeiras da
Universidade Federal do Espirito Santo/UFES. Os experimentos do ensaio
fitoquimico e da quantificagdo de flavonoides foram realizados no Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais, do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da
UFES.

3.2 Delineamento experimental em casa de vegetagao

As sementes de Passiflora edulis cv. FB100- Maguary foram germinadas em marco
de 2011 em bandejas com areia lavada e esterilizada com solucdo de &cido
cloridrico 5%. Uma observacao deve ser feita em relacdo a este cultivar, que
também é denominada FB 300. Estes cultivares (FB 100 e FB 300) eram distintos,
porém foram mesclados em experimentos agronémicos, originando um Unico
cultivar. Entdo optamos neste trabalho em utilizar apenas a terminologia FB 100. No
12° dia apbs a germinacao as plantulas foram transplantadas para vasos de 10 L
com areia lavada, sendo uma planta por vaso. No inicio do experimento aplicou-se
solucado nutritiva de Hoagland (V= forga), trés vezes na semana, utilizando-se 100 mL
da solugao por vaso. Entretanto, com o crescimento das plantas a for¢ca da solucéao

nutritiva foi duplicada.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos
para a cultivar (Figura 2). Apdés 116 dias do transplantio das plantulas iniciou-se o
tratamento com trés concentracées de aluminio (de 0,33 mM, 2,66 mM e 5,32 mM
de AICl3). Os tratamentos controle (T1) e pH 4 (T2) ndo apresentavam Al na solucao
nutriva. O pH do tratamento controle foi ajustado a 5,5 a 6,5 a cada aplicacdo da
solugdo nutritiva. O tratamento pH foi incluido para verificar se 0s possiveis efeitos
dos tratamentos seriam causados pelo Al ou pela acidez da solucdo. Os demais
tratamentos apresentavam concentragcées de 0,33 mM, 2,66 mM e 5,32 mM de
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cloreto de aluminio/EDTA (AICI;/EDTA). Cada tratamento foi composto de 18 plantas

%@

T3: Solugéo nutritiva com 0,33 mM, de AI/EDTA e pH ajustado 4,0 a 4,3

expostas durante 15 dias a diferentes concentra¢des de aluminio.

5 1 fo o

T T3 “ ,

Figura 2: Representagéo dos cinco tratamentos.

T1: Solucédo nutritiva com pH ajustado 5,5 a 6,5

T2: Solugéo nutritiva com pH ajustado 4,0 a 4,3

T4: Solugéo nutritiva com 2,66 mM de AI/EDTA e pH ajustado 4,0 a 4,3

T5: Solugéo nutritiva com 5,32 mM de AI/EDTA e pH ajustado 4,0 a 4,3

3.2.1 Solucao nutritiva

Utilizou-se solugcao nutritiva modificada (HOAGLAND & ARNON, 1950), constituida
por KHoPOy4; KNOs; MgClo. 6H0; MgSO,4. 7H.0; CaCl.. 2H,O; CaSO4. 2H20;
NaNO3; NH4NO3; Fe-EDTA; H3BO3; ZnS0O4. 7H,0; CuSO4. 5H20; MnCl,. 4H0 e
NaMoO,. 2H>0 (Anexo 1). Ao final de cada preparagéo da solucao nutritiva, o pH foi
verificado e ajustado conforme cada tratamento com solugées de 1 M de NaOH ou
1M de HCI.

3.2.2 Solucao estoque de aluminio /EDTA

Preparou-se a solucao estoque com 20 mM de aluminio na forma AICl;. 6H.O e 20
mM EDTA (Figura 3). O cloreto de aluminio e o EDTA foram diluido em 400 mL de
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agua destilada e reservado. Misturou-se o aluminio e o EDTA e completou-se o
volume para 1L. Esta mistura foi colocada em uma placa aquecedora e aguardou-se
a fervura, para assegurar a completa complexacdo do aluminio seguindo a
metodologia proposta por Mendham et al. (2002). Logo apés a fervura retirou-se a

mistura da placa aquecedora. A solugdo foi utilizada a temperatura ambiente.

Figura 3: Preparo da solucdo estoque de aluminio. (Fonte: arquivo
fotografico do autor)

3.2.3 Tratamento

As plantas foram expostas a solugao nutritiva contendo aluminio por um periodo
quinze dias e esta foi aplicada trés vezes por semana (Figura 4 A). Para o
tratamento controle o pH foi ajustado entre 5,5 a 6,5 (Figura 4 B). O tratamento pH e
os tratamentos com as diferentes concentragdes de aluminio (0,33 mM, 2,66 mM e
5,32 mM de AIClIs) tiveram seu pH ajustado entre 4 a 4,3. Foi utilizada agua destilada
para preparo da solugdo nutritiva com aluminio. A agua da irrigacdo foi analisada
pelo Laboratério de Andlise Agrondémica e Consultoria Ltda - FULLIN na cidade de
Linhares — ES e suas caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 1.



Figura 4: Etapas do tratamento. (A) aplicacdo de solugédo nutritiva; (B) ajuste do pH. (Fonte: arquivo

fotografico do autor)

pHmetro

PG1800

Tabela 1: Andlise fisico-quimica e mineral da agua utilizada na irrigagao

Parametro Amostra
Condutividade Elétrica dS/m 0,09
pH 6
Razao de Adsorgao de Saddio 0,29
Ferro Reduzido (mg L ) Nd
Ferro Oxidado ( mg ) Nd
Ferro Total (mg L) 0,06
Saodio (meg/L) 0,16
Cloro (meg/L) 0,1
Carbonato (COj3 ) (mg L Nd
Dureza (CaCQs) mg L™ 32,47
Bicarbonato (HCO;”) (mg L' b Nd
Sulfato ( SO42) meq/ ) 0,22
Fosfato (PO,™) mg L) 0,09
Potassio (mg L) 1,8
Calcio (meqg/L) 0,51
Magnésio (meq/L) 0,14
Boro (mg ) 0,02
Manganés (mg L") 0,01
Zinco (mg L™ 0,01
Cobre (mg L") 0,01
Aluminio (mg L) 0,08
Nitrogénio (mg L) 0,38

Fonte: Laboratério FULLIN
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3.3 Avaliagdes morfoldgicas

As avaliacbes morfoldgicas foram realizadas apds os quinze dias de exposicdo ao
aluminio. Para analise morfolégica foram utilizadas seis repeticoes de cada
tratamento. Foram realizadas medidas de massa fresca e seca das folhas, caule,
raiz e comprimento do caule. A area foliar foi avaliada utilizando o medidor de
bancada modelo LI-3100 C (LI-COR, Biosciences).

3.3.1 Massa fresca e massa seca das folhas, caules e raizes

Foi determinada a massa fresca das folhas, caule e raizes de cada grupo-tratamento
com seis repeticdbes utilizando-se uma balanca de precisdo. O material foi
armazenado em estufa, sendo acondicionado em sacolas de papel previamente
identificadas. Ap6s a secagem a massa seca foi determinada, usando uma balanca
de preciséo.

3.3.2 Comprimento do caule

Foi determinado o comprimento do caule por planta de cada grupo-tratamento com 6
repeticdes utilizando-se uma trena milimetrada, mediu-se da base do caule até o

apice .

3.3.3 Area foliar

Foi avaliado a area foliar de cada grupo-tratamento com 6 repeticées e utilizou-se o
medidor de bancada modelo LI-3100 C LI-COR, Biosciences (Figura 5).
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Figura 5: Medidor de bancada utilizado na avaliagdo da area
foliar. (Fonte: arquivo fotografico do autor)

3.4 Analise de aluminio

A andlise de aluminio em material vegetal (folhas e raizes) foi realizada ao final do
tratamento pelo Laboratério de Analise Agronémica e consultoria LTDA- FULLIN na
cidade de Linhares — ES, segundo metodologia proposta por Malavolta (1997).

3.5 Analise nutricional das plantas

Para analise nutricional, as folhas de cada tratamento foram secas, identificadas e
enviadas ao Laboratério da FULLIN. Foram analisados: nitrogénio; fésforo; potassio;
calcio; magnésio; enxofre; ferro; zinco; cobre; manganés e boro.

3.6 Obtencao dos extratos

3.6.1 Extrato Bruto Etandlico (EBE)

As folhas foram submetidas a secagem em estufa e posteriormente trituradas até a
obtencdo de um pé. Este material foi submetido ao processo de maceracao

utilizando 4&lcool etilico como solvente extrativo por 72 horas, a temperatura



31

ambiente e ao abrigo da luz. Posteriormente o material foi filtrado e o solvente foi
eliminado sob vacuo, através de evaporador rotativo (Tecnal modelo TE- 210). Os

extratos obtidos foram armazenados em baixa temperatura.

3.6.2 Extrato Bruto Hexano/Diclorometano (HEX/D)

O po6 obtido por trituracao das folhas apés secagem em estufa foi submetido a
solvente extrativo 1:1 (V: V) de hexano e diclorometano por 72 horas, a temperatura
ambiente, e protegida da luz, posteriormente o material foi filtrado e o solvente foi
eliminado sob vacuo, através de evaporador rotativo (Tecnal modelo TE- 210). Os

extratos obtidos foram armazenados em baixa temperatura.

3.7 Prospeccéo fitoquimica

A prospeccao fitoquimica foi realizada com o intuito de identificar grupos de
metabdlitos secundarios como alcalbdides, flavonoides, saponina, triterpenos,
esterdides, taninos, cumarina, heterosideo antracénico e naftoquinona. Para tanto
foram utilizadas aliquotas do EBE de cada tratamento que foram submetidas a
metodologia sugerida por Costa (1982). O detalhamento de cada uma destas etapas

encontra-se em sequéncia.

3.7.1 Determinacao de alcaloides

Uma aliquota do extrato seco foi diluida em etanol, adicionou-se 1mL de HCI
concentrado e gotas do reagente de Draggendorf, reservou e aguardou-se a reacao.

Em presenca de alcaléide desenvolve precipitado laranja.
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3.7.2 Determinacao de flavonoides
3.7.2.1 Reacao de cianidina

Diluiu-se 20 mg de extrato em 12 mL de etanol, e em seguida colocou-se 2,5 mL

desta solugao em um tubo de ensaio conforme descri¢cao abaixo:

Tubo de ensaio: Extrato etandlico + 1 mL de HCI + fragmentos de zinco, onde a
reacdo com mudanca de cor identificara o tipo de composto (Figura 6);

3.7.2.2 Reacao de AICl3

Diluiu-se 20 mg de extrato em 12 mL de etanol, e em seguida colocou-se uma

aliquota desta solugdo em uma capsula conforme descrigcdo abaixo:

Céapsula: Extrato etandlico + AICl; + aquecimento (até secar completamente), e
posterior observacado da fluorescéncia sob luz U.V. A observacao de fluorescéncia
de coloragdo amarela, indica resultado positivo para flavonoides.

Figura 6: Tubos de ensaio com os fragmentos de zinco. (Fonte:
arquivo fotografico do autor)
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3.7.3 Determinacao de saponina

No extrato bruto etandlico (EBE) diluido adicionaram-se gotas de solugéo de
carbonato de sédio (Na,COj) até obtencdo da neutralidade. A cada adicdo de
(Na2CO3) ao extrato foi verificado o pH com uma fita teste. Ap6s atingir o pH neutro
a mistura foi aquecida até a ebulicdo. Aguardou-se o resfriamento e completou-se o
volume para 100 mL. O tubo fechado foi agitado energicamente por 40 segundos.
Apoés repouso, observou-se 0 aparecimento de espuma persistente com mais de
1cm de altura, indicando a presencga de saponina (Figura 7).

Figura 7: Teste para identificacdo do grupo
saponina. (Fonte: arquivo fotogréfico do autor)

3.7.4 Determinacao de triterpenos e esteroides

Em um tubo de ensaio colocou-se uma aliquota do extrato com 10 mL de etanol. Em
seguida foi adicionado 2 mL de anidrido acético, o tubo foi agitado suavemente e por
ultimo foi adicionado gotas de &cido sulfdrico puro. A formacdo de uma coloragao
verde indica presenca de esteroides (Figura 8), a coloracédo variando de castanho a
vermelho é indicativo da presenca de triterpenos.
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Figura 8: Analise qualitativa para identificacdo de esteroides e
triterpenos, com destaque para coloragao verde, indicando resultado
positivo para esteroides. (Fonte: arquivo fotografico do autor)

3.7.5 Determinacao de taninos

Solubilizou-se uma aliquota do EBE em 5mL de agua destilada e acrescentou-se
gotas de cloreto férrico 10%. Os taninos pirogalicos apresentam coloracdo azul ou

violeta enquanto os taninos pirocatéquicos desenvolvem a cor verde.

3.7.6 Determinacao de cumarina

Aplicou-se uma gota do EBE em uma tira de papel filtro, depois de seco observa-se
a mancha sob luz U.V. Aplicou-se uma gota de hidréxido de potassio (KOH) a 10%
na mancha observada anteriormente e novamente se observa em luz U.V. A
fluorescéncia azul ou amarela na parte exposta da mancha indica a presenca de
cumarina.

3.7.7 Determinacao de antraquinonas

Diluiu-se uma aliquota do extrato com etanol sendo acrescentado 10mL de acido
sulfarico (H2SO4) a 10%. Verteu-se a mistura para um funil de decantacao (Figura 9)
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e adicionou-se éter etilico para a extracdo de possivel heterosideo que pudesse
existir no extrato. O funil foi agitado e em seguida a fase aquosa foi filtrada sendo a
fase organica reservada em um tubo de ensaio. Na fase aquosa foi acrescentado
novamente éter a fim de se fazer outra filtragcdo, tendo ao final do procedimento 3
tubos de ensaio com fase organica e 1 tubo de ensaio com a fase aquosa. Por fim
acrescentou-se nos 4 tubos 2mL de KOH 10% e avaliou mudanca de coloragédo na
parte inferior do liquido.

Figura 9: Funil de decantagcdo utilizado para a
identificacdo de heterosideo antracénico. (Fonte:
arquivo fotografico do autor)

3.7.8 Determinacao de naftoquinona

Solubilizou-se uma aliquota do EBE em 3 mL de cloroférmio e adicionou-se 2 mL de
hidroxido de aménio (NH4OH). Avaliou-se a formagédo de um anel vermelho na parte
superior que seria o indicativo da presenca de naftoquinona (Figura 10).
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Figura 10: Auséncia de um anel vermelho na parte superior,
indicando resultado negativo para naftoquinona. (Fonte: arquivo
fotografico do autor)

3.8 Determinacdo do teor de flavonoides através de analise
espectrofotométrica

A concentracdo de flavonoides foi determinada através da quantificacdo
espectrofotométrica, segundo metodologia proposta por Costa (1982) e Rusak et al
(1993) com algumas adequacoes.

3.8.1 Curva padrao para flavonoides

Foi dissolvido 25 mg de rutina em metanol, completou-se o volume para 50 mL,
obtendo-se concentragdo final de 0,5 mg/mL. Desta solugdo foram retiradas 4
aliquotas de 0,25 mL; 0,5 mL; 1,0 mL e 1,5 mL e colocadas em baldes volumétricos
de 25 mL. Cada um destes volumes foi completado para 2 mL com metanol e em
seguida foram acrescentados em cada baldo volumétrico 0,6 mL de acido acético
glacial, 10 mL da solugdo de piridina e agua (20:80), 2,5 mL de solugdo a 6,5%
cloreto de aluminio em metanol, completou-se o volume para 25 mL com agua
destilada. Apds 30 minutos, as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 420

nm, utilizando-se como solucdo branco todos os reagentes anteriores (exceto rutina
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e o cloreto de aluminio) para zerar o aparelho. As anadlises foram feitas em

triplicatas.

3.8.2 Quantificacao de flavonoides nos extratos EBE e Hexano/Diclorometano

Pesou-se 50 mg do extrato que na sequéncia foi diluido em 15 mL de etanol e
completou o volume para 50mL com metanol. Desta solugédo (Figura 11) foi retirada
uma aliquota de 250 pl, verteu-se em um baldo de 25 mL e completou seu volume
para 2 mL com metanol, em seguida foram acrescentados: 0,6 mL de &cido acético
glacial, 10 mL da solucdo de piridina e agua (20:80), 2,5 mL de solucdo a 6,5%
cloreto de aluminio em metanol, completou-se o volume para 25 mL com agua
destilada. As leituras foram realizadas em espectrofotébmetro a 420 nm, utilizando-se
como solucdo branco todos os reagentes anteriores (exceto rutina e o cloreto de
aluminio) para zerar o aparelho. O procedimento acima descrito foi realizado
utilizando-se os extratos etandlico e hexano/ diclorometano de cada tratamento
(controle, pH 4, 0,33 mM, 2,66 mM e 5,32 mM de Al).
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Figura 11: Etapas da quantificagao de flavonoides utilizando o extrato
hexano/diclorometano. (Fonte: arquivo fotografico do autor)



38

3.9 Analise estatistica dos dados

Todos os dados foram submetidos a testes de normalidade. Para os dados com
distribuicdo normal foram aplicados testes paramétricos (andlise de variancia,
ANOVA) e as médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade
utilizando-se o programa ASSISTAT versao 7.6 beta (2011). Para os dados com
distribuicdo anormal foram aplicados testes ndo paramétricos (teste de Kruskal-
Wallis).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Massa fresca e seca das folhas, caules e raizes

Os resultados da massa fresca- MF (Tabela 2) e massa seca - MS (Tabela 3) das
folhas, caules e raizes nao apresentaram diferencas estatisticas significativas entre
os controles e as concentracdes de Al testadas. Porém quando observado as
médias da MF e MS de folhas, caule e raizes do tratamento de 5,32 mM, estas
apresentaram menores valores. A MF e MS totais também apresentaram menores
valores para o tratamento com a maior concentracao de Al. Macedo et al. (2011),
estudando Jatropha curcas L. cultivado em solugdo nutritiva observaram um
decréscimo da massa fresca da raiz com o aumento das concentragdes de Al,

afetando o crescimento das raizes.

Tabela 2 Efeito das concentragcdes de aluminio na producdo de massa fresca das folhas, caule, raiz,
da cultivar FB 100 em solug&o nutritiva contendo aluminio .

m::‘;t'::gls pH Folhas Caule Raizes Total
g/ planta

0 55a6,5 23,80 29,11 39,45 92,37

0 4,0a4,3 25,50 31,72 38,50 95,74

0,33 4,0a4,3 27,60 32,67 33,71 93,99

2,66 4,0a4,3 27,14 31,87 36,93 95,95

5,32 40a4,3 22,91 26,55 27,26 76,73

) Os dados sdo médias de seis espécimes por tratamento; ndo houve diferenca pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade entre as concentragbes de aluminio testadas.

Cruz et al. (2008), trabalhando com plantas de Sorghum bicolor (L.) Moench,
verificaram uma redugdo nos valores de massa seca das folhas e raizes com
aumento das concentracées de Al na solugdo nutritiva. Diferengas significativas
foram observadas na massa seca das folhas e raizes no tratamento controle e de 50
UM de Al, porém nos tratamentos de 100 e 150 uM estas diferengas ndo foram
significativas entre si. Também foi observado um decréscimo significativo na
producdo de massa seca total, diretamente proporcional ao aumento da
concentragédo de Al na solugéo.
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Tabela 3 Efeito das concentra¢des de aluminio na producado de massa seca das folhas, caule, raiz,

da cultivar FB 100 em solug&o nutritiva contendo aluminio .

m:;:‘::'::gls pH Folhas Caule Raizes Total
g/ planta

0 5,5a6,5 4,60 6,64 4,49 15,73

0 4,0a4,3 4,60 7,49 4,01 16,10

0,33 4,0a4,3 5,21 7,26 3,47 15,94

2,66 4,0a4,3 5,25 7,28 3,83 16,36

5,32 4,0a4,3 4,08 5,62 2,96 12,66

) Os dados sdo médias de seis espécimes por tratamento; niao houve diferenga significativa pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade entre as concentragdes de aluminio testadas.

4.2 Comprimento do caule e area foliar

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores do comprimento do caule (CC) e a area
foliar (AF). Os resultados se comportam de maneira similar, estatisticamente os
valores do CC e a AF néao diferem entre os tratamentos, porém verifica-se que na
maior concentracdo de Al, o comprimento do caule e a area foliar apresentam as
menores médias. Em estudos realizados por Salvador et al. (2000) com mudas
Psidium guajava L., observaram que concentragdes relativamente baixas de Al
promoveram resposta positiva de crescimento, contudo doses de 20 e 25 mg L "' de
Al diminuiram significativamente a altura da planta, o comprimento e a largura da

folha, a area foliar e o diametro do caule.

Tabela 4 Efeito das concentragdes de aluminio no comprimento do caule e na area foliar, da cultivar
FB 100 em soluc&o nutritiva contendo aluminio .

Aluminio Comprimento do Area foliar
mM de AICI; PH caule (mm) (mm)
0 55a6,5 1133,00 1008,37
0 4,0a4,3 1121,16 993,68
0,33 40a4,3 1200,00 1191,79
2,66 4,0a4,3 1248,66 1120,56
5,32 4,0a4,3 1036,66 947,01

) Os dados sdo médias de seis espécimes por tratamento; ndo houve diferenca significativa a 5% de
probabilidade entre as concentra¢des de aluminio testadas.
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Os primeiros efeitos do Al observados nas plantas sdo a reducédo do crescimento
radicular e o aumento da espessura das raizes, sendo que a reducdo do
crescimento da parte aérea pode ocorrer posteriormente (Vasconcelos et al., 2002;
Nolla et al., 2007; Crestani et al., 2009).

4.3 Andalise de aluminio nas folhas e raizes

Na Tabela 5 pode-se verificar que os tratamentos apresentaram diferencas
significativas entre si e quando comparados aos controles, em relacdo a quantidade
de Al encontrado nas raizes, contudo os tratamentos controle ndo diferiram entre si.
A quantidade de Al nas folhas (Tabela 5) foi menor que os valores observados para
raiz. Contudo estes valores sdo inferiores aos encontrados por Braccini et al.(1998)
em estudo realizado com 9 genétipos de café cultivadas em solu¢do nutritiva com 0
e 0,296 mmol L™ de aluminio, as concentracdes médias de Al encontrado nas raizes
e folhas superiores foram respectivamente 73,04 mg Kg™', 4648,01 mg Kg', 46,98
mg Kg' e 75,01 mgKg™.

A concentracdo de 5,32 mM de AICI3 na solugéo nutritiva resultou no maior acumulo
de Al nas raizes deste tratamento, porém o mesmo nao foi observado no tecido
foliar. Provavelmente existe algum mecanismo que impede a translocagdo do Al

para as folhas.

Tabela 5 Quantidade de Al presente nas folhas e raizes'" da cultivar FB 100 cultivadas em solucao
nutritiva contendo aluminio

Tratamentos Quantidade de Al nas Quantidaqe de Al nas

pH folhas raizes
(mM de AIClI5) (mg Kg'1) (mg Kg'1)

0 55a6,5 20,56 47,80 b
0 4,0a4,3 17,68 44,07 b
0,33 4,0a4,3 16,06 31,75¢
2,66 4,0a4,3 20,74 30,63 d
5,32 4,0a4,3 17,68 71,80 a

Fonte: Laboratério FULLIN
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5%, pelo teste t.
) Os dados sdo médias de trés espécimes por tratamento.
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4.4 Analise quimica das plantas

Os teores adequados para nutrientes N, P, K, Ca, Mg, S em (g Kg ') e Fe, Mn, B, Cu
e Zn em (mg kg') para Passiflora edulis, segundo Costa et al. (2008), estdo
representados na (Tabela 6). O teor de N para o tratamento 0,33 mM de Al e os
teores de calcio nos 5 tratamentos foram inadequados considerando as
concentracdes sugeridas por Costa et al. (2008), porém quando considerados 0s
valores referéncia da prépria analise quimica das plantas, as concentracoes

apresentaram adequadas.

O fésforo e 0 magnésio analisados apresentaram teores elevados em relacdao aos
valores referéncia da analise bem como os sugeridos por Costa et al. (2008), ja para
o cobre e o zinco foram verificados valores abaixo da faixa adequada. Contudo as
plantas ao término do experimento ndo apresentavam aspectos macroscépicos de

deficiéncia ou toxidez nutricional.

Tabela 6 Teores de nutrientes para Passiflora edulis modificado de Costa et al. (2008)

Nutrientes Teores
Nitrogénio (g kg ) 475-525
Fosforo (g kg ) 25-3,5
Potassio (g kg ) 20,0 - 25,0
Calcio (g kg ) 5,0- 15,0
Magnésio (g kg ) 2,5-3,5
Enxofre (g kg ™) 2,0-4,0
Boro (mg kg ™) 25-100
Cobre (mgkg ) 5-20
Ferro (mg kg ™) 100 — 200
Manganés (mg kg ) 50 — 200
Zinco (mg kg ) 45 - 80

Fonte: Costa et al. (2008)

4.5 Prospeccao fitoquimica

Os resultados da prospeccao fitoquimica do extrato bruto etanélico (EBE) das folhas
de Passiflora edulis (Tabela 7) indicaram a presenca de alcaloides, flavonoides,

esteroides para todos os tratamentos, ndo sendo detectada a presenca de saponina
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apenas nos tratamentos controle pH e no tratamento 5,32 mM de Al. A cumarina
apenas nao foi observada no tratamento controle pH, enquanto o heterosideo

antracénico foi observado apenas no tratamento controle pH.

Simoes et al. (2000), relataram para Passiflora spp. a presenca de acidos fendlicos,
cumarinas, fitosterdis e heterosideos cianogénicos, alcalbéides, harmol, harmina
(derivados) e flavonoides. Em estudo fitoquimico, realizado em raizes de P. edulis f.
flavicarpa Zucolotto et al. (2006), identificou esteroides e o triterpeno (3B, 16pB-
diacetoxiurs-12-eno) sendo a primeira vez relatado para as espécies do género
Passiflora.

De acordo com Gosmann et al. (2011), as saponinas sdo componentes presentes
em especialmente P. alata e P. edulis , contudo esta substancia nao foi observada
em estudo realizado por Martins et al. (2010), com extrato de arilo, provenientes de
sementes de P.edulis.

Das substancias analisadas (Tabela 7) apenas o tratamento pH e o tratamento 5,32
mM de Al apresentaram diferencas para 0s grupos: saponina, cumarina e
heterosideo antracénico, sabe-se que os metabdlitos secundarios podem ser
influenciados pelo meio, principalmente em situacdes de falta ou excesso de algum

fator de producéao (Ferro, 2006).

Tabela 7 Andlise fitoquimica do extrato etandlico das folhas de Passiflora. edulis cultivar FB100
tratadas com solugéo nutritiva de Hoagland

Tratamentos

Classe de Metabdlito 0,33mMde 2,66mMde 5,32 mMde

Secundario OmMde Al 0mMde Al Al Al Al

pH 4

Tanino - - - - -
Cumarina + - + + +
Saponina + - + + -
Alcaléide + + + + +
Esteroide/Triterpeno +/- +/- +/- +/- +/-
Flavonoide + + + + +

Heterosideo
antracénico

Naftoquinona - - - - -
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4.6 Quantificacdo de flavonoides

Os valores de absorbancia das amostras do extrato EBE e hexano/diclorometano

foram comparados com a curva de calibragdo de rutina 0,5 mg/mL (Figura 12).
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Figura 12: Curva padréo construida com rutina (0,5 mg/mL) a 420 nm, onde a equacao de correlagao

e o coeficiente de determinagéao obtidos foram y = 0,0273x - 0,0394 e R2 = 0,9993.

Analisando a Tabela 8 é possivel verificar que as concentracdes de flavonoides dos
tratamentos com Al do EBE de Passiflora edulis, apresentaram reducdes em relacédo
aos controles. O controle 0 mM de Al apresentou 4,95 pg/mL de flavonoides
enquanto no controle 0 mM de Al (pH 4) foi observado um valor de 3,16 pug/mL, uma
reducéo de 1,79 pg/mL. No tratamento de 0,33 mM de Al observou-se a menor
concentracdo com 2,07 ug/mL de flavonoides, porém os tratamentos 2,66 € 5,32 mM
de Al apresentaram uma diferenga menor que 0,3 pg/mL em relacdo a esse

tratamento.

Bortolo et al. (2009), sugerem que condi¢cées de diminuicdo da disponibilidade de
recursos pode promover o redirecionamento do carbono fixado da producdo de
metabdlitos primarios para a producdao de metabdlitos secundarios como o0s
flavonoides e outros compostos fendlicos. Entretanto os resultados encontrados
neste trabalho demostraram relacdo inversa, pois quando as plantas foram

submetidas a altas concentragcées de Al houve menor produgédo de flavonoides.
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Estudos realizados com P. venusta em mata e cerrado, com concentragéo de Al
maior na mata, ndo apresentaram diferencas significativas nos teores de fendis e

flavonoides totais entre os individuos de mata e cerrado (Santos & Blatt, 1998).

As concentragdes de flavonoides verificadas para extrato hexano/ diclorometano
(Tabela 8) sugerem que este tipo de solvente pode ser mais eficiente na extracéo
desse metabdlito, uma vez que as concentragdes encontradas neste extrato foram
maiores que a do EBE. No extrato hexano/diclorometano a maior concentragdo de
flavonoides, foi observada no tratamento 0,33 mM de Al, seguido pelos tratamentos
2,66 e 5,32 mM de Al.

Esta diferenca na concentracéo de flavonoides observadas nos dois extratos, podem
estar relacionada ao tipo de solvente utilizado na extracao desse metabdlito, estes
resultados corroboram com os encontrados por Peixoto Sobrinho et al. (2010), que
avaliou os teores de flavonoides de Bauhinia cheilantha obtidos por diferentes
sistemas extrativos sendo as extracbes com acetona 80%, etanol 80% e metanol

p.a. 0s mais eficientes.

Tabela 8 Concentracao de flavonoides nos EBE e extratos hexano/diclorometano

Tratamentos mM de Al Concentracao de flavonoides Concentracao percentual de

(ng/mL) flavonoides
Extrato etandlico

0 4,95 49,5%
0(pH) 3,16 31,6%
0,33 2,07 20,75%
2,66 2,26 22,64%
5,32 2,31 23,11%

Extrato hexano/diclorometano

0 12,85 64,2%
0(pH) 7,14 35,7%
0,33 17,41 87,0%
2,66 12,09 60,4%

5,32 8,12 40,6%
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5 CONCLUSAO

Para os parametros morfoldgicos (massa fresca e seca, de folhas, caule e raizes,
comprimento do caule e a area foliar) ndo foram observadas interferéncias
estatisticamente significativas do Al. Entretanto para a maior concentragédo de Al
(5,32mM), constatou-se reducdes em todos os parametros acima avaliados. O efeito
secundario observado na parte aérea pode ser devido aos danos ocasionados nas
raizes, visto que o Al acumulou-se preferencialmente neste 6rgdo e a maior

concentracao dele nas raizes foi verificada para o tratamento de 5,32mM de AICl;.

Em relacdo a analise nutricional detectou-se, para alguns nutrientes, diferenca nos
valores estipulados como adequados para esta cultivar, porém estas variacées néao
parecem estar relacionadas com o Al, visto que estas também foram verificadas nos
dois controles. Constatou-se também na prospeccao fitoquimica que os grupos
tratados, controle (sem Al) e o controle pH apresentaram 0s mesmos grupos

metabolitos para alcaloides, flavonoides e esteroides.

Contudo observou-se para o tratamento de 0,33mM de Al aumento na concentragao
de flavonoides do extrato hexano/diclorometano e reduc¢des nos tratamentos com Al
para o extrato etandlico, porém estas diferencas na concentragdo dos dois extratos
podem ser justificadas pelo fato do solvente hexano /diclorometano ser mais seletivo

na extragao de flavonoides.

Em suma o Al ndo promoveu alteracdes morfologicas significativas no maracujazeiro
cv. FB 100 cultivadas em solucao nutritiva, porém apresentou alteragdes nos teores

de flavonoides.
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CAPiTULO I

Relacao entre a acao mutagénica e concentracao de flavonoides
totais de plantas de Passiflora edulis sims f. flavicarpa deg Cv. FB
200 “YELLOW MASTER” coletadas em campos com diferentes
concentracoes de aluminio
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1 APRESENTACAO

As plantas medicinais sdo utilizadas cada vez mais ndo s6 no Brasil, como também
em outros paises (SARTI, 2006). O seu facil acesso em feiras livres, mercados
populares e o préprio cultivo em quintais (MACIEL et al., 2002) e baixo custo pode
ser a razao desta utilizacdao principalmente nas regides mais pobre do pais.
Entretanto muitas vezes a populagdo utiliza desse recurso natural de forma
indiscriminada, acreditando que por ser um produto natural ndo possam ocorrer
efeitos colaterais. Esse pensamento € equivocado, pois muitas plantas possuem
reacdes alérgicas ou toxicas. Junior et al. (2005) relatam que um dos efeitos
colaterais mais observados pelo uso de plantas medicinais é a hipersensibilidade
variando de uma dermatite até um choque anafiladtico. Por isso € importante a
realizacdo de estudos que identifiquem os componentes dessas plantas e seus
possiveis efeitos toxicoldgicos, mutagénicos, para que a populacao possa utiliza-los

com seguranca.

Passiflora edulis, também conhecida popularmente por maracuja azedo € bem
utilizada pela populagdo por sua acao terapéutica sedativa, ansiolitica e anti-
inflamatéria (MONTANHER et al., 2007; BENINCA et al., 2007; DENG et al., 2010; LI
et al., 2011). As propriedades terapéuticas das plantas estdo relacionadas com os
seus principios ativos que, na maioria das vezes, sdo produtos do metabolismo
secundario (FERRO, 2006). Os grupos de metabdlitos podem sofrer variacdes na
sua sintese devido a condicbes ambientais adversas como sazonalidade,
temperatura, disponibilidade hidrica e de nutrientes (GOBBO-NETO & LOPES,

2007) aos quais estao expostas.

Estudos realizados com P.edulis apontam os flavonoides como responsaveis pela
acao terapéutica desta espécie (BENINCA et al., 2007; DENG et al., 2010). Existem
trabalhos que relatam a acao dos flavonoides como anti-inflamatérios, antioxidantes,
diuréticos e\\ ansioliticos (FERRO, 2006; COLETA et al.,2008), sendo que algumas
dessas ac¢des sao compativeis com a indicacdo popular para o uso das folhas de
maracuja. Porém na literatura a poucos relatos de estudos toxicolégicos e
mutagénicos para Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg. Um fato que deve ser

considerado é a variacao dentro da espécie, uma vez que cultivares diferentes
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podem apresentar composicao quimica diferente, portanto em estudos toxicoldgicos
e mutagénicos deve se preocupar em especificar a cultivar ou variedades

estudadas.

Existem varios testes para avaliar a atividade mutagénica como, ensaios de
mutagenicidade com Salmonella typhimurium ou teste de Ames, sistema teste de
Allium cepa e teste do micronucleo em células humanas in vitro (RIBEIRO et al.,
2003; VARANDA, 2006; BAGATINI et al., 2007; PERON et al., 2008; FACHINETTO
& TEDESCO, 2009) contudo, o teste do micronucleo em medula 6ssea de roedores
in vivo é tido como um eficiente teste pelas agéncias internacionais e instituicbes

governamentais para as avaliagées de genotoxicidade.

O teste do micronucleo em roedores in vivo detecta agentes clastogénicos e
aneugénicos (RIBEIRO et al. 2003) que pode ocorrer quando substancias danificam
o material genético pela quebra de cromossomos ou pela segregacao cromossémica
anormal. Este evento ocorre durante mitose e os fragmentos cromossdémicos
originados séo envolvidos por uma membrana nuclear e um pequeno ndcleo (micro)
se formara (Figura13). A quantificagdo desse micronucleo podera ser avaliada
através da anadlise dos eritrocitos policromaticos (EPC). Como o tempo de vida
dessas células é relativamente curto, o surgimento de micronlcleos deve ser

resultante de danos cromossOmicos recentes.

Substéancia
Teste

™ @ <« Expuisio do Nicleo
Vi @ ©

WOO. 8

t

Micronucleo

Figura 13: Divisdo mitética da linhagem eritrocitaria com formacédo de microndcleo, induzida pela
substancia teste. Apos a expulsdo do nucleo principal observa-se a permanéncia do micronucleo
no citonlasma das células filhas (Modificado de Almeida. 2008).
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O aumento da frequéncia de microndcleos (MNs) indica a genotoxicidade da
substancia testada e a verificacdo da citotoxicidade é observada pela relacdo de
células policrométicas e normocromaticas (ENC) EPC/EPC+ENC (ALMEIDA, 2008).

Portanto o objetivo desse trabalho compreendeu, em relacionar a concentracdo de
flavonoides nos extratos de folhas das plantas coletadas nos campos de cultivo de
Passiflora edulis cv. FB200 expostas a diferentes concentragdes de Al com o seu
potencial mutagénico.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a relagdo entre a acdo mutagénica e a concentracdo de flavonoides
produzidos por plantas de Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg cv. FB200 “Yellow

Master” quando cultivadas em solos com diferentes concentracdes de aluminio.

2.2 Objetivos especificos

- Mensurar o aluminio e os nutrientes presentes no solo das plantagdes de

maracujazeiro da cultivar FB 200;
- Verificar a presenga de aluminio e de nutrientes nas folhas da cultivar FB 200;

- Realizar prospeccéo fitoquimica das folhas da cultivar FB 200 submetidas a solos
com diferentes concentracdes de Al;

- Determinar a concentracdo de flavonoides totais presentes no extrato

hexano/diclorometano das folhas;

- Avaliar o potencial mutagénico dos extratos hexano/diclorometano das folhas de
Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg cv. FB200, em trés concentracdes dos

extratos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Localizacédo da area de cultivo

Os espécimes da cultivar FB 200 utilizados neste estudo foram provenientes de
cultivos de 3 fazendas localizadas no municipio de Jaguaré-ES (Figura 14 A). As
areas foram plotadas através do sistema de coordenadas Unidade Transistor de
Mercator UTM (WGS84), onde duas plantacbes de maracuja se localizam a X:
0390038 Y: 7903486 e a 52 m do nivel do mar e a terceira plantagdo a X: 0387968
Y: 7901355 a 2m do nivel do mar.

3.2 Escolha da area de coleta

A escolha da area trabalhada foi definida com visita as fazendas de cultivo do
maracujazeiro cv. FB 200 (Figura 14 A)., onde foram realizadas observacdes visuais
e coleta do solo para analise (Figura 14 B). Posteriormente as areas foram definidas

com base nas concentragdes de aluminio disponivel (Anexo 2), sendo:
-Campo 1: 0,0 mM de aluminio e pH 6
-Campo 2: 0,33 mM de aluminio e pH 5,6

-Campo 3: 2,6 mM de aluminio e pH 4,7

PR Lo T S O
Figura 14: Vista parcial da area de cultivo Campo 2. (A) local onde foram coletadas folhas da cv.
FB200 para prospeccgao fitoquimica, quantificagdo de flavonoides e mutagénese; (B) detalhe da

coleta do solo das areas estudadas para posterior analise laboratorial da concentragao de aluminio
(Fonte: arquivo fotografico do autor).
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O procedimento de coleta das folhas ocorreu manualmente por processo de catacao
durante o periodo da manha. Posteriormente cada conjunto de folhas coletadas de
cada espécime foi acondicionado em sacos de papéis individuais e devidamente
identificados e, em seguida, submetidas a secagem em estufa aberta a 40 °C.

3.2.1 Delineamento experimental

Na primeira parte do trabalho foi realizada a prospecc¢ao fitoquimica utilizando o
extrato bruto etandlico (EBE) das folhas de Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg
cv. FB200, cultivadas em solos contendo diferentes concentragées de Al (Figura 15
A). Posteriormente foi realizada a quantificacdo dos flavonoides utilizando o extrato
hexano/diclorometano (HEX/D) das folhas da cultivar FB 200 provenientes de solos

com aluminio presente em diferentes concentragdes (Figura 15 B).

Campo1: 0.0 mM de Al + Folhas da cv FB 200+ EBE —+ Prospeccio Fitoguimica A

Campo 2: 0,33 mM de Al -+ Falhas da cv.FB 200 + EBE —+ Prospeccio Fitoquimica
Campo 3. 266 mM de Al -+ Folhas da cv.FB 200 + EBE —+ Prospeccio Fitoguimica

Campo 1. 0,0 mM de Al + Folhas da cv.FB 200 - Extrato Hex/D —+ Qantificacdo de flavondides

Campo 2. 0,33 mi de Al * Folhas da cv.FB 200 —+ Extrato Hex/D =+ Quantficagio deflavondides
Campo 3: 2 66 mM de Al -+ Folhas da ov.FB 200 - Extrato Hex/D * Quantificacio de flavondides

Figura 15: Esquema da 12 parte do trabalho realizado no Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais, do Departamento de Farmacia da UFES onde A representa a prospecc¢éo fitoquimica e B
a quantificagdo de flavonoides.

A segunda parte do trabalho compreendeu a avaliacao do potencial mutagénico do
extrato das folhas de Passiflora edulis variedade FB 200 cultivadas em solos com
variagdes em suas concentracdes de Al. Para avaliar o potencial mutagénico destes
extratos foi realizado o teste do micronucleo em medula éssea de roedores (Mus
musculus) in vivo, tratados com extratos HEX/D preparados a partir das folhas da cv.

FB 200. Selecionaram-se trés concentragdes do extrato (100, 250 e 500 mq) para a
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realizacédo do teste, sendo que para cada concentragao, seis animais foram

utilizados e duas laminas por animal foram preparadas (Figura 16).

[Extrato seco] ~ N® deanimais por concentracdo  N° total de liminas

1

Campo 1:0,0 mM de .-'«Il QlFohasda oV FB 200‘ » |Ex|rato Hex/D 00 mg ] 12
20 mg 3 12
500 mg 6 12

[Extrato seco] N® de animais por concentracdo N® total de Eminas

100
Campo 2 0,33 mM oe»u‘ ¢|Fohas da ov.FB 200‘ » |Extrato HewD ™ 5 12
250 mg 12
6
500 mg 6 12
|Extrato sece)  N® deanimais por concentragio  N° fotal de lBminas
100
Campo 3: 2,66 mi de-oll‘ - ‘Fomasda oV FB 2DD| » ‘Extr:alo He:cJD| ™ 6 2
250 mg & 12
500 mg 6 12

Figura 16: Esbogo da 22 parte do trabalho, realizado no Laboratério de genética vegetal
toxicoldgica- UFES.

3.3 Obtencao dos extratos

As folhas secas foram trituradas em um aparelho elétrico caseiro até a obtencao de
um p6. Com este material foram produzidos dois tipos de extratos: o EBE e o
HEX/D. O procedimento foi realizado no laboratério de Genética Vegetal e
Toxicolégica do Departamento de Ciéncias Biolégicas da UFES. Para facilitar a
compreensao do trabalho os extratos das folhas da cultivar FB 200 exposta a 0; 0,33

e 2,66 mM de Al no solo foram designadas respectivamente de T1; T2 e T3.
3.3.1 Extrato Bruto Etandlico (EBE)

O po6 das folhas de cada tratamento foi submetido a extracao pelo solvente etanol
P.A por 72 horas, depois foi filtrado utilizando-se papel filtro e o material obtido foi



55

levado a estufa para a completa secagem (Figura 17). ApGs este procedimento os

extratos foram armazenados na geladeira até a realizacao dos experimentos.

Figura 17: Procedimento de secagem
dos extratos em estufa. (Fonte:
arquivo fotografico do autor)

3.3.2 Extrato Hexano/Diclorometano (HEX/D)

O pé das folhas dos tratamentos (T1, T2 e T3) foi submetido a solvente extrativo 1:1
(V: V) de HEX/D por 72 horas, a temperatura ambiente e protegida da luz (Figura
18). Posteriormente a solucao extrativa foi filirada e seca em um evaporador rotativo
e armazenado em geladeira até a realizacdo dos experimentos.

Figura 18: Acondicionamento dos extratos
devidamente identificados e armazenados sob
a protecao de luz por 72 horas. (Fonte: arquivo
fotografico do autor)
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3.4 Determinacdo da massa seca

A determinacdo da massa seca foi realizada através do aquecimento de 100 mg de
extrato HEX/D em uma placa aquecedora até a completa evaporacédo da agua ainda
presente. Durante o processo de aquecimento o extrato foi submetido a pesagens
até que o valor da massa nao se alterasse por trés vezes consecutivas. Em 100 mg
de extrato fresco foram obtidos os seguintes valores:

> 34,1 mg de massa seca do extrato T1;
> 34 mg de massa seca do extrato T2;
> 37,9 mg de massa seca do extrato T3;

As concentracoes dos extratos (100, 250, 500 mgq) utilizadas para o teste do

micronucleo foram baseadas na massa seca.

3.5 Analise quimica das folhas da cultivar FB 200

As analises nutricional e de aluminio das folhas da cv.FB200 dos trés tratamento,
foram realizadas pelo Laboratério de Analise Agrondmica e Consultoria LTDA-
FULLIN na cidade de Linhares — ES. Os resultados encontram-se dispostos no
Anexo 3.

3.6 Prospeccéo fitoquimica

Com a finalidade de identificar grupos de metabdlitos secundarios (alcalbides,
flavonoides, saponina, triterpenos, esterdides, taninos, cumarina, heterosideo
Antracénico e naftoquinona) foram realizados testes qualitativos a partir do EBE de
cada tratamento, segundo metodologia proposta por Costa (1982). Esta metodologia
foi a mesma aplicada para a prospeccéo fitoquimica de Passiflora edulis (FB100)
submetidas a diferentes concentragcdes de Al em solucdo nutritiva € encontra-se

detalhadamente descrita no capitulo 1.
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3.7 Quantificacdo espectrométrica de flavonoides

A partir dos extratos de HEX/D das folhas da cultivar FB200 foi determinada a
concentracdo de flavonoides através da quantificacdo espectrométrica, segundo
metodologia proposta por Costa (1982) e Rusak et al (1993) com algumas

modificacdes. Esta metodologia encontra-se detalhadamente descrita no capitulo 1.

3.8 Teste do micronucleo
3.8.1 Animais

Para a realizacao do teste do micronucleo utilizou-se camundongos (Mus musculus)
machos de 6 a 8 semanas de vida criados no biotério do Centro de Ciéncias da
Saude (CCS) da UFES, apés apreciacdo e aprovagao do projeto pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA-UFES), sob o protocolo n® 076/2011. Os animais
foram mantidos em gaiolas, com alimentacdo e agua ad libitum e temperatura

controlada no biotério.

3.8.2 Tratamento dos animais

O experimento para analise da mutagenicidade foi realizado segundo metodologia
proposta por Ribeiro et al. (2003). Para cada tratamento (T1; T2 e T3) foram
determinadas trés concentragcbes do extrato (100; 250 e 500 mq) e na realizagao dos
teste utilizaram-se 6 animais para cada concentracdo. Os animais foram
identificados, separados por grupos de tratamento ao acaso e pesados (Figura 19A)
para determinacao da dose (0,1 mL solucéo para cada 10 gramas peso corporal) a
ser administrada por gavage. Apds 24 horas do tratamento foram eutanasiados por
deslocamento cervical e coletou-se a medula éssea para posterior analise de

eritrocito policromatico micronucleado.
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Grupos de animais controle positivo (ciclofosfamida 50 mg kg™'), negativo (solucdo
de cloreto de sédio 0,9%) e do solvente (dimetilsulfoxido- DMSQO) foram incluidos
para os testes juntamente com o0s grupos tratados. No controle positivo
(ciclofosfamida 50 mg kg') foram utilizados seis camundongos previamente
identificados, pesados para determinacdo da dose a ser aplicada, por via
intraperitoneal. O mesmo numero de animais foi-utilizado tanto no controle negativo
(solucao de cloreto de sédio 0,9%) e como no controle solvente (dimetilsulfoxido-
DMSO), sendo as administracées das substancias realizadas via gavage. O tempo
de exposicao, a substancia e o método de eutanasia para todos os controles foram
0Ss mesmos usados para grupos tratados.

3.8.3 Etapas para a realizacao do teste do micronucleo

Para cada concentracao pré-determinada dos extratos (100, 250 e 500mg), pesou-
se o extrato umido e que em seguida foi diluido em 10 mL de DMSO. A preparacao
destas solucdes (Figura 19B) foi realizada minutos antes de tratar os animais sendo
administradas via gavage (Figura 19C). Apos as 24 horas do tratamento os animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical e os fémures foram retirados (Figura
19D). Uma seringa contendo soro fetal foi injetada no fémur para extracdo da
medula 6ssea (Figura 19E) que foi depositada em tubo de ensaio e em seguida o
material foi ressuspendido no soro bovino por varias vezes, com auxilio de uma
pipeta de Pauster, obtendo-se uma solugdo homogénea. Esta foi centrifugada por 5
minutos, a 1000 rpm (Figura 19F) sendo o sobrenadante descartado e o sedimento
(Figura 19G) novamente ressuspendido em 0,5 mL de soro bovino. Utilizaram-se
duas gotas dessa suspensao (Figura 20A) para a preparag¢ao de cada lamina pelo
método do esfregaco (Figura 20B), que foram entdo secas ao ar (Figura 20C) e ap6s
24 horas fixadas em metanol (CH3OH) por 10 minutos.
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Figura 19: Sequéncia das etapas de tratamento e retirada de material
para analise de micronucleo. (A) pesagem para estabelecimento da dose
administrada; (B) preparo da substancia teste; (C) administracao por via
oral (gavage); (D) extragéo do fémur; (E) retirada da medula éssea com
auxilio de seringa preenchida com soro fetal bovino; (F) centrifugacao da
suspencao; (G) porcdo da medula sedimentada no fundo do tubo de
ensaio. (Fonte: arquivo fotografico do autor)

As laminas foram coradas com corante Leishman puro por 3 minutos € em seguida
transferidas para cuba de coloragédo contendo solugao (1:6) de corante e agua por
12 minutos (Figura 20D). Em seguida as laminas foram lavadas em agua destilada
por varias vezes e colocadas para secar. Os eritrocitos policromaticos (EPC)
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apresentaram coloracdo roxeada e os eritrocitos normocromaticos (ENC) coloracéo

rosada.

Figura 20: Preparacao de laminas para a analise de micronucleos. (A)
adicao de 2 gotas de suspenséao contendo as células da medula 6ssea;
(B)aplicacdo do método do esfregaco; (C) etapa de secagem das
laminas ao ar; (D) laminas na cuba de coloracdo contendo leishman
(vista superior). (Fonte: arquivo fotografico do autor)

3.8.4 Analise das laminas

As laminas devidamente identificadas foram analisadas em microscépio Optico
(Nikon/Eclipse E 200) com aumento de 1000 vezes (objetiva) e a frequéncia de
micronucleos foi determinada pela analise de 2000 eritrocitos policromaticos (EPC)
por animal (Figura 21). A citotoxicidade também foi avaliada considerando a relagéo
de eritrcitos policromaticos (EPC) e eritrécitos normocromaticos pela razao
EPC/EPC+ENC em 200 células contadas.

Figura 21: Fotos das andlises das laminas de células da medula déssea de
camundongos. (A) setas indicam os eritrocitos policromaticos (EPC); (B) seta indicando
micronicleo em eritrocitos policromaticos; (C) seta indicando o eritrécito
normocromatico. (Fonte: arquivo fotografico do autor)
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3.8.5 Analise estatistica

Para os dados paramétricos foram utilizados a andlise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas usando-se o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Ja os dados nao paramétricos foram submetidos a um tratamento estatistico
utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 1% de probabilidade. Foi utilizado
o programa ASSISTAT versao 7.6 beta (2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise de nutrientes e de aluminio no solo

De acordo com a analise quimica dos solos (Tabela 9) foi verificado que os campos
1, 2 e 3 apresentaram respectivamente baixos valores para (K e Mg); (Ca, Mg e MO)
e (K, Ca e Mg) e acidez média (5,1-6,0) a elevada(< 5) quando comparado com
valores referéncia. Estes resultados corroboram os encontrados por Pires et al.
(2003), onde observaram baixos teores de P, K, Ca, Zn e Cu e baixo pH ao
avaliarem as principais unidades de solo no Espirito Santo. Candido et al. (2009)
também verificaram na microrregidao do caparaé (ES) solos com baixos teores de P,
K, Ca, valores médios de Mg, acidez ativa elevada em 38% dos solos e 52% com
acidez ativa média ja os teores de Al*> trocavel foram observadas na faixa de baixo a

médio.

Na analise quimica dos solos o campo 1 apresentou os melhores resultados em
relacdo a quantidade de nutrientes verificados, o qual pode ser explicado por um
valor de pH mais adequado para a absorcéao de nutrientes.

Tabela 9: Resultado da andlise quimica dos solos coletados nos campos de cultivo de Passiflora
edulis utilizadas neste estudo.

Valor referéncia
A i Campo Campo Campo (FULLIN)
Parametro analisado 01 02 03

Classificacao baixo

Fésforo-Mehlich mg/dm?® 11 35 10 <10
Potassio mg/dm® 30 68 37 <60
Calcio cmoly/dm® 23 1,4 1,0 <15
Magnésio cmol,/dm?® 0,5 0,3 0,2 <06
Aluminio cmol/dm® 0,0 0,1 0,8 <04
H+Al cmol/dm® 1,2 2,0 4,0 <2,6
Matéria Organica (MO) dag/dm?® 1,6 1,5 2,1 <16
Acidez Elevada

pH em agua 6,0 5,6 4,7

<5,0

Fonte: Laboratério FULLIN

O aluminio é um elemento que esta relacionado com a acidez do solo, quando
deslocado dos sitios de adsorgdo para a solucdo este hidrolisa produzindo ions H™,
logo o Al trocavel gera acidez ativa que existia em potencial (NETO et al., 2001).
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Essa relagdo foi observada nos solos com maior concentracdo de Al*® trocavel
(campo 2 e 3) onde foi verificado a reducao do pH (Tabela 9).

4.2 Analise nutricional e de aluminio das folhas da cultivar FB 200

Os resultados da analise foliar (Tabela 10) apresentaram variacdo em relagcao aos
valores considerados adequados por Borges (2005). O campo 1 apresentou para o
N, P, Ca e Cu valores de 2,97 g.Kg",1,26 g.Kg", 2 g.Kg"' e 28 mg.Kg™" acima do
valor méximo considerado 6timo, j4 o K apresentou 1,1 g.Kg' abaixo do valor
minimo. No campo 2 foram observados para o N, Ca e S respectivamente aumento
de 3,6 g.Kg™', 2,63 g.Kg" e 1,04 g.Kg™' do valor maximo estabelecido e reducéo de
9,22 g.Kg' para o K em relagdo ao valor minimo recomendado. Verificou-se no
campo 3 reducdes de 0,41 g.Kg' e 547 gKg' para P e K respectivamente
considerando o valor minimo da faixa adequada e valores de 7,23 g.Kg" de Ca e 10
mg.Kg" de Cu superiores aos ao valor maximo da faixa. Constatou-se que as
demais concentracées de nutrientes dos campos apresentaram dentro das faixas

consideradas adequadas por Borges (2005).

Tabela 10: Resultado da andlise nutricional das folhas de plantas coletadas nos campos de cultivo de
Passiflora edulis utilizadas neste estudo.

Faixas de teores

Parametro analisado Campo 01 Campo 02 Campo 03 otimos
Borges (2005)

Nitrogénio g.Kg™ 61,67 62,30 54,81 40,0 — 58,7
Fésforo-Mehlich g.Kg™ 6,26 4,11 2,49 2,9-5,0
Potassio g.Kg" 25 16,88 20,63 26,1 - 45,0
Célcio g.Kg™ 22 22,63 27,23 5,5 - 20,0
Magnésio g.Kg™ 3,56 3,62 4,50 29-56
Enxofre g.Kg" 4,96 6,24 5,11 3,0-5.2
Ferro mg Kg-1 150 172 150 76,2 —200,0
Zinco mg.Kg™ 52 44 38 25,0 - 80,0
Cobre mg.Kg™ 48 14 30 3,9-20,0
Manganés mg.Kg™ 326 223 94 84,5 -600,0
Boro mg.Kg™ 31 36 45 27,9 -69,4

Fonte: Laboratorio FULLIN
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Variacbes nos teores dos nutrientes de mudas de Lychnophora pinaster também
foram observados por Oliveira Junior et al. (2006) estudando o efeito da calagem e
adubagao no crescimento e acumulo de nutrientes e aluminio na parte aérea desta

espécie.

Nas analises de aluminio foliar foram verificadas diferencas estatisticamente
significativas entre os espécimes expostos a concentragdo de 0 e 0,1 cmol,/dm? (ou
0,33mM) de Al e os espécimes expostos a 0,8 cmol./dm®(ou 2,66mM) de Al (Tabela
11). A maior concentragdo de Al observada no campo 3 ndo resultou em maiores
teores de Al nas folhas. Este efeito também foi observado por Veloso et al. (1995)
em Piper nigrum, L., cultivadas em solucdo nutritiva com diferentes doses de Al,
onde foram observados valores elevados de Al nas folhas nas doses de 5e 10 mg L
' e nas doses de 20 e 40 mg L™ ocorreram redugédes do Al foliar.

Tabela 11: Resultado da quantificacdo de Al nas folhas de plantas coletadas nos campos de cultivo
de Passiflora edulis utilizadas neste estudo.

Tratamentos pH Quantidade de Al nas folhas (mg.Kg™)
Campo 1 0,0 mM de Al 6,0 47.613 a
Campo 2 0,33 mM de Al 5,6 58.273 a
Campo 3 2,66 mM de Al 47 24.686 b

Fonte: Laboratério FULLIN
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

No campo 1 mesmo na auséncia de Al nos solos as folhas apresentaram valores
elevados de Al foliar. Estes resultados foram similares ao de Veloso et al. (1995), em
Piper nigrum, L., que relatou ser comum em plantas superiores encontrar cerca de

200 ppm de Al na matéria seca.
4.3 Prospeccéo fitoquimica das folhas da cultivar FB 200

A prospeccgao fitoquimica possibilita a identificacdo dos constituintes do vegetal,
principalmente dos compostos originario do metabolismo secundarios envolvidos ou
ndao com a acao bioldgica (SONAGLIO et al., 2000). Na prospeccéao fitoquimica
realizada com o EBE das folhas da cultivar FB200 coletadas em trés campos
expostos a diferentes concentragdes de Al (Tabela 12) constatou-se a presencga dos
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grupos saponinas, esteroides e flavonoides para os trés tratamentos, verificou-se
para o tratamento 1e 2 a presenca de heterosideo antracénico. A funcéo biolégica
dos flavonoides nas plantas esta relacionada com reacdes contra infe¢des virais e
fungicas, atracao de insetos polinizadores, regulacdo do desenvolvimento vegetal e
na acao antioxidante das células vegetais (FERRO, 2006; TAIZ et al., 2009).

Ja no homem os flavonoides possuem atividade antimicrobiana, diurética, anti-
inflamatéria, antioxidante, antiviral, fortalecimento dos vasos capilares, ansiolitica
entre outras fungdes (PENG et al., 2003; FERRO, 2006; DORNAS et al., 2007;
COLETA et al., 2008). Os esteroides sao utilizados como cardiotonicos, precursores
de vitamina D, anticoncepcionais e agentes anti-inflamatérios (ROBBERS et al.,
1997), as saponinas possuem atividade hemolitica, anti-inflamatéria, diurética e
formam complexos com esteroides possibilitando uma acao antifungica (SCHENKEL
et al.,, 2000; FERRO, 2006; OLIVEIRA & FIGUEIREDO, 2007). A presenca de
saponinas, esteroides e flavonoides nos extratos das folhas de P. edulis é
responsavel pelos efeitos terapéuticos do maracuja, uma vez que algumas das
propriedades medicinais dessa planta séo atribuidas a esses metabdlitos.

Tabela 12: Andlise fitoquimica do EBE das folhas de Passiflora. edulis cultivar FB200 cultivadas em
campos com diferentes concentragdes de Al

Tratamentos
Classe de Metabolito T1 T2 T3
Secundario 0,0 mM de Al 0,33 mM de Al 2,66 mM de Al

Tanino
Cumarina
Saponina + + +
Alcaloide
Esteroide/ Triterpeno +/- +/- +/-
Flavonoide + + +
Heterosideo antracénico - + +

Naftoquinona

Na triagem fitoquimica de Passiflora serratodigitata L foram detectados alcaléides,
flavonoides e taninos (STRASSER, 2011), as saponinas sado observadas
especialmente em P.alata e P.edulis, ja os flavonoides C-glicosilados sao
frequentemente encontrados nas espécies de Passiflora (GOSMANN et al., 2011).
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Segundo Zucolotto et al. (2006), as variedades de P.edulis (P. edulis f. flavicarpa
Degener e P. edulis Sims) apresentam diferencas nos aspectos morfolégicos e
possivelmente nos constituintes quimicos também, por isso a importancia de

especificar a variedade a ser estuda nos trabalhos.

4.4 Quantificacdo de flavonoides utilizando extrato hexano/

diclorometano

Os resultados da quantificagdo de flavonoides (Tabela 13) indicaram maior
concentracdo da substancia para o tratamento (T2), o tratamento (T1) e (T3) néo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre si, porém diferenciaram

estatisticamente do tratamento (T2).

Tabela 13: Concentracdo de flavonoides utilizando o extrato hexano/diclorometano de folhas de
P.edulis cultivar FB200 cultivadas em campos com diferentes concentragdes de Al

Tratamentos Concentracao de f(!?vonoides Concentracao pgrcentual de
(ng/mL) flavonoides
Extrato hexano/diclorometano
T1 (0,00 mM de Al) 11,16 b 55,8%
T2 (0,33 mM de Al) 13,92 a 69,6%
T3 (2,66 mM de Al) 10,62 b 53,12%

) Os dados s&o médias das absorbancias por tratamento. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Em estudo realizado com Camellia sinensis, Chen et al. (2011) verificaram que o
aumento da concentracdo de Al em hidropdnica promoveu maiores niveis na
concentragdo total de substdncias fendlicas. Também observaram que o Al
estimulou a absorcédo de Ca, Mg, K e Mn enquanto a absorcdo dos elementos Fe,
Cu e Zn foi reduzida. Ao contrario este trabalho verificou para as folhas do
tratamento (T3), os elementos Fe, Mg, Mn e Zn mantiveram-se dentro da faixa

adequada, o Cu acima e o K abaixo.

Analisando o teor de flavonoides e nutrientes das folhas de Passiflora edulis Sims f.
flavicarpa Freitas et al. (2007), obtiveram maiores teores de rutina, vitexina e
flavonoides totais nas folhas mais jovens. Além disso, verificaram também para
estas folhas maiores teores de N, P, K e Zn e menores quantidades para os
elementos Ca, Mg, B, Cl e Mn nas folhas mais jovens.
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Os compostos fendlicos, tais como os flavonoides e acidos hidroxicindmicos (HCA) e
seus precursores podem apresentar atividade antioxidante em células vegetais,
porém também demonstram acao pré-oxidante em determinadas condi¢des, como a
presenca do Al** nos tecidos vegetais que pode aumentar a capacidade de
peroxidacéo lipidica de radicais fenoxil. Este radical pode exibir atividade citotoxica
pré-oxidante quando o seu tempo de vida € prolongado por efeito desse metal
designado de spin-estabilizante (SAKIHAMA et al., 2002).

4.5 Analise mutagénica

A DL 50 é a dose letal capaz de induzir o 6bito de 50% da populagéo. Utiliza-se este
teste para avaliar a toxicidade aguda das substancias, porém neste estudo nao foi
realizada, devido existéncia de trabalhos que ja relataram a dose letal do extrato
etandlico de folhas de Passiflora edulis. O valor encontrado por Rojas et al. (2006)

foi de 10 687 mg.Kg ' sendo classificada como nao téxica.

Na andlise do teste de mutagenicidade o tratamento T1 (Tabela 14) para a

concentracdo de 100 mg.Kg

nao diferiu dos controles negativo e solvente
(CDMSO0). Ja as concentragdes de 250 e 500 mg.Kg ™' diferiram dos controles
negativo, solvente e positivo e também diferiram entre si. Porém as médias
observadas para estas duas concentragbes em T1 foram menores que as
verificadas para o controle negativo. Essa situacdo evidencia que os extratos do
tratamento T1 nas trés concentracbes testadas ndo promoveram danos
cromossémicos nos eritroblastos de camundongos (Mus musculus). Resultados
similares foram encontrados por Remigio et al. (2001) em estudo com seis extratos
de plantas medicinais, observaram que o extrato de Passiflora incarnata L nao

induzia o aumento de micronucleos.

Para o tratamento T2 (Tabela 14) as concentragdes de 100 e 500 mg.Kg ' diferiram
dos controles negativo, solvente e positivo, a concentracdo de 250 mg.Kg
apresentou-se no limiar entre o controle DMSO e a concentragdo de 500mg.Kg™”. Os
resultados para esse tratamento demonstram um aumento na incidéncia de
microndcleos quando comparado com o controle negativo, indicando potencial
mutagénico, porém significativamente diferente do controle positivo. Este tratamento

apresentou para seus extratos a maior concentracao de flavonoides e potencial
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mutagénico para todas as concentracées do extrato testado demostrando uma
possivel relagdo entre concentracéo de flavonoides e o potencial mutagénico. Barca
(2008) estudando mutagénese induzida por flavonoides presentes decocto da casca
de Schinus terebinthifolius Raddi relatou que os flavonoides s&o responsaveis pelo
potencial mutagénico do extrato da aroeira e que as lesdes geradas sdo oxidativas.
O autor ainda prop6s que os flavonoides possam gerar espécies reativas de
oxigénio de duas formas, por mecanismo envolvendo metais ou pela presenca de

grupamento hidroxilas na molécula de flavonoides.

No tratamento T3 (Tabela 14) apenas a concentracdo de 500 mg.Kg ' apresentou
diferenca significativa em relacdo aos controles negativo, solvente e positivo. As

concentragdes de 100 e 250 mg.Kg

nao diferiram dos controles negativos.
Portanto somente a maior concentracdo do extrato induziu danos cromossémicos
nos eritrocitos policromaticos em medula 6ssea de camundongos. Um dos primeiros
estudos a demonstrar um resultado similar para o género Passiflora, foi o trabalho
de Boeira et al. (2010) com Passiflora alata Curtis, onde observaram o aumento da
frequéncia de micronucleos em células de sangue periférico de camundongos na

maior dose testada.

Tabela 14: Frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMNs) em medula 6ssea de
camundongos (Mus musculus) machos tratados com trés concentragbes do extrato
hexano/diclorometano de folhas de P.edulis cv. FB200 cultivadas em campos com diferentes
concentracoes de Al e os respectivos controles

Tratamentos N2 de animais N2 de células Média de micronticleos (EPCMNSs)
T1 T2 T3
CN 6 12.000 6,66 c 6,66 e 6,66 d
CDMSO 6 12.000 8,00 b 8,00d 8,00 ¢c
CP 6 12.000 60,33 a 60,33 a 60,33 a
Extrato

hexano/diclorometano

*100 mg.Kg™ 6 12.000 7,16 bc 11,0b 6,16 d
*250 mg.Kg'™ 6 12.000 5,5d 8,33 cd 7,33 ¢
*500 mg.Kg™ 6 12.000 50e 9,33 ¢ 9,33 b

T1: Extrato hexano/diclorometano de folhas de P.edulis cv.FB200 cultivada em campo com concentracdo 0 de Al;
T2: Extrato hexano/diclorometano de folhas de P.edulis cv.FB200 cultivada em campo com concentragéo 0,33
mM de Al; T3: Extrato hexano/diclorometano de folhas de P.edulis cv.FB200 cultivada em campo com
concentragdo 2,66 mM de Al CN: Controle negativo (solugdo de NaCl 0,9%); CDMSQO: Controle do solvente
(dimetilsulfoxido- DMSO); CP: Controle positivo (ciclofosfamida 50 mg kg'); * Tratamento agudo utilizando o
extrato hexano/diclorometano em trés concentragbes por um periodo de 24 horas Foi aplicado o teste de
Kruskal-Wallis ao nivel de 1% de probabilidade. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si.
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Para a determinagdo da citotoxicidade na medula déssea, foi analisada a relagéao
EPC/ EPC+ENC em 200 células e os resultados observados n&o indicaram
diferencas estatisticas entre os tratamentos e os controles (Tabela 15). Entretanto os
valores dos tratamentos (T1; T2 e T3) para as concentragdes de 100 e 250 mg.Kg ™
apresentaram uma reducdo menor que 10% do controle negativo (NaCl 0,9%). As
concentragdes de 500 mg.Kg™ dos tratamentos T2 e T3 apresentaram depressio
dos EPC, porém nao atingiram os valores do controle positivo. Segundo Ribeiro et
al. (2003), a toxicidade excessiva esta relacionada com a redug¢do de 80% ou mais
do valor do controle. Logo os resultados para estes tratamentos mostraram auséncia
de citotoxicidade, evidenciando que o extrato ndo interferiu no processo de
maturagdo dos EPC. Em estudos realizados com Passiflora alata, observou-se que o
extrato de P. alata ndo causou citotoxicidade significativa em nenhuma das doses

testadas nem mesmo no controle positivo (BOEIRA, et al. 2010).

Tabela 15: Relagao de EPC/(EPC+ENC) analisados em 200 eritrcitos por animal para verificagdo da
citotoxicidade

Tratamentos Média da relacao EPC/(EPC+ENC)
T1 T2 T3
CN 0,86 a 0,86 a 0,86 a
CDMSO 0,79 a 0,79 a 0,79 a
CP 0,72 a 0,72 a 0,72 a
100 mg.Kg™ 0,80 a 0,80 a 0,85 a
250 mg.Kg 0,83 a 0,81 a 0,82 a

500 mg.Kg'1 0,80 a 0,78 a 0,75 a
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5 CONCLUSAO

Em relacédo a analise quimica dos solos, o Mg foi o elemento encontrado em baixas
concentracdes nos trés campos avaliados. J& o Ca mostrou valores baixo em solos
com pH &cido. Apenas o campo 3 com as maiores concentracdes de Al disponivel
apresentou acidez elevada (4,7). As analises nutricionais das folhas apresentaram
em geral uma variacdo acima ou abaixo, no entanto, com valores (bem préximos)
dos adequados. Apenas para o campo 1 e 3 houve um aumento acentuado de Cu e

uma reducéao de 38 % de K para o campo 2 em relacao ao valor minimo adequado.

Na prospecgéao fitoquimica os componentes majoritarios para os trés extratos das
folhas de P.edulis coletadas em campos expostos a diferentes concentracdes de Al,
foram as saponinas, esterdides e os flavonoides. Verificou-se para o tratamento (T2)
a maior concentracao de flavonoides, este tratamento também apresentou para
todas as concentracdes do extrato potencial mutagénico. Os extratos das folhas do
tratamento (T3) demonstraram potencial mutagénico apenas para a concentracéo de
500 mg. A citotoxicidade nao foi observada nos extratos das folhas P. edulis cv. FB

200 coletadas em campos expostos a diferentes concentracdes de Al

Em resumo, tanto os nutrientes do solo como os foliares apresentaram, de forma
geral, pequenas variagdes. Os compostos quimicos detectados para P.edulis cv. FB
200 foram saponinas, esteroides e os flavonoides. Os extratos das folhas de P.
edulis do tratamento T2 apresentaram maior concentragdo de flavonoides e
provavelmente este pode ter induzido a mutagenicidade em células de medula

0ssea de camundongos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A hipotese proposta no inicio deste trabalho de que cultivos de Passiflora edulis.
expostos a alta concentracado de aluminio disponivel no solo resultaria em maior teor

de flavonoides capazes de provocar atividade mutagénica, nao foi confirmada.

Este trabalho auxilia na discusséo sobre a real influéncia do aluminio disponivel em
atividades metabdlicas e ontogénicas de cultivares de Passiflora edulis. Algumas
consideracdes e reflexdbes sdo levantadas a seguir como intuito de instigar o

desenvolvimento de mais pesquisas nessa area do conhecimento.

Uma vez que os resultados ndo apresentaram alteragdes morfoldgicas significativas
poder-se-ia considerar de imediato que o aluminio disponivel ndo tem influéncia na
ontogenia dessa planta. Entretanto, o tempo de exposicdo a essa condicdo
estabelecida neste trabalho foi de duas semanas. A oportunidade de se aumentar
este periodo de exposicao e iniciar o tratamento com a planta ainda mais jovem é
visto aqui como uma perspectiva para futuros estudos, sobretudo para aqueles de
médio e longo prazo de execucgao, que envolvam a cultivar FB100.

O potencial mutagénico mais significativo, o qual foi observado na concentracao
intermediaria de aluminio disponivel (0,33mM), aponta para a possibilidade de
indagar se ha um limiar de concentragdo de aluminio disponivel que promova um
alto nivel de flavonoides em érgaos vegetais com alto metabolismo, como é o caso
das folhas. Estudos adicionais com outros testes para avaliar a relacdo da atividade
mutagénica de Passiflora edulis com a sua concentragdo de flavonoides, em outras

condicOes experimentais, podera ajudar ao melhor entendimento deste processo.

Os resultados encontrados quanto a interferéncia do aluminio no desenvolvimento
de P. edulis e em sua ag¢do mutagénica, aliados a escassez de estudos sobre essa
influéncia, principalmente com as cultivares utilizadas neste trabalho, nao
possibilitam conclusées mais contundentes. Logo, ha necessidade em estimular
estudos mais integrados envolvendo a fisiologia vegetal, nutricdo mineral, pedologia

e técnicas de manejo.
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ANEXO 1

Solucao Nutritiva de Hoagland (1/2 forc¢a)

Sol.Estoque
Substancias PM Conc. Final Parai1L
(1 mol m®)
KH,PO, 136,09 |136,09gL"'| 4molm? 4 mL
KNO; 101,11 [101,11gL”"| 4 molm? 4 mL
MgCl,.6H,0 203,33 [203,33gL"| 1molm?® 1mL
MgS0,.7H,O 246,49 |246,49gL'| 3molm?® 3mL
CaCl,. 2H,0 147,02 [147,02gL" | 3molm?® 3mL
CaSO,. 2H,0 | 172,17 [172,17gL"| 1molm?® 0,1721g
NaNO, 84,99 84,99gL"' | 2molm?® 2mL
NH,NO, 80,04 80,04gL™" | 1molm® 1mL
Solucao estoque de micronutrientes
A 3 -1 Para
Substancias PM | Moles m™ | Sol. Estoque (gL") 250m L
HsBO; 61,83 | 0,0460 2,884 0,7210
ZnS0,.7H,0 287,54 | 0,0015 0,432 0,1080
CuS0,.5H,0 249,68 | 0,0003 0,075 0,0187
MnCl,.4H,0 197,91 | 0,0018 3,562 0,8905
Na,MoO,. 2H,0 | 241,95 | 0,0006 0,145 0,0362
Solucao de Fe — EDTA
Na,EDTA 372,24 | 0,0038 14,10 3,52
FeCls. 6H,0 270,30 | 0,0038 10,30 2,57
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ANEXO 2

Analise quimica de solos FB 200

FULLIN - LABORATORIO DE ANALISE AGRONOMICA
E AMBIENTAL LTDA

Av. Samuel Batista Gruz, 1095 - Centro
CEP: 23300-100 Linhares - ES CNPJ: 03.190.86 1/0001-78
Telefax: (27) 337 1-3460/3 289 - E-mail: atendimenfoifullin.com.br

~ ANALISEQUIMICADESOLOS

CLIENTE: Tatiane Lemos CULTURA: Maracuja
ENDEREGO: UFES TELEFONE 8139-7945
MUNICIPIO: Vitoria-ES FAX:
PROPRIEDADE: DATA ENTRADA: 21/08/2011
| RESULTADO DA ANALISE
[ PARAMETRO T S O O S S
. e Campo 02 Campo01 Campo 03

Fosforo Mehlich 1/ mgidm3 a5 11 10

Fosforo Remanescente 2/ mgiL - - -

Fosforo Resina mg'dm3 - - -

Potassio (K} 1/ mgdm3 68 il T

Enxofre (5) 3 mgidm3 - - -

Calcio (Ca) 4/ cmol 14 23 1.0

Magnésio (Mg) 4/ cmol 0.3 0.5 0.2

Aluminio (Al) 47 crmic 0.1 0,0 0.8

H+Al 8/ crmicl 2.0 1.2 4.0

pH em H20 &/ - 5.6 8.0 4.7

pHem CaCI2 7/ - - - -

pH SMP & . = . =

Matéria Organica 8/ dagkg 1.5 1.8 2.1

Femo (Fe) 1/ mgdm3 - - -

Zinco {(Zn) 1/ mgidm3 - - -

Cobre (Cu) 1/ mgidm3 - - -

Manganés (Mn} 1/ mgidm3 - - -

Boro (B) & mgdm3 - - -

Sddiio (Ma) 1/ mgfdma3 29.0 15,0 17.0

Cloro {CI} 10¢ mgidm3 - - -

Relagao CaMg - 4.7 48 5.0

Relagdo Ca - 2.0 e 10,5

Relagio Mg/k - 1.7 6.5 2.1

Sat Cana CTC(T) ) 36.1 58.4 18.9

Sat. Mg na CTC (T) ) i.r 12,3 38

Sat K. na CTC (T) Y 4.5 1.8 1.8

Indice saturagio Na % 3.2 1,8 1.2

Soma de Bases [3B) crol 1.8 28 1.3

CTC efetiva (t) cmol 2.0 28 2.1

CTCapH7.0(T) cml 38 4.1 5.3

Sat Alurninio {m) T 5 ] 38

Saturagdo de bases ] 48,4 70,6 24,5
1/ ExtragBoc HC1 0,05 molL +HZS04 0,025 moliL 5/ Solugio Tampdo SMP 9 Extraglio: BaCI2 2H20 0,125%
2/ P na solugdo de equilibrio, obikdo com CaCI2 10mmiL & pH em H20 12,5 0¥ Extragdo: H2O 1:5
¥ Extragloc Ca(H2PO4)2 0,01 moliL 7/ pH em C3CE2 0,01 moliL - Anaise ndo solkitada
4/ Extragaoc KCI imoliL B¢ Creddag:30: MaZCT20T 2H2O + 4 moliL H2S04 10 molL

Atengdo: para verificar os niveis de referéncia de alguns dos resultados acima, consulte a pagina em anexo

Mensagem ac Cliente FULLIN: Linhares-ES, 2B/06/2011

- Visite nosso site: waww.fullin_com br

- Empresa CERTIFICADA, conforme Norma 8001:2008; Eli Antonio Fullin

Eng.Agrénomo CREA: 3708 IVES
- Em 2011, consulte a relagdo de servigos da FULLIM.



ANEXO 3

Analise nutricional e de aluminio das folhas da cv. FB 200

FULLIN - LABORATORIO DE ANALISE
AGRONOMICA E CONSULTORIA LTDA

Av. Bamuel Bafista Cruz, 1099 - Centro
GEP: 29800-100 Linhares - ES CNPJ: 03.150.86 1/0001-78
Telefax: (27) 337 1-3460/3289 - E-mail: atendimenfoi@fullin. com.br

CLIENTE: Tatiane Lemos CULTURA: Maracuja
ENDEREGO: Mucleo de Estudos da Fotossintese TELEFONE 8139-7945
MUNICIPIO: Vitoria-ES FAX:

PROPRIEDADE:
D. ENTRADA: 06&/0%2011

| RESULTADO DA ANALISE

I

| PARAMETRO UNID. WAL | - oo mmmmmmm -

: AMALISADOD ADEG. I Campo 02 Campo 01 Campo 03
Nitrogénio (N] 1/ g'Kg 43 - 65 62,20 61,67 54,81
Fasfora 2/ o'Kg 23-27 4,11 6,268 2,40
Potassio (K) 2/ o'Kg 20-30 16,88 25,00 20,683
Caleio (Ca) 2 o'¥g 18 -25 22,63 22,00 2723
Magnésio (Mg) 2/ g'Kg 18-24 3.82 3,58 4.50
Enxofre (S5) 2/ o'Ka 3.2-40 6,24 4,88 5.11
Ferro (Fe) 2f mgiKg 120 - 200 172 160 150
Zinco (£n) mg'HEg 25 - 60 44 52 38
Caobre (Cu) 2 mgi¥g 20-35 14 48 a0
Manganés (Mn) 2/ mg'¥g 40 -250 223 326 o4
Boro (B) 3/ mgiKg 40-100 il 31 45
Sodio (Ma) 2/ mgikg - - - -
Cloro () &4/ mg'Kg - - - -
Aluminio [Al) 37 mg'kg - - -
Relagio N /P - 18.5-20.5 15.2 9.8 22.0
RelagSo N/ K - 1.8-21 3.7 2.5 27
Relagio N/ S - 13.4-13.8 10,0 124 10,7
RelagSo N/ Mg - 22,5220 17.2 17.1 12,2
Relagio N/ Cu - 1.8-2.8 4.8 1.3 1.8
RelagSo N/ B - 0.55-1,10 1.7 2.0 1.2
Relagio P/ Mg - 1.1-1.2 1.1 1.7 0.8
Relagdo P/ Zn - 0.05-0.10 0,08 0,12 0.07
Relagio P/ Cu - 0.07-0.10 0,30 0,13 0,08
Relagio K/ Ca - 1.0-1.2 0.7 1.1 0.8
RelagSo K/ Mg - 10,5-12.5 4.7 8.8 4.8
Relagio K/ Mn - 0,240.5 0,08 0.08 0,22
Relagdo Cal Mg - 10,0-10.5 6.3 8.1 B0
Relagio Caf Mn - 0,140.5 0,10 0.07 0.28
Relagdo Fe !/ Mn - 1.0-3.0 077 048 1.59

1/ Digestio acida a guenie ¥ Dgetio seca - Anaiise ndo soliciada

2/ Degestdo nitro-parcionca 4 SolugS0 aquosa

Mensagem ao Cliente FULLIN:

Linhares-ES, 2000972011
- Visite nosso site: www.fullin.com br

- Empresa CERTIFICADA, conforme Morma 8001:2008;

Eli Anténio Fullin
- Em 2011, consulte a relagao de serviges da FULLIM. Eng.Agrinomo CREA:- 3706 DVES



