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1. RESUMO

A agua corresponde ao recurso da maior importancia para a sobrevivéncia de toda a vida
do planeta. O aumento das atividades agricolas, urbanas e industriais, acarretam o acimulo
de efluentes ricos em fosforo e nitrogénio nos corpos d’agua, causando a eutrofiza¢do. Em
termos de qualidade de agua, a eutrofizacdo pode causar alteracdo na disponibilidade de
oxigénio dissolvido, morte extensiva de peixes e aumento da incidéncia de floragdes de
cianobactérias. A principal preocupagdo com as cianobactérias ¢ a capacidade produzirem
e liberarem as microcistinas, um grupo de hepatotoxinas, que ¢ muito associada a
incidentes de intoxicacdo em todo o mundo. O Guanandi (Calophyllum brasiliense
Cambess) ¢ uma arvore de grande porte, que cresce em regides de floresta da Mata
atlantica, amazonica ¢ em determinados locais do cerrado, desde a América Central até
litoral norte de Santa Catarina, apresenta em extratos brutos de diferentes partes da planta
(raizes, caules e folhas) atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e sobre

algumas cepas Gram-negativas. O objetivo deste trabalho, foi avaliar o efeito de extratos



compostos com folhas de quinze plantas de Guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess),
no controle do crescimento em uma cepa de Microcystis aeruginosa, produtora de
microcistina. Os extratos foram obtidos de folhas de guanandi submetidas a decomposigdo
em agua da represa de Barra Bonita-SP. Os experimentos foram conduzidos em meio de
cultivo BG 11, onde 10% do volume do meio foi acrescido com os extratos das folhas de
guanandi, submetidos a diferentes periodos de decomposi¢ao (7; 15; 30 e 60 dias), foram
inoculados com a cepa de Microcystis aeruginosa (aproximadamente 10° células) e
incubados em camara climatizada, sob condi¢des controladas (30°C e 12 horas de
fotoperiodo). Apds 10 dias de incubagdo, foram realizadas as analises quanto ao teor de
clorofila, para determinar o crescimento das cianobactérias e o teor de microcistina
produzida nas células e liberada no sobrenadante. Os resultados demonstraram que o
extrato, pode ocasionar até 90% de inibigdo de crescimento da cianobactéria em meio de
cultivo, a redugdo do crescimento, também reduz a quantidade de microcistina produzida.
Portanto o uso das folhas do guanandi, decompostas em agua, pode ser uma alternativa

viavel de controle preventivo das floragdes de cianobactérias .

Palavras chave: Qualidade de dgua; Eutrofizagdo; Microcistina, cianobactéria; cianotoxina.



2. SUMMARY

EFFECT OF LIQUID EXTRACT OF GUANANDI LEAVES (Calophyllum
brasiliense Cambess) ON GROWTH OF Microcystis aeruginosa .

The expansion of the agricultural, urban and industrial activities leads to the accumulation
of effluents like phosphorus and nitrogen in water bodies, causing eutrophication. In terms
of water quality, eutrophication, can affect the oxygen dissolved availability, fish
mortality and increased incidence of cyanobacteria blooms. The main concern with
cyanobacterias is its ability to produce and release microcystins, a group of hepatotoxins,
which is closely associated with poisoning incidents worldwide. Guanandi (Calophyllum
brasiliense Cambess) is a tree that grows in areas of Atlantic Forest, Amazon and certain
sites of Cerrado, from Central America until the northern coast of Santa Catarina. Crude

extracts from different parts of the tree (roots, stems and leaves) has demonstrated



antibacterial activity against Gram-positive bacteria and some of gram-negative strains.
The objective of this work was to use an extract made with leaves of fifteen Guanandi
plants (Calophyllum brasiliense Cambess) to control the growth of a strain of Microcystis
aeruginosa, that can produces microcystin. The preparation of the extracts, was performed
with the decomposition of leaves, in water from the reservatory of Barra Bonita, Brazil.
The experiments were conducted in BG 11 culture medium, where 10% of the volume of
the medium was supplemented with the extracts from the leaves, with different periods of
decomposition (7, 15, 30 and 60 days), inoculated with approximately 109 cells of
Microcystis aeruginosa and incubated in a climatic chamber under controlled conditions
(30 ° C and 12 hour photoperiod), after 10 days analyzes were performed for: chlorophyll
content to determine the growth and the content of microcystin produced and released in
the supernatant. The results showed that the extracts can reach 90% of cyanobacteria
growth inhibition in culture medium, with growth inhibition also reduces the amount of
microcystin produced. Therefore the use of Guanandi leaves, left to decompose in water,

can be a viable alternative, preventive control in cyanobacteria blooms.

Key Words: water quality; eutrophication; Microcystins, cyanobacteria; cyanotoxin.



3. INTRODUCAO

A agua ¢ um dos recursos de maior importancia para a sobrevivéncia de toda a vida
do planeta. Aproximadamente 70,9% de todo planeta Terra ¢ coberto por 4gua e apenas
29,1% ¢ composto por solo. Essa proporcdo se divide, na maior parte, entre os cinco
grandes oceanos que cercam a parte composta por terra dividida em continentes. Portanto,
quase toda a dgua do planeta esta concentrada nos oceanos e apenas uma pequena parte se
encontra na forma de dgua potavel. Desta a maior parte esta sob a forma de gelo e neve ou
abaixo da superficie (4gua subterrdnea), e uma fragdo muito pequena de maneira
disponivel, na forma de lagos e rios ou como umidade do solo, da atmosfera e como
componente dos mais diversos organismos.

O aumento de atividades urbanas e industriais, assim como a descarga de seus
efluentes, acarreta o acumulo de compostos ricos, especialmente em fosforo e nitrogénio
nos corpos d’agua. A este fenomeno, causado pelo excesso desses nutrientes (N e P), da-se
o nome eutrofizagdo, que, aliado a elevagdo da temperatura, pelo aquecimento global, tem
como uma das conseqiiéncias, a rapida proliferacdo de cianobactérias no ambiente
aquatico, conhecida como “floragdo” (“bloom”). Paerl ¢ Huisman (2008) relataram que o
processo de aquecimento global podera intensificar a formacdo de floragdes em razao do

aumento da temperatura média da agua em ecossistemas aquaticos, principalmente nos de



paises de clima temperado, o que promovera a estratificacdo térmica por periodos mais
longos, condigdes propicias para a dominancia de cianobactérias.

A caracteristica mais marcante das cianobactérias ¢ o fato de serem capazes de
crescer nos mais diferentes ambientes, tendo sido identificadas em praticamente todos os
ecossistemas aquaticos. A grande preocupacdo com o aumento das floragdes de
cianobactérias em aguas de abastecimento ¢ a sua capacidade de produzir e liberar toxinas
(cianotoxinas). Com isso fatalidades podem ocorrer em animais e seres humanos, quando
estes consomem agua com um grande namero de células (>10°/ml) de cianobactérias.

As microcistinas sdo uma familia de hepatotoxinas, as heptapeptidicas, produzidas
por varios géneros de cianobactérias. Sao comumente encontradas em floragdes de agua
doce (CARMICHAEL, 1994; KONDO et al., 2002). Sao denominadas microcistinas por
terem sido primeiramente detectadas no género Microcystis, com destaque especificamente
para a espécie Microcystis aeruginosa (CARMICHAEL et al., 1988).

Segundo Carvalho (2006), as toxinas liberadas nas aguas pelas cianobactérias, em
decorréncia de sua morte por senescéncia ou por acao de algicidas, podem afetar a satide
humana, pela ingestdo, por contato em atividades de recreagdo, ou ainda pelo consumo de
pescado contaminado. A principal via de intoxicagdo ¢ pelo consumo oral da dgua sem
tratamento para remogao dessas toxinas.

A necessidade de monitorar a presenca de cianobactérias em aguas de consumo
humano tem se tornando um fator determinante para sua qualidade e a garantia de
seguranca para seu consumo. Os tratamentos convencionais nem sempre sdo eficazes no
controle, na sua maioria atuam como algicidas, ocasionando a liberagdo das toxinas, pela
lise das cianobactérias no meio aquoso, assim como a maioria dos tratamentos também sao
ineficazes na remogao da toxina da agua.

Compostos naturais, com a habilidade de controlar o desenvolvimento das
cianobactérias, podem ser uma importante alternativa para o manejo desses
microrganismos em corpos hidricos. Como exemplo, tem-se o uso da palha da cevada no
controle do crescimento e na prevencao das floragdes.

O Calophyllum brasiliense Cambess ¢ uma espécie arborea, conhecida
vulgarmente como guanandi, que possui compostos com atividade antibacteriana,
antifungica, gastroprotetora, antiespasmoddica, moluscicida, inibitéria sobre o virus HIV-1

e contra o parasita Trypanosoma cruzi. O extrato bruto de diferentes partes dessa planta



(raizes, caules, folhas, flores e frutos) apresenta atividade contra bactérias Gram-positivas e
sobre algumas cepas Gram-negativas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de uso de extrato de folha de
Guanandi (Calophyllum brasiliense), no controle do crescimento de Microcystis
aeruginosa e na reducdo da producéo e liberagdo da toxina microcistina e serem utilizadas
como alternativas para os algicidas comuns, reduzindo os efeitos ambientais de suas
utilizagdes; bem como, avaliar se os extratos produzidos com folhas de plantas distintas

apresentam efeitos diferenciados sobre estes parametros.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Eutrofizacao

A crescente eutrofizagdo dos ambientes aquaticos tem sido produzida
principalmente por atividades humanas, causando um enriquecimento artificial desses
ecossistemas. O efeito mais 6bvio da eutrofizagdo ¢ uma alteragdao da cadeia alimentar, que
resulta em altos niveis de biomassa vegetal, incluindo algas microscopicas (ANDERSON
et al, 2002; SMAYDA, 2004) que podem prejudicar o ambiente e os seres humanos. Isso
ocorre por meio da produgdo de toxinas que se acumulam nos peixes € na agua ou do
acumulo de biomassa, que por sua vez freqiientemente afeta negativamente as cadeias
alimentares, como vem ocorrendo em grande parte dos litorais do mundo e em aguas

continentais (HARRNESS, 2005) (Figura 1).



Figura 1. Trecho eutrofizado, com alta concentragdo de biomassa de algas

(ecologiaverde.com/eutrofizacion/ acesso 2012).

As causas determinantes da eutrofizacdo incluem fatores externos ¢ internos aos
proprios sistemas. Nos primeiros, deve ser incluida, sobretudo, a descarga excessiva de
esgotos e de despejos agricolas (adubos) que determinam um enriquecimento nutricional
das aguas dos lagos (TUNDISI, 2003; HENRY et al., 2004). Em longo prazo, a adi¢do de
nutrientes na agua, mesmo em cargas reduzidas, pode causar eutrofizacdo no sistema
(BICUDO et al., 2002). Entre os fatores internos que podem acelerar a eutrofiza¢do das
aguas dos lagos e reservatorios, incluem-se os fluxos de nutrientes do sedimento/agua
(MOZETTO et al., 2001) e excrecdo e translocacdo de seus organismos residentes, como
zooplancton, peixes e invertebrados bentonicos (PERSON, 1997; SCHAUS et al., 1997;
COVICH et al., 1999; PINTO-COELHO e GRECO, 1999; VANNI, 2002).

Em termos de qualidade de 4gua, a eutrofizagdo pode causar reducao de oxigénio
dissolvido, morte extensiva de peixes, perda de qualidade cénica e aumento da incidéncia
de floragdes de algas e cianobactérias. O termo floragcdo ¢ utilizado para designar o
crescimento intenso de algas e cianobactérias na superficie e sub-superficie dos corpos
d’agua. Esse crescimento de cianobactérias chega a formar uma densa camada de células,
muitas vezes com varios centimetros de profundidade, que como conseqiiéncia negativa
diminui a eficiéncia e aumenta o custo do tratamento da dgua para abastecimento publico

(AZEVEDQO, 2002; CARNEIRO, 2005).
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Em algumas condigdes, especialmente em d4guas ricas em nutrientes, ou
eutrofizadas, associadas as concentragdes elevadas de fosforo e nitrogénio, com alta
radiag¢do solar as cianobactérias e outras algas eucaridticas se multiplicam rapidamente,
formando os chamados “blooms” ou floragdes na superficie da 4dgua (CHORUS e
BARTRAM, 1999). Segundo Carmichael (1992), esta situagdo tem sido a causa mais
comum da dominancia de cianobactérias em recursos naturais de agua doce .

A principal preocupagdo com o aumento da ocorréncia de floragdes de
cianobactérias em mananciais de abastecimento de 4gua ¢ a capacidade desses
microrganismos produzirem e liberarem toxinas (cianotoxinas) que podem provocar a
mortalidade de peixes e outros animais, incluindo o homem, que consome a agua ou
organismos contaminados (MINISTERIO DA SAUDE, 2003; FERRAO-FILHO, 2009;
PANDOLPHO et al., 2013).

4.2. Cianobacterias

Cianobactérias sdo microrganismos procariotos, autotroficos fotossintetizantes, de
morfologia simples. Consistem em seres unicelulares de vida livre ou envoltos em um
envelope mucilaginoso viscoso, com uma parede celular muito semelhante a das bactérias
gram-negativas ou seja, uma camada de peptideoglicano envolvendo a membrana celular.
No protoplasma se encontram ribossomos 70s, material genético (DNA) difuso e
membranas lamelares chamadas tilacoides, que servem como abrigo de pigmentos
fotossintéticos, em sua maioria clorofila o, para a captacdo de luz e realizacdo dos
processos de transferéncia de elétrons (LEE, 2008) .

O termo cianobactéria indica que esses seres procarioticos sao mais proximos em
relacdo as bactérias procarioticas do que das algas eucarioticas (Figura 2). Acredita-se que
seus primeiros membros se originaram quando o teor de oxigénio atmosférico na terra era
muito baixo, e que, provavelmente, esses microrganismos tenham sido responsaveis por
seu aumento gradual na atmosfera. Acredita-se que a linha evolucionaria das
cianobactérias date de 2,7 bilhdes de anos atras (BUICK, 1992; BRASIER et al., 2002;
DALTON, 2002).
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Ribossomos

Parede Celular

membranas lamelares

Figura 2. Estruturas da célula de Cianobactéria (Modificado de LEE, 2008).

Segundo Prescott et al (1975), a fotossintese € seu principal modo de obtencao de
energia para o metabolismo das cianobactérias, sua reprodugdo ¢ assexuada e ocorre por
simples divisdo da célula. Sua organizacdo celular demonstra que esses microrganismos
sdo muito semelhantes bioquimicamente e estruturalmente das bactérias. S0 comumente
encontradas no plancton de ambientes marinhos e de dgua doce, possuindo mecanismos
para tolerar a incidéncia de raios ultravioletas, concentragdes elevadas de metais pesados,
além de baixas concentracdes de oxigénio, baixas e altas temperaturas (WHITTON e
POTTS, 2000).

A caracteristica mais marcante desses microrganismos € o fato de serem capazes de
crescer nos mais diferentes ambientes, tendo sido identificados em praticamente todos os
ecossistemas aqudticos (GIBSON e SMITH, 1982; TANDEAU de MARSAC e
HOUMARD, 1993; CARNEIRO, 2005).

O seu desenvolvimento favoravel ocorre em aguas neutro-alcalinas onde o pH pode
variar de 6 a 9, temperaturas entre 15 a 30°C, e que apresentem alta concentragdo de
nutrientes como nitrogénio, fosforo e gas carbonico (REYNOLDS, 1984; CHORUS e
BARTRAM, 1999).
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As cianobactérias apresentam-se, geralmente, pouco numerosas em ambientes
oligotroficos, mas sua importancia (ecologica e humana) aumenta muito nos ecossistemas
eutrofizados, nos quais o aumento de matéria organica favorece um aumento da quantidade
de microrganismos decompositores livres na agua e nos sedimentos, consumindo o
oxigénio dissolvido na agua. Além disto, em meios anaerdbicos, a disponibilidade das
formas inorganicas de nitrogénio e fésforo aumenta e o fornecimento desses nutrientes nao
¢ feito em relagdes equilibradas (N: P ~ 16, razdo de Redfield). Essas condigdes,
associadas a alta radiagdo solar, fazem com que as cianobactérias e outras microalgas
eucarioticas se desenvolvam rapidamente, resultando em um crescimento ilimitado dos
fitoplanctons, formando as floragcdes na superficie da agua (CHORUS e BARTRAM,
1999; CONLEY, 1999 )

Souza (2006) afirmou que a grande maioria das espécies de cianobactérias (cerca de
2400 espécies) sao de agua doce, fazendo parte da comunidade planctonica presente na
coluna de dgua e também da comunidade perifitica aderida a substratos. A ocorréncia das
cianobactérias em lagos de zonas temperadas predomina no verdo. A floracdo das
cianobactérias é caracterizada quando a concentragdo de células é > 20000 células mL™', ou
apresenta um biovolume > 2mm’L"', ou ainda quando o teor de clorofila-o (pigmento
fotossintético) é superior a 10mg m™.

Atualmente, encontram-se identificados cerca de 150 géneros de cianobactérias,
englobando cerca de 200 espécies, dentre as quais, pelo menos 40 sdo consideradas como
produtoras de toxinas (HITZFELD et al., 2000; JAYATISSA et al., 2006). Essas toxinas
sao metabolitos secundarios naturais que apresentam uma potente atividade, capazes de
induzir patologias graves mesmo em um curto periodo de exposicao (CHORUS, 2001).

Segundo Carvalho (2006), as toxinas liberadas pelas cianobactérias, quando de
sua senescéncia ou por agdo de algicidas, pertencem a trés classes quimicas distintas. Por
sua acdao farmacologica, sdao caracterizadas como hepatotoxinas, neurotoxinas e
dermatoxinas, que podem afetar a satide humana, tanto pela ingestdo de 4gua como por
contato por imersdo, ou ainda pelo consumo de pescado contaminado. Entretanto, a
principal via de intoxicacdo ¢ pelo consumo oral da dgua sem um tratamento adequado

para remocgao dessas toxinas.
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4.3. Microcistinas

As microcistinas s3o uma familia hepatotoxinas, heptapeptidicas (com sete
aminodcidos), produzidas por varios géneros de cianobactérias. S3o comumente
encontradas em floragdes de agua doce (CARMICHAEL, 1994; KONDO et al., 2002),
denominadas microcistinas por terem sido primeiramente detectadas no género
Microcystis, com destaque especificamente para a espécie Microcystis aeruginosa
(CARMICHAEL et al., 1988).

Park et al. (2001) citam a existéncia de 64 tipos de microcistinas. E segundo Sigma
e Aldrich (2006), j& foram identificadas mais de 75 variantes desta toxina. As
caracteristicas do ambiente também podem afetar a producdo e as proporcdes entre as
concentragdes dessas microcistinas em cianobactérias, conforme observado nos trabalhos
de Sivonen (1990), Luukkainen et al. (1993), Rantala et al. (2004) ¢ Kurmayer et al.
(2005).

A variabilidade das microcistinas resulta da presenca de diferentes aminodcidos em
duas posicdes (X e Y), sendo que a forma predominante € a microcistina-LR com os
aminoacidos leucina e arginina nas duas posi¢des (Figura 3), respectivamente (MOFFIT et

al., 2004).

7
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Figura 3. A Microcistina ¢ um Heptapeptideo ciclico com dois aminoacidos variaveis (X

e Y). Fonte: Moftit et al. (2004).
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A microcistina -LR foi a primeira microcistina quimicamente identificada. Em
fungdo disso, a maioria dos trabalhos cientificos sdo conduzidos usando-a como base
(CARMICHAEL, 1994). Ela vem sendo associada, em vdarios paises, com a maioria dos
incidentes envolvendo intoxicagdo por microcistina (FAWELL et al., 1994), pois de acordo
com Wannemacher (1989), ¢ um hepatopeptideo ciclico com o peso molecular de 1000
daltons, muito estavel em meio aquoso, resistente a variagdes extremas de pH e
temperaturas até 300 °C. Harada, et al. (1996) relataram que em temperaturas acima de
40°C com pH alto ou baixo, sua hidrélise ¢ muito lenta, atingindo 90% de degradacdo em
pH 1 apos aproximadamente 10 semanas e em mais de 12 semanas em pH 9.

A biodegradacao e fotolise sao as maneiras pelas quais as microcistinas podem ser
naturalmente eliminadas das dguas (KENEFICK et al., 1993; TSUJI et al., 1994). Testes
realizados por Cousins (1996) em laboratdrio, demonstraram que a microcistina, em baixas
concentragdes, em aguas de reservatdrio, se degrada no periodo de 7 dias. Nas mesmas
condigdes, mas com a agua esterilizada, ela se mantém estavel por 12 dias, enquanto que,
com a agua apos destilacdo ela se mantém estavel por 27 dias, indicando que a
instabilidade da toxina em reservatérios naturais ocorre por biodegradacao.

Quando purificada, a microcistina mostra-se estavel a irradiagdo de luz solar.
Entretanto amostras nao purificadas e na presenca dos pigmentos contidos nas
cianobactérias, a radiacdo solar promove a degradacdo de maneira significativa, com um
tempo de meia vida de aproximadamente 10 dias. Uma degradacdo mais rapida das
toxinas, microcistina LR ¢ RR (tempo de degradagdo da ordem de 10 minutos), ocorre
quando expostas a luz UV com espectros de absor¢ao muito proximos aos de sua absorc¢ao
maxima (238 ~254 nm) (TSUJI et al., 1995).

A biodegrada¢do das microcistinas vem sendo observada em varios ambientes
aquaticos, como lagos e rios, mas apenas algumas bactérias com a capacidade de degradar
a toxinas foram isoladas, com uma diversidade extremamente baixa dessas bactérias. As
bactérias do género Sphingomonas apresentam o maior grupo de bactérias, com capacidade
de degradar esses heptapeptideos ciclicos (PARK et al., 2001; ISHII et al., 2004).

A maior parte da microcistna LR produzida pelas cianobactérias tende a
permanecer no interior da célula e sua liberagdo ocorre quando as cianobactérias morrem e
se tem lise celular, liberando assim as microcistinas no meio. Geralmente isso ocorre em
presencga de substancias quimicas muitas vezes utilizadas no proprio controle das floragdes

(LAM et al., 1995).
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Uma liberagao repentina de microcistinas nos reservatorios de dgua para consumo,
devido a morte das cianobactérias, pode apresentar um sério risco a vida dos animais e
seres humanos que se beneficiam desse reservatorio.

Em condi¢des naturais, as microcistinas ndo ultrapassam prontamente as
membranas celulares e ndo penetram na maioria dos tecidos. Porém apos ingeridas, elas
ultrapassam o ileo (parte final do intestino delgado) por meio de um sistema organico de
transporte e se dirige para os hepatdcitos (células do figado), causando danos ao
citoesqueleto, necrose e acumulo de sangue no figado. Como conseqiiéncia, aumenta o
peso do 6rgao (RUNNEGAR et al., 1991; ROMANOWSKA-DUDA et al., 2002), que
pode levar a pessoa a morte por choque hemorragico, e isto pode ocorrer em poucas horas
apés o consumo de uma alta dose de agua contaminada com microcistinas (BELL e
CODD, 1994).

Kotak et al. (1993) e Rinehart et al. (1994) relatam que sdo toxinas muito
especificas, com uma dose letal (LD50) podendo chegar a apenas 15-20ug/kg, colocando-
as entre as substancias mais toxicas ja identificadas. Sua toxicidade pode ser comparada as
substancias quimicas organofosforadas, e os sintomas da intoxicacdo por microcistina sao
diarreia, vomitos, arrepios, fraqueza e palidez (BELL e CODD, 1994).

No Brasil, o primeiro caso confirmado de intoxicacdo humana causada por
cianotoxinas ocorreu no inicio de 1996, quando 60 pacientes renais cronicos morreram
apds terem sido submetidos a sessdes de hemodidlise, em Caruaru (PE). Andlises
confirmaram a presencga de microcistinas no sistema de purificacdo de agua da clinica e em
amostras de sangue e figado dos pacientes intoxicados (CARMICHAEL, 1996;
JOCHIMSEN et al., 1998; POURIA et al., 1998; MAGALHAES et al., 2006).

4.4. Controle de cianobactérias

De forma geral, as floragdes ocorrem quando as cianobactérias encontram no meio
ambiente as caracteristicas adequadas ao seu desenvolvimento, como aguas eutrofizadas.
Mas a floragdo também ¢ limitada pelas condigdes ambientais, as cianobactérias ndo se
desenvolvem bem em temperaturas abaixo de 15°C e tem como temperatura Otima em
torno de 25°C; portanto as floragcdes costumam ocorrer mais no verdo e diminuem no

inverno, sendo assim, a preocupagdo com o controle deve ocorrer no verao.
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Verhoeven e Eloff (1975) reportaram o composto quimico sulfato de cobre
(CuS0O4) como um algicida efetivo para o controle de cianobactérias em aguas naturais,
senod que a toxicidade do composto estd relacionada a concentragdo de células de
cianobactérias. Para uma concentragao de células em torno de 1,8x10 células mL", a dose
de 0,3 a 0,4 ppm de Cu*" diminuiu a taxa de crescimento, mas doses acima de 0.5 ppm
Cu”" causam a morte das cianobactérias. Como a maioria das toxinas das cianobactérias
sdo endotoxinas, sendo liberadas ao meio quando ocorre a morte e lise das células, o
composto sulfato de cobre pode ser responsavel pela liberacdo das toxinas (CETESB,
1973). Estudos mostram que o sulfato de cobre utilizado em altas concentragdes pode
eliminar quase todas as algas em mananciais (BURNETT et. al,2001).

Hoeger et al. (2002), testaram a eficacia do ozonio acoplado a varias filtragdes para
remover as cianobactérias toxicas das aguas em reservatorios. No entanto, 4guas com alta
densidade de células reduzem a eficacia do processo ¢ pode resultar em morte e lise das
células ocorrendo também a liberagao das toxinas.

O controle do desenvolvimento das cianobactérias com compostos naturais vem
sendo observado na literatura, como ¢ o caso do controle feito pela palha da cevada.
Newman e Barret (1993) demonstraram que a palha de cevada em decomposi¢do inibiu o
crescimento da cianobactéria Microcistys aeruginosa. Esse efeito inibitorio pode ser
atribuido a liberagdo de compostos quimicos durante a decomposicdo; entretanto esses
compostos ainda sdo desconhecidos. Algumas hipdteses foram levantadas tais como: os
compostos possam ser antibidticos liberados por microrganismos durante a decomposi¢ao;
ou que a decomposicao possa liberar compostos que foram modificados durante o processo
e que possuam efeito inibitério no crescimento das cianobactérias; ou que sejam
componentes fenolicos provenientes da degradacdo da parede celular. Aparentemente o
controle realizado pela palha da cevada é um controle algistatico ndo algicida, sendo assim
a palha da cevada pode auxiliar no controle das floragcdes sem causar morte das células e
liberagdo de toxinas.

O tratamento com cloro também pode causar a morte e a liberacdo de toxinas nas
aguas. Concentragdes muito altas de cloro podem neutralizar as toxinas, mas o tratamento
convencional ndo remove por completo as toxinas, até¢ mesmo quando utilizado de adicao
de carbono ativo no tratamento (LAMBERT et al., 1996).

Segundo a Portaria n° 518/mar¢o/2004, revisada, do Ministério da Satde, no

4

segundo paragrafo é vetado o uso de algicidas para o controle de crescimento de
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cianobactérias ou qualquer intervencao no manancial que promova a lise das células desses
microorganismos, quando a densidade das cianobactérias exceder 20.000 células mL™, sob
pena de comprometimento da avaliagdo de riscos a saude associados as toxinas.

A necessidade de se monitorar a presenca de cianobactérias em aguas de consumo
humano tem se tornado um fator determinante para sua qualidade e a garantia de seguranga
para consumo. Aparentemente, o uso de compostos naturais que auxiliem no controle do
crescimento das cianobactérias apresenta-se como uma das alternativas importantes para o

controle desses organismos em corpos hidricos.

4.5. Aspectos do Guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess )

As plantas sao utilizadas desde os primérdios da humanidade para tratamento e cura
de enfermidades e tém contribuido significativamente para o fortalecimento da industria
farmacéutica, através do isolamento de substancias bioativas, cuja complexidade de muitas
estruturas quimicas inviabilizaria técnica e economicamente a sintese organica de tais
substancias (NOLDIN et al., 2006).

O Calophyllum brasiliense Cambess, pertence a familia Clusiaceae e ¢ conhecido
vulgarmente como guanandi, guarandi ou jacareuba. E uma éarvore de grande porte,
podendo chegar a 40 m de altura ¢ 1 a 3 m de diametro, que se desenvolve
preferencialmente em florestas semidecidua ou ombrofila densa, crescendo principalmente
em regioes de floresta da Mata atlintica, amazdnica e em determinados locais do cerrado,
desde a América Central até litoral norte de Santa Catarina (PEREIRA et al., 1967; JOLY,
1975; GASPAROTTO-JUNIOR et al., 2005; NOLDIN et al., 2006; MUNDO ¢ DUARTE,
2008).

Sua madeira pode ser utilizada para construgdes, pisos € mobilias, sendo que, outras
partes da arvore, como as folhas e cascas do caule sob forma de chés, tem sido muito
empregadas na medicina popular para tratar injirias como dor, processos infecciosos,
inflamatorios e ulceras (OLIVEIRA, 1994; DHARMARATNE et al., 1999; NOLDIN et
al., 20006).

Estudos fitoquimicos do caule e da resina do Calophyllum brasiliense revelaram a
presenca de diversas substincias quimicas, tais como xantonas, sitosterol e triterpenos.
Algumas cumarinas isoladas desta espécie apresentaram atividade anticancerigena e

antimicrobiana (CHILPA et al., 2004; GASPAROTTO-JUNIOR et al., 2005). O extrato



18

bruto de diferentes partes da planta (raizes, caules, folhas, flores e frutos) também
apresentaram atividade contra bactérias Gram-positivas e sobre algumas cepas Gram-
negativas (NOLDIN et al., 2006)

Sao, ainda, comprovadas as atividades antibacterianas (COTTIGLIA et al., 2004;
PRETTO et al., 2004; YASUNAKA et al., 2005), antifungica (REYES-CHILPA et al.,
1997), gastroprotetora (SARTORI et al., 1999), antiespasmddica (EMENDORFER ET al.,
2005), moluscicida (GASPAROTTO-JUNIOR et al., 2005), inibitoria sobre o virus HIV-1
(HUERTA-REYES et al., 2004) e contra o parasita Trypanosoma cruzi (ABE et al., 2004;
MUNDO e DUARTE, 2008).

Por apresentar atividade antibacteriana, foi proposto neste trabalho o uso das folhas
do guanandi Calophyllum brasiliense Cambess, para tentativa do controle do crescimento
de Microcistys aeruginosa, produtora da toxina microcistina LR, podendo ser considerada
uma alternativa natural no controle dessa cianobactéria em reservatérios e lagos

ornamentais ou de criacao de peixes ou mesmo para facilitar o tratamento dessas adguas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess)

As plantas de Guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess), utilizadas nos

experimentos, foram cultivadas em vasos (Figura 4) e apresentavam aproximadamente dois

anos de idade e em média 70 cm de altura.

Figura 4. Plantas de Guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess), utilizadas na avalia¢ao

de seus efeitos no controle de cianobactérias.
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Suas folhas foram utilizadas para obtencao dos extratos utilizados no trabalho, onde
para o processo de decomposicao utilizou-se 250 gramas de folha para 1L de agua, da
represa de Barra Bonita-SP, filtrada em filtro de fibra de vidro de 47 mm, a vacuo, e
esterilizada por autoclavacdo, para entdo adicionar as folhas que permaneceram em
decomposi¢do, por periodos determinados nos ensaios, sob condigdes controladas de
temperatura e iluminagao (30°C e 12 horas de Luz).

Os extratos foram filtrados a véacuo, em filtro de fibra de vidro de 47 mm, para
remocao de macro impurezas, e realizadas as medidas de pH e condutividade elétrica.

A anélise nutricional dos extratos para os elementos K, Ca, Mg, Cu, Zn, Fe, Mn, ¢
Na foi realizada através de leitura em espectrofotometro de absorbancia atomica; para P
através de colorimetria com o método do vanadato; para o S através de turbidimetria e para
o N por destilagdo no método semi-micro Kjeldahl. As andlises nutricionais foram
realizadas no Departamento de Solos ¢ Recursos Ambientais.

Essas andlises foram realizadas para que se pudesse caracterizar possiveis
propriedades que poderiam apresentar efeitos inibitorios sobre o crescimento da cepa de

Microcystis aeruginosa.

Figura 5. Decomposicao das folhas de guanandi para produ¢do dos extratos utilizados nos

ensaios.
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5.2. Obtenc¢ao e Cultivo dos Microrganismos

A cepa axénica de Microcystis aeruginosa, produtora de microcistina LR, cedida
pela Universidade Federal de Sao Carlos-UFSCAR, foi mantida em meio de cultivo BG11
(Figura 5), composto por NaNOj3 1,5g L', K,HPO, 0,04 g L', MgSO,-7H,0 0,075 g L™,
CaCl,-2H,0 0,036 g L'l, acido Citrico 0,006 g L'l, citrato de amonio férrico 0,006 g L'l,
EDTA 0,001 g L™, NaCO; 0,02 g L™ e tragos de metais (H;BO3 2,86 g L', MnCl,-4H,0
1,81 g L', ZnSO,47H,0 0,222 g L™, NaMoO,4-2H,0 0,39 g L', CuSO4-5H,0 0,079 g L™,
Co(NOs3),°6H,0 49,4 mg L-1), sob condigdes controladas (30°C e 12 horas de fotoperiodo)

em camara climatizada.

Figura 6. Cultivo de Microcystis aeruginosa, produtora de microcistina LR cedida pela
Universidade Federal de Sao Carlos-UFSCAR.

5.3. Ensaio preliminar com extrato das folhas de 15 plantas de Guanandi
decompostas em conjunto, sobre o crescimento de Microcystis aeruginosa em meio de

cultivo.

No ensaio preliminar, o extrato, foi obtido utilizando-se folhas de 15 plantas de
guanandi, coletadas aleatoriamente nas plantas e acondicionadas em conjunto, obtendo-se
o extrato como descrito no item 6.1, por um periodo de 30 dias de decomposig¢ao.

Em tubos de ensaio contendo 10 ml de meio de cultivo BG 11, suplementado com

as concentragdes de extrato de 10%, 5% e 1% e filtrados, em filtro Millex HV (Millipore)
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0,45 um, com membrana durapore 13 mm para remog¢ao de contaminantes, inoculou-se
aproximadamente 10° células de cianobactéria a partir de inéculo fresco (com
aproximadamente 4 dias de cultivo). Os tubos foram mantidos sob condi¢des controladas a
30°C e 12 horas de fotoperiodo por 10 dias, sendo agitados manualmente diariamente para

estimular o crescimento.

5.4. Ensaio como os extratos das folhas de 15 plantas de guanandi, de forma

individual, sobre o crescimento de Microcystis aeruginosa em meio de cultivo.

Para o ensaio realizado com os extratos de cada planta, individualmente, as folhas
de cada uma das plantas, foram coletadas de forma aleatoria e cortadas em tamanhos
uniformes de aproximadamente 2 cm e mantidas nas condigdes de decomposi¢ao
especificadas no item 6.1. Apos os periodos de 07; 15; 30 e 60 dias de decomposicao das
folhas, foram retirados 20 ml de cada solucdo para se realizar o estudo do efeito dos
diferentes extratos sobre a inibicao da cianobactéria.

Em tubos de ensaio contendo 10 ml de meio de cultivo BG 11, suplementado com a
concentragdo de 10% ,de extrato e filtrados, em filtro Millex HV (Millipore) 0,45 pm, com
membrana durapore 13 mm para remog¢ao de contaminantes, inoculou-se aproximadamente
10° células de cianobactéria a partir de indculo fresco (com aproximadamente 4 dias de
cultivo). Os tubos foram mantidos sob condigdes controladas a 30°C e 12 horas de
fotoperiodo por 10 dias, sendo agitados manualmente diariamente para estimular o

crescimento.

5.5. Extracao da clorofila a das cianobactérias cultivadas nos ensaios.

Apo6s o periodo de crescimento da cianobactéria, as amostras foram submetidas a
centrifugacdo em tubos falcon de 15 ml, por 30 minutos, 1118 g a 4°C , na centrifuga
Rotanta 460 R, para se separar as células do sobrenadante. Ao precipitado de células, foi
adicionado metanol em fase 80:20 de agua purificada e submetidos a 30 minutos de
tratamento de ultrasom, com freqiiéncia ultra-sonica de 42 KHz, durante 30 minutos, para
o rompimento das células e melhor extracdo da clorofila a. Apds esse processo, as

amostras foram entdo filtradas, em filtro Millex HV (Millipore) 0,45 pym, com membrana
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durapore 13 mm, Iml desse extrato foi utilizado para a determinacdao da clorofila alfa
(Figura 9).
O sobrenadante (meio de cultivo) também foi filtrado e armazenado para posterior

analise da presenca de toxinas

Figura 7. Processo de extracdo da clorofila a da cianobactérias cultivadas com os extratos

das folhas de guanandi nos ensaios.

5.6. Determinaciao da concentracao de clorofila o, contidas nas cianobactérias, como

indicador de crescimento dos cultivos.

Apos a extracdo da clorofila das amostras em metanol (fase 80:20), determinou-se
o teor de clorofila a, por meio de cromatografia de fase liquida (HPLC). Utilizou-se
volume de injecdo de amostra de 25ul, fase moével de metanol e fluxo de injecdo de
0,6ml/min, coluna Synergi 2.5u Hydro-RP 100A 50 x 4.60mm 2.5 micron, detector de
fluorescéncia, em comprimentos de onda de excitacdo a 440 nm e emissdo a 680 nm, com
tempo de retencdo de 4,9 min. Nas condi¢des utilizadas, o método cromatografico

empregado permitiu a quantificacdo de concentracdes de clorofila iguais ou superiores a
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lpg L' (menor concentracdo utilizada na elaboracio da curva de calibragio e que produziu

cromatograma com relagao sinal / ruido superior a 5).

5.7. Deteccao e quantificacio da microcistinas LR, RR, YR e LA presentes nas

amostras de células e sobrenadante dos cultivos.

A determinagdo das concentracdes das toxinas foi feita através de cromatografia em
fase liquida em detector de massa atdmica no cromatografo LC/MS/MS QTrap 3200, com
volume de injecdo de amostra de 25ul, fase movel de metanol e fluxo de injeg¢do de 0,4
ml/min, coluna Synergi 2.5u Hydro-RP 100A 50 x 4.60mm 2.5 micron, nas amostras de
extracdo de clorofila em fase 80:20 de metanol: 4gua e nos sobrenadantes filtrados. As
substancias foram detectadas e quantificadas utilizando procedimentos especificos de
MRM (Monitoramento de Reag¢des Multiplas), em concentragdes iguais ou superiores a
0,5ug L' (menores concentracdes dos compostos utilizadas para elaborar as curvas de
calibragdo e que produziu cromatograma com relacdo sinal / ruido superior a 5). A alta
sensibilidade da metodologia analitica utilizada permitiu a leitura direta das amostras sem a

necessidade de concentra-las.
5.8. Analise dos dados
Os resultados foram submetidos a analise de variancia, pelo teste “F” a 10% de
probabilidade e as médias foram comparadas pelo teste t a 10% de probabilidade.
IC = (t x desvpad) / raiz nr, onde:
IC = intervalo de confianga;
t = valor de t tabelado, ao nivel de 10% de probabilidade;
desvpad = desvio padrao;
raiz nr = raiz quadrada do niimero de repetigdes.

Foi realizada também uma analise de correlacao entre o crescimento (clorofila) e os

diferentes compostos avaliados como as toxinas, dados nutricionais, pH e condutividade.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Ensaio Preliminar

O ensaio preliminar com o extrato misto das folhas de 15 plantas, em concentragdes
de 10, 5 e 1% do volume do meio de cultivo do microrganismo, demonstrou que a melhor
taxa de inibi¢do da clorofila a, foi com 10% de extrato no meio de cultivo (Tabela 1). Pela
analise da Tabela 1 pode-se observar que todas as concentragdes do extrato reduziram
significativamente o teor de clorofila das amostras, indicando uma importante redug¢dao no
crescimento da cianobactéria, o que pode ser claramente observado pela porcentagem de
inibigdo do crescimento que foi de 69,2%; 54,3% e 19,1% respectivamente para os extratos
utilizados nas concentragdes de 10, 5 e 1% no meio de cultura.

Na Tabela 2 podem-se observar os efeitos dos extratos mistos sobre a producao da

toxina microcistina LR, contida nas células das cianobactérias, na Tabela 3 os teores de
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microcistina LR que permaneceram no sobrenadante do meio de cultivo. Todas as
concentragdes estudadas reduziram significativamente o teor de microcistina nas células e
no sobrenadante, com destaque para o extrato na maior concentragdo (10%) a qual

apresentou as maiores redugdes nos teores de toxina nas células e no sobrenadante.

Tabela 1. Valores do teor de clorofila o de Microcystis aeruginosa, em meio contendo

extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de decomposicao.

Tratamentos Teor de clorofila Significincia Inibicao
mg L' do contraste %
Controle 1,833 * 69,2
% 0565
Controle 1,833 * 543
______________ S% 083
Controle 1,833 * 19,1
1% 1,483
Valor de F para tratamentos 121,72
DMS - teste t a 10% 0,040
Coeficiente de variacio (%) 2,9

Tabela 2. Valores da producdo de microcistina LR nas células de Microcystis aeruginosa,

em meio contendo extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de

decomposicao.
Tratamentos Teor de Micrositina LR Significancia Decréscimo
nas céluas ng ml”’ do contraste %
Controle 732,667 * 68,4
A0 231,667
Controle 732,667 * 20,7
______________ Voo S8L333 .
Controle 732,667 * 14,9
1% 623,333
Valor de F para tratamentos 341,16
DMS - teste t a 10% 30,723

Coeficiente de variacio (%) 5,0
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Tabela 3. Valores da producdo de microcistina LR no sobrenadante do cultivo de
Microcystis aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em

diferentes tempos de decomposicao..

Tratamentos Teor de microcistina Significincia Decréscimo
LR no sobrenadante ng ml’' do contraste %
Controle 315,667 * 83,6
_____________ 0% . SLIeT
Controle 315,667 * 13,8
5% 272000
Controle 315,667 * 33,5
1% 210,000
Valor de F para tratamentos 471,81
DMS - teste t a 10% 11,593
Coeficiente de variacio (%) 4,7

Neste trabalho, foram quantificadas as microcistinas LR, LA, RR e YR, mas
nos resultados foram relatados apenas os dados relativos a toxina LR. Como pode ser
observado nas Figuras subsequentes, que ilustram as correlagdes da microcistina LR com o
total de todas as microcistinas quantificadas nas células (Figura 10), no sobrenadante
(Figura 11) e total (células + sobrenadante, Figura 12), a toxina LR apresenta o mesmo
padrdo de ocorréncia que as demais toxinas. Além disso, a quantidade de microcistina LR
produzida nos ensaios ¢ bem mais expressiva, cerca de 90% maior que as demais
microcistinas (LA, RR ¢ YR), o que se deve ao fato da cepa de Microcystis aeruginosa ser

produtora de microcistina LR.
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Correlagdo do total de microcistinas (LA, LR, RR e YR) nas células de

cianobactéria, com o total de microcistina LR nas céluas de cianobacteria.
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Figura 9. Correlacdo do total de microcistinas (LA, LR, RR e YR) no sobrenadante do

meio de cultivo, com o total de microcistina LR no sobrenadante do meio de

cultivo.
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Figura 10. Correlagdo do total de microcistinas (LA, LR, RR ¢ YR) com o total de

microcistina LR.

A Figura 13 ilustra a correlagdo entre teor total de microcistinas e teor de
clorofila, indicando uma tendéncia de aumento das microcistinas com o aumento do teor de
clorofila. Na Figura 14 pode ser observada a correlagdo entre total de microcistina LR
contida nas células e o teor de clorofila (usado como indicador do crescimento da
cianobactéria). Tal correlagdo também evidencia uma tendéncia de aumento da

microcistina LR com o aumento do teor de clorofila.
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Figura 11. Correlagao entre o teor de clorofila nos ensaios com o teor total de Microcistina

produzido nos ensaios .
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Figura 12.

Teor de Microcistina LR nas Células
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Correlacao do total de microcistina LR contida nas células de cianobactéria,

com o crescimento da cianobactéria (teor de clorofila).

O pH e a condutividade elétrica dos extratos foram medidos para avaliar se durante

a decomposicao das folhas as variacdes desses parametros poderiam interferir no

crescimento das cianobactérias. Como pode se observar nas Figuras 15 e 16, eles ndo

apresentaram efeitos sobre o crescimento da cianobactéria em meio de cultivo.
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Figura 13.

Correlagdo do pH com o crescimento da cianobactéria (teor de clorofila).
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Figura 14. Correlagdo da condutividade elétrica com o crescimento da cianobactéria (teor

de clorofila).

O fato de os extratos terem permanecido com o pH na faixa em torno de 7
(Apéndice A, B, C e D) devido ao efeito tamponante do meio de cultura BG 11, o0pH e a
condutividade elétrica ndo influenciaram o crescimento da cianobactéria.

Dos fatores nutricionais analisados (Apéndice A, B, C e D), os que poderiam
interferir sobre o crescimento da cianobactéria, no meio de cultivo, seriam o nitrogénio € o
fosforo, que sdo os elementos fundamentais para o crescimento das cianobactérias
(REYNOLDS, 1984; CHORUS ¢ BARTRAM, 1999). Como se pode observar nas Figuras
17 e 18, a concentracdo desses nutrientes nos extratos nao afetou o crescimento da

cianobactéria nos ensaios.
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Figura 15. Correlagdo da concentracdo de nitrogénio com o crescimento da cianobactéria

(teor de clorofila).
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Figura 16. Correlagdo da concentracdo de fosforo, com o crescimento da cianobactéria

(teor de clorofila).

6.2. Ensaios com extratos individualizados das 15 plantas

Os resultados dos extratos, obtidos em separado das quinze plantas, sobre o

crescimento da Microcystis aeruginosa sdo apresentados planta a planta em relagdao aos
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seus controles ¢ ao tempo de decomposicao dos extratos. Todos os extratos foram
utilizados na concentragao de 10%.

Na Tabela 4 pode-se observar os efeitos dos extratos da planta 1, obtidos com
diferentes periodos de decomposi¢do, sobre o crescimento da cianobactéria (medido pelo
teor de clorofila) e a porcentagem de inibicdo destes extratos no crescimento da
cianobactéria. A maior porcentagem de inibi¢ao foi obtida quando foi utilizado o extrato
obtido com 15 dias de decomposi¢do. Os extratos obtidos com 7, 30 e 60 dias de
decomposi¢ao ndo inibiram significativamente o teor de clorofila a.

Os efeitos dos extratos sobre a produgdo da toxina LR nas células da cianobactéria
(Tabela 5) foram significativos para todos os extratos avaliados, sendo o maior decréscimo
obtido no extrato com 15 dias de decomposicao. Para a toxina LR extraida do sobrenadante
(Tabela 6), decréscimos significativos na produ¢do da toxina foram obtidos somente com
extratos de 15 e 30 dias de decomposic¢ao. O periodo de decomposi¢do do extrato da planta
1 de maior eficacia, em relacao a inibigao do crescimento da cianobactéria ¢ decréscimo na

producdo da toxina LR, foi o de 15 dias.

Tabela 4. Valores do teor de clorofila o de Microcystis aeruginosa, em meio contendo

extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de clorofila Significancia Inibicio
dias mg L do contraste %
7 Controle 1,833 ns 10,2
_________ T Plant o L6AS .
15 Controle 1,687 * 83,8
________ 15 . Pantal 0274 .
30 Controle 1,829 ns 7,7
________ 30 Plamal 1687
60 Controle 1,822 ns 6,4
60 Planta 1 1,705
Valor de F para tratamentos 21,49
DMS - teste t a 10% 0,198

Coeficiente de variacio (%) 12,6
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Tabela 5. Valores da produgdo de microcistina LR, nas células de Microcystis aeruginosa,

em meio contendo extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de

decomposicao.
Periodos  Tratamentos Teor de Micrositina Significancia Decréscimo
dias LR nas células ng ml’  do contraste %

7 Controle 732,667 * 10,5
,,,,,,,, 7 Pantal 65000
15 Controle 321,000 * 86,9
s Planal 4033
30 Controle 417,667 * 41,4
,,,,,,, 30 Plantal 2440667
60 Controle 591,000 * 29,2

60 Planta 1 418,667
Valor de F para tratamentos 129,70
DMS - teste t a 10% 35,035
Coeficiente de variacido (%) 8,1

Tabela 6. Valores da producdo de microcistina LR no sobrenadante do cultivo de
Microcystis aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em

diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de microcistina Significancia  Decréscimo
dias LR no sobrenadante ng ml’' do contraste %

7 Controle 315,667 ns 0
e Plantal 343,000
15 Controle 511,000 * 54,5
_______ 1S Plantal 23333
30 Controle 272,333 * 51,2
,,,,,,, 30 Plmtal 133000
60 Controle 476,333 ns 0

60 Planta 1 541,000
Valor de F para tratamentos 28,96
DMS - teste t a 10% 46,934
Coeficiente de variacao
(%) 13,2

Os efeitos dos extratos da planta 2 podem ser observados nas Tabelas de 7 a
9. Na Tabela 7 pode-se observar que os extratos da planta 2 obtidos em todos os periodos
de decomposicdo ndo afetaram significativamente o teor de clorofila a. Entretanto, a
quantidade de microcistina LR nas células da cianobactéria foi significativamente afetada

pelos extratos obtidos com todos os periodos de decomposicao (Tabela 8). Para a toxina
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avaliada no sobrenadante (Tabela 9), os extratos obtidos com 7 e 15 dias de decomposicao
ocasionaram decréscimos significativos na produ¢do da toxina, sendo de 60% e 49,8%,

respectivamente.

Tabela 7. Valores do teor de clorofila oo de Microcystis aeruginosa, em meio contendo

extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de clorofila Significincia Inibicio
dias mg L' do contraste %

7 Controle 1,833 ns 9,3
,,,,,,,,, 7. Panta2 . le62
15 Controle 1,687 ns 42
________ 5 . Plana2 L6l7 .
30 Controle 1,829 ns 0,7
,,,,,,,, %0 . Pama2 186
60 Controle 1,822 ns 0,8

60 Planta 2 1,807
Valor de F para tratamentos 0,77
DMS - teste t a 10% 0,176
Coeficiente de variacido (%) 9,9

Tabela 8. Valores da produgdo de microcistina LR, nas células de Microcystis aeruginosa,

em meio contendo extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de

decomposicao.
Periodos Tratamentos Teor de Micrositina LR Significancia Decréscimo
dias nas céluas ng ml” do contraste %
7 Controle 732,667 * 38,4
,,,,,,,, 7 Plamw2 451333
15 Controle 321,000 * 11,0
s Planta2 285667
30 Controle 417,667 * 36,7
,,,,,,, 30 Planta2 264333
60 Controle 591,000 * 29,4
60 Planta 2 417,000
Valor de F para tratamentos 83,25
DMS - teste t a 10% 30,536
Coeficiente de variacido (%) 7,0
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Tabela 9. . Valores da producdo de microcistina LR no sobrenadante do cultivo de

Microcystis aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em

diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de microcistina SignificAncia  Decréscimo
dias LR no sobrenadante ng ml” do contraste %
7 Controle 315,667 * 60,6
T Planta2 124333
15 Controle 511,000 * 49,8
_______ 15 . Plama2 256333 .
30 Controle 272,333 ns 0
_______ 30 Planta2 276667
60 Controle 476,333 ns 0
60 Planta 2 483,000
Valor de F para tratamentos 35,87
DMS - teste t a 10% 39,876
Coeficiente de variacio (%) 11,654

Na Tabela 10 observa-se os efeitos dos extratos da planta 3, obtidos com diferentes

periodos de decomposi¢do, sobre o crescimento da cianobactéria e a porcentagem de

inibicao destes extratos no crescimento da cianobactéria. Assim, a maior porcentagem de

inibi¢do foi obtida quando foi utilizado o extrato obtido com 15 dias de decomposicao, e

uma pequena inibi¢do no extrato obtido com 7 dias.

O efeito dos extratos sobre a producdo da toxina LR nas células da cianobactéria

(Tabela 11) foi mais significativo para o extrato com 15 dias de decomposicao.

Considerando a toxina LR extraida do sobrenadante (Tabela 12), decréscimo significativo

na produg¢do da toxina foi obtido também, com o extrato de 15 dias de decomposicao.
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Tabela 10. Valores do teor de clorofila a. de Microcystis aeruginosa, em meio contendo

extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de clorofila SignificAncia Inibicio
dias mg L' do contraste %
7 Controle 1,833 * 44,1
S A Planta3 024
15 Controle 1,687 * 99,1
________ 5 . Panta3 0015 .
30 Controle 1,829 ns 24,1
,,,,,,,, 30 . Panta3 138
60 Controle 1,822 ns 14,5
60 Planta 3 1,558
Valor de F para tratamentos 3,42
DMS - teste t a 10% 0,588
Coeficiente de variacido (%) 41,8

Tabela 11. Valores da produgdo de microcistina LR, nas células de Microcystis
aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em diferentes

tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de Micrositina LR Significancia Decréscimo
dias nas céluas ng ml” do contraste %
7 Controle 732,667 * 48,0
________ T Planta3 381000
15 Controle 321,000 * 97,1
s Planta3 0167
30 Controle 417,667 * 41,7
,,,,,,, 30  Plna3 243333
60 Controle 591,000 * 40,8
60 Planta 3 350,000
Valor de F para tratamentos 127,76
DMS - teste t a 10% 33,582

Coeficiente de variacido (%) 8,7
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Tabela 12. . Valores da produgdo de microcistina LR no sobrenadante do cultivo de
Microcystis aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em

diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de microcistina SignificAncia  Decréscimo
dias LR no sobrenadante ng ml”’ do contraste %

7 Controle 315,667 * 47,7
A Planta3 165000
15 Controle 511,000 * 83,1
_______ 15 . Pana3 86400
30 Controle 272,333 * 66,3
_______ 30 . Plama3 9833
60 Controle 476,333 * 13,9

60 Planta 3 410,333
Valor de F para tratamentos 198,37
DMS - teste t a 10% 20,708
Coeficiente de variacido (%) 7,0

Na Tabela 13 estdo demonstrados os efeitos dos extratos da planta 4, obtidos com
diferentes periodos de decomposi¢do, sobre o crescimento da cianobactéria e a % de
inibi¢do destes extratos no crescimento da cianobactéria. Assim a maior porcentagem de
inibi¢do foi obtida quando foi utilizado o extrato obtido com 15 dias de decomposi¢ao.

O efeito dos extratos da planta 4 sobre a producao da toxina LR nas células da
cianobactéria (Tabela 14) foi mais significativo também para o extrato com 15 dias de
decomposi¢do, ¢ manteve um decréscimo aproximadamente semelhante nos outros
periodos.

No sobrenadante, a quantidade da toxina LR extraida (Tabela 15) apresentou
decréscimo significativo quando foi adicionado ao meio de cultura o extrato de 15 dias de
decomposi¢ao (89,3%). No entanto, o extrato com periodo de decomposicdo de 7 dias

também ocasionou um decréscimo consideravel (68,8%).
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Tabela 13. Valores do teor de clorofila a. de Microcystis aeruginosa, em meio contendo

extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de clorofila Significancia Inibicao
dias mg L' do contraste %
7 Controle 1,833 * 34,5
S A Plantad 1201 .
15 Controle 1,687 * 99,9
________ 5 Panma4 0002
30 Controle 1,829 * 11,3
,,,,,,,, 30 Plamw4 1l
60 Controle 1,822 * 34,6
60 Planta 4 1,191
Valor de F para tratamentos 140,36
DMS - teste t a 10% 0,092
Coeficiente de variacio (%) 6,5

Tabela 14. Valores da produgdo de microcistina LR, nas células de Microcystis
aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em diferentes

tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de Micrositina LR Significancia Decréscimo
dias nas céluas ng mI” do contraste %

7 Controle 732,667 * 45,1
________ 7 Plntad 402333
15 Controle 321,000 * 96,0
s Planta4 12033
30 Controle 417,667 * 41,7
,,,,,,, 30 Plantad 243667
60 Controle 591,000 * 37,3

60 Planta 4 370,333
Valor de F para tratamentos 145,07
DMS - teste t a 10% 31,348

Coeficiente de variacio (%) 8,0
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Tabela 15. . Valores da produgdo de microcistina LR no sobrenadante do cultivo de
Microcystis aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em

diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de microcistina SignificAncia  Decréscimo
dias LR no sobrenadante ng ml” do contraste %

7 Controle 315,667 * 68,8
T Plantad 98600
15 Controle 511,000 * 89,3
_______ 15 . Plamad4 54533 .
30 Controle 272,333 * 17,6
_______ 30 Planta4 224333
60 Controle 476,333 * 10,9

60 Planta 4 424,333
Valor de F para tratamentos 105,10
DMS - teste t a 10% 28,682
Coeficiente de variacio (%) 9,576

Os efeitos dos extratos da planta 5, obtidos com diferentes periodos de
decomposic¢do, sobre o crescimento da cianobactéria e a porcentagem de inibicdo destes
extratos no crescimento da cianobactéria estdo relatados na Tabela 16. Desta forma, pode
se observar que, as maiores porcentagens de inibicdo foram obtidas quando foram

utilizados os extratos dos periodos de 7 e 60 dias de decomposigao.

Tabela 16. Valores do teor de clorofila a. de Microcystis aeruginosa, em meio contendo

extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de clorofila Significancia Inibicao
dias mg L do contraste %
7 Controle 1,833 * 59,6
T Planta5 0741
15 Controle 1,687 * 344
________ 15 o Planas o LIO8 .
30 Controle 1,829 * 14,4
,,,,,,,, 3 . Plama5 155
60 Controle 1,822 * 60,2
60 Planta 5 0,725
Valor de F para tratamentos 68,17
DMS - teste t a 10% 0,102

Coeficiente de variacio (%) 7,1
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Considerando os efeitos dos extratos sobre a producao da toxina LR nas células da
cianobactéria (Tabela 17), estes também foram mais significativos para os extratos com 7 €
60 dias de decomposi¢do. Para a toxina LR extraida do sobrenadante (Tabela 18), o maior
decréscimo na producdo da toxina foi obtido com o extrato de 15 dias de decomposi¢do
(74%), sendo que o extrato do periodo de 7 dias de decomposi¢do também ocasionou um

decréscimo consideravel, de 57%.

Tabela 17. Valores da produgdo de microcistina LR, nas células de Microcystis

aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de

decomposigao.
Periodos Tratamentos Teor de Micrositina LR Significancia Decréscimo
dias nas céluas ng ml” do contraste %

7 Controle 732,667 * 64,8
________ 7 . Panas 257667
15 Controle 321,000 ns 0
RN N Planta5 416,000 .
30 Controle 417,667 * 11,6
,,,,,,, 30 Planas 369333
60 Controle 591,000 * 58,2

60 Planta 5 247,000
Valor de F para tratamentos 65,47
DMS - teste t a 10% 36,074
Coeficiente de variacio (%) 8,5

Tabela 18. . Valores da producdo de microcistina LR no sobrenadante do cultivo de
Microcystis aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em

diferentes tempos de decomposi¢ao.

Periodos Tratamentos Teor de microcistina Significincia  Decréscimo
dias LR no sobrenadante ng mI’' do contraste %

7 Controle 315,667 * 57,0
A Planta5 135,667
15 Controle 511,000 * 74,0
_______ 1S . Pamas_ 133067
30 Controle 272,333 * 28,4
_______ 30 . Plamtas 195000 .
60 Controle 476,333 * 19,0

60 Planta 5 386,000
Valor de F para tratamentos 36,81
DMS - teste t a 10% 42,099

Coeficiente de variacio (%) 13,8




42

A Tabela 19 apresenta os efeitos dos extratos da planta 6, obtidos com diferentes
periodos de decomposi¢do, sobre o crescimento da cianobactéria e a porcentagem de
inibicdo destes extratos no crescimento da cianobactéria. Os melhores resultados de
inibi¢do foram obtidos quando utilizados os extratos obtidos com a partir de 15 dias de
decomposicao.

Os efeitos dos extratos sobre a producao da toxina LR nas células da cianobactéria
(Tabela 20) foram mais significativos para os extratos com 15, 30 e 60 dias de
decomposic¢do. Para a toxina LR extraida do sobrenadante (Tabela 21), o maior decréscimo
na produg¢do da toxina foi obtido com o extrato de 30 dias de decomposigdo (91,5%), sendo
que os extratos com 15 e 60 dias também ocasionaram decréscimos bastante significativos

de 64,7% e 59%, respectivamente.

Tabela 19. Valores do teor de clorofila . de Microcystis aeruginosa, em meio contendo

extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de clorofila Significancia Inibicio
dias mg L do contraste %
7 Controle 1,833 * 14,3
Y A Planta6 | L
15 Controle 1,687 * 96,1
________ IS . Plama6 0065
30 Controle 1,829 * 96,4
,,,,,,,, 3 . Pama6 0066
60 Controle 1,822 * 75,7
60 Planta 6 0,442
Valor de F para tratamentos 485,91
DMS - teste t a 10% 0,065

Coeficiente de variacio (%) 5.5
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Tabela 20. Valores da produgdo de microcistina LR  nas células de Microcystis
aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em diferentes

tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de Micrositina LR SignificaAncia Decréscimo
dias nas céluas ng ml” do contraste %

7 Controle 732,667 * 29,1
,,,,,,,, 7. Plntac 519667
15 Controle 321,000 * 95,9
S = Planta6 B33
30 Controle 417,667 * 97,6
,,,,,,, 30 Plma6 10097
60 Controle 591,000 * 77,2

60 Planta 6 135,000
Valor de F para tratamentos 284,37
DMS - teste t a 10% 28,041
Coeficiente de variacio (%) 8,1

Tabela 21. Valores da producdo de microcistina LR no sobrenadante do cultivo de
Microcystis aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em

diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de microcistina SignificiAncia decréscimo
dias LR no sobrenadante ng ml” do contraste %

7 Controle 315,667 * 279
1 Planta6 227667
15 Controle 511,000 * 64,7
_______ IS Plana6 180167
30 Controle 272,333 * 91,5
_______ 30 Plama6 23133
60 Controle 476,333 * 59,0

60 Planta 6 195,333
Valor de F para tratamentos 52,71
DMS - teste t a 10% 38,445
Coeficiente de variacio (%) 13,8

Para os extratos obtidos da planta 7 (Tabela 22), a maior porcentagem de inibi¢ao
ocorreu quando utilizado o extrato obtido com 15 dias de decomposi¢do. Os extratos
obtidos nos demais periodos de decomposicdo ndo afetaram significativamente o

crescimento da cianobactéria.
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Da mesma forma, as quantidades de microcistina LR nas células da cianobactéria e
no sobrenadante foram significativamente afetadas pelo extrato obtido com 15 dias de

periodo de decomposi¢do (Tabelas 23 e 24).

Tabela 22. Valores do teor de clorofila a. de Microcystis aeruginosa, em meio contendo

extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de clorofila Significancia Inibicao
dias mg L' do contraste %
7 Controle 1,833 ns 0
________ T Planta7 1,871
15 Controle 1,687 * 85,0
________ 15 Panta7 0.254
30 Controle 1,829 ns 0
30 ] Planta7 1908
60 Controle 1,822 ns 1,9
60 Planta 7 1,787
Valor de F para tratamentos 21,13
DMS - teste t a 10% 0,212
Coeficiente de variacio (%) 13,0

Tabela 23. Valores da produgdo de microcistina LR, nas células de Microcystis
aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em diferentes

tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de Micrositina LR Significincia Decréscimo
dias nas céluas ng ml” do contraste %

7 Controle 732,667 * 18,7
________ 7 . Plnta7 595667
15 Controle 321,000 * 86,6
s Planta7 43000
30 Controle 417,667 * 12,4
_______ 30 Plamal 366000
60 Controle 591,000 * 39,2

60 Planta 7 359,333
Valor de F para tratamentos 113,07
DMS - teste t a 10% 34,876
Coeficiente de variacio (%) 8,0
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Tabela 24. Valores da producdo de microcistina LR no sobrenadante do cultivo de
Microcystis aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em

diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de microcistina Significincia decréscimo
dias LR no sobrenadante ng ml” do contraste %

7 Controle 315,667 * 26,3
________ T Planta7 232,667 .
15 Controle 511,000 * 89,0
,,,,,,, 15 Plnta7 56233
30 Controle 272,333 ns 0
_______ 30 Panma?7 437000
60 Controle 476,333 * 12,7

60 Planta 7 415,667
Valor de F para tratamentos 99,30
DMS - teste t a 10% 26,502
Coeficiente de variacdo (%) 7,7

A Tabela 25, estdo apresentados os efeitos dos extratos da planta 8, obtidos com
diferentes periodos de decomposi¢do, sobre o crescimento da cianobactéria e a
porcentagem de inibicdo destes extratos no crescimento da cianobactéria. Neste caso,
melhores resultados inibi¢ao foram observados quando utilizados os extratos obtidos com
15 e 30 dias de decomposicao.

Das mesma forma, os efeitos dos extratos sobre a producdo da toxina LR nas
células da cianobactéria (Tabela 26) e no sobrenadante (Tabela 27) foram mais

significativos para os extratos com 15 e 30 dias de decomposigao.
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Tabela 25. Valores do teor de clorofila a. de Microcystis aeruginosa, em meio contendo

extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de clorofila Significancia Inibicao
dias mg ! do contraste %
7 Controle 1,833 * 31,3
oo 1 Planta® 1258
15 Controle 1,687 * 99,8
________ 15 . Planta8 0004 .
30 Controle 1,829 * 84,2
,,,,,,,, % .. Pantag8 0289
60 Controle 1,822 * 64,6
60 Planta 8 0,645
Valor de F para tratamentos 438,64
DMS - teste t a 10% 0,063
Coeficiente de variacio (%) 5,3

Tabela 26. Valores da produgdo de microcistina LR nas células de Microcystis
aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em diferentes

tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de Micrositina LR Significincia Decréscimo
dias nas céluas ng ml” do contraste %

7 Controle 732,667 * 38,3
________ 7 . Plnta8 452000 .
15 Controle 321,000 * 95,9
s Planta8 13,207
30 Controle 417,667 * 87,0
,,,,,,, 30 Planta8 54200
60 Controle 591,000 * 52,1

60 Planta 8 283,333
Valor de F para tratamentos 249,09
DMS - teste t a 10% 27,261

Coeficiente de variacio (%) 7,5
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Tabela 27. . Valores da produgdo de microcistina LR no sobrenadante do cultivo de
Microcystis aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em

diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de microcistina SignificAncia  decréscimo
dias LR no sobrenadante ng ml” do contraste %

7 Controle 315,667 * 10,7
T Planta8 282000
15 Controle 511,000 * 85,5
_______ 1S Plant8 74167
30 Controle 272,333 * 97,9
_______ 30 . Pama8 5593
60 Controle 476,333 * 55,6

60 Planta 8 211,667
Valor de F para tratamentos 193,86
DMS - teste t a 10% 21,952
Coeficiente de variacao (%) 8,1

O efeito dos extratos obtidos da planta 9 sobre o crescimento da cianobactéria pode
ser observado na Tabela 28. Todos os periodos de decomposi¢do apresentaram um efeito
inibitdrio significativo sobre o crescimento da cianobacteria, porém a maior porcentagem
de inibi¢ao ocorreu quando utilizado o extrato obtido com 15 dias de decomposicao.

Os efeitos dos extratos sobre a producao da toxina LR nas células da cianobactéria
(Tabela 29) foram significativos para todos os extratos avaliados, sendo o maior
decréscimo obtido nos extratos com 7 e 15 dias de decomposicao.

Quanto a toxina LR extraida do sobrenadante (Tabela 30), o melhor resultado de

decréscimo na produgdo da toxina foi obtido com o extrato de 15 dias de decomposigao.
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Tabela 28. Valores do teor de clorofila a. de Microcystis aeruginosa, em meio contendo

extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de clorofila Significancia Inibicao
dias mg L do contraste %
7 Controle 1,833 * 63,9
Y A Planta9 0661
15 Controle 1,687 * 99,5
________ 15 Planta9 0009
30 Controle 1,829 * 53,3
________ 30 . Pana9 084 .
60 Controle 1,822 * 45,7
60 Planta 9 0,990
Valor de F para tratamentos 394,65
DMS - teste t a 10% 0,060
Coeficiente de variaciao (%) 5,0

Tabela 29. Valores da produgdo de microcistina LR nas células de Microcystis
aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em diferentes

tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de Micrositina LR SignificiAncia Decréscimo
dias nas céluas ng ml” do contraste %

7 Controle 732,667 * 71,1
________ 7 Planta9 211667
15 Controle 321,000 * 96,1
I E Planta9 12500
30 Controle 417,667 * 233
_______ 30 Pama9 0320333
60 Controle 591,000 * 24,7

60 Planta 9 445,000
Valor de F para tratamentos 166,23
DMS - teste t a 10% 30,060

Coeficiente de variaciao (%) 7,8
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Tabela 30. Valores da producdo de microcistina LR no sobrenadante do cultivo de
Microcystis aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em

diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de microcistina Significancia decréscimo
dias LR no sobrenadante ng ml” do contraste %
7 Controle 315,667 * 22,1
A Planta9 246,000 .
15 Controle 511,000 * 86,2
,,,,,,, 15 Planta9 70400
30 Controle 272,333 * 59,4
_______ 30 Planta9 110700
60 Controle 476,333 * 34,5
60 Planta 9 312,000
Valor de F para tratamentos 121,52
DMS - teste t a 10% 24,486
Coeficiente de variacio (%) 8.3

Na Tabela 31 estao demonstrados os efeitos dos extratos da planta 10, obtidos com
diferentes periodos de decomposi¢do, sobre o crescimento da cianobactéria e a
porcentagem de inibi¢do destes extratos no crescimento da cianobactéria. O melhor
resultado de inibigdo foi obtido ao se utilizar o extrato com 15 dias de decomposigao.

Da mesma forma, para os efeitos dos extratos sobre a produgdo da toxina LR nas
células da cianobactéria (Tabela 32) foram mais significativos para o extrato com 15 dias
de decomposicdo. Considerando os resultados observados para a toxina LR extraida do
sobrenadante (Tabela 33), decréscimos significativos na producdo da toxina foram obtidos

com os extratos de 15 e 30 dias de decomposigao.
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Tabela 31. Valores do teor de clorofila a. de Microcystis aeruginosa, em meio contendo

extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de clorofila SignificaAncia Inibicao
dias mg L' do contraste %
7 Controle 1,833 * 41,4
T Plantal0 1,074
15 Controle 1,687 * 99,9
________ 1S . Planalo 0002
30 Controle 1,829 * 22,6
,,,,,,,, 30 . Plantalo l4l6
60 Controle 1,822 * 36,7
60 Planta 10 1,154
Valor de F para tratamentos 171,67
DMS - teste t a 10% 0,083
Coeficiente de variaciao (%) 6,1

Tabela 32. Valores da produgdo de microcistina LR nas células de Microcystis
aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em diferentes

tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de Micrositina LR SignificiAncia Decréscimo
dias nas céluas ng ml” do contraste %

7 Controle 732,667 * 41,1
,,,,,,,, 7 Pantal0 431667
15 Controle 321,000 * 96,2
s Plantal0 12333
30 Controle 417,667 * 32,2
_______ 30  Plantal0 283000
60 Controle 591,000 * 46,2

60 Planta 10 318,000
Valor de F para tratamentos 182,32
DMS - teste t a 10% 27,832

Coeficiente de variaciao (%) 7,1
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Tabela 33. Valores da producdo de microcistina LR no sobrenadante do cultivo de
Microcystis aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em

diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de microcistina Significancia decréscimo
dias LR no sobrenadante ng ml” do contraste %

7 Controle 315,667 * 24,1
T Plnta 10 239667
15 Controle 511,000 * 87,5
_______ 15 Plmtal0 63967
30 Controle 272,333 * 87,5
_______ 30 Pantal0 34000
60 Controle 476,333 * 55,6

60 Planta 10 211,333
Valor de F para tratamentos 221,97
DMS - teste t a 10% 20,058
Coeficiente de variacio (%) 7,4

Na Tabela 34, observa-se o efeito dos extratos obtidos da planta 11 sobre o
crescimento da cianobactéria e a porcentagem de inibicdo destes extratos no crescimento
da cianobactéria. Nesta planta 11 observou-se o melhor resultado de inibi¢ao ao se utilizar
o extrato com 15 dias de decomposicao.

O efeito do extrato com 15 dias de decomposi¢do também foi o mais efetivo no
decréscimo da producdo da toxina LR nas células da cianobactéria (Tabela 35) e no

sobrenadante (Tabela 36).

Tabela 34. Valores do teor de clorofila o de Microcystis aeruginosa, em meio contendo

extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de clorofila Significancia Inibicao
dias mg L do contraste %

7 Controle 1,833 ns 14,5
I A Planta 1l LS8
15 Controle 1,687 * 54,1
________ 15 Plamall 0774
30 Controle 1,829 ns 10,6
________ 30 Plantall 163
60 Controle 1,822 * 259

60 Planta 11 1,351
Valor de F para tratamentos 5,05
DMS - teste t a 10% 0,278

Coeficiente de variaciao (%) 17,6
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Tabela 35. Valores da produgdo de microcistina LR, nas células de Microcystis
aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em diferentes

tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de Micrositina LR Significancia Decréscimo
dias nas céluas ng ml” do contraste %

7 Controle 732,667 * 19,9
,,,,,,,, 7. Pantall 586667
15 Controle 321,000 * 78,5
S L Plant 1l 69033
30 Controle 417,667 * 15,7
30 Planta11 351000
60 Controle 591,000 * 22,1

60 Planta 11 460,667
Valor de F para tratamentos 99,92
DMS - teste t a 10% 35,571
Coeficiente de variaciao (%) 8,0

Tabela 36. Valores da producdo de microcistina LR no sobrenadante do cultivo de
Microcystis aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em

diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de microcistina Significancia decréscimo
dias LR no sobrenadante ng ml’' do contraste %

7 Controle 315,667 * 39,2
________ 7 Plamall 192000
15 Controle 511,000 * 71,7
_______ 15 Plantall 144667
30 Controle 272,333 * 55,7
,,,,,,, 30  Plamall 120733
60 Controle 476,333 * 44,0

60 Planta 11 266,667
Valor de F para tratamentos 127,95
DMS - teste t a 10% 22,168
Coeficiente de variacio (%) 7,6

As Tabelas 37, 38 e 39 sumarizam os resultados referentes aos extratos obtidos de
folhas da planta 12. Pela anélise destas Tabelas observa-se que o extrato obtido com 15
dias de decomposicdo das folhas foi o mais efetivo na inibi¢do do crescimento da
cianobactéria (Tabela 37), na quantidade de microcistina produzida avaliada nas células

(Tabela 38) e no sobrenadante do meio de cultura (Tabela 39).
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Tabela 37. Valores do teor de clorofila a. de Microcystis aeruginosa, em meio contendo

extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de clorofila SignificAncia Inibicao
dias mg L' do contraste %
7 Controle 1,833 * 42,2
R S Plantal2 . 1oeO
15 Controle 1,687 * 98,9
,,,,,,,, 5 . Pental2 001
30 Controle 1,829 * 23,2
,,,,,,,, 30 . Plantal2 1405
60 Controle 1,822 * 4.4
60 Planta 12 1,742
Valor de F para tratamentos 195,04
DMS - teste t a 10% 0,079
Coeficiente de variacio (%) 5,4

Tabela 38. Valores da produgdo de microcistina LR nas células de Microcystis
aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em diferentes

tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de Micrositina LR SignificaAncia Decréscimo
dias nas céluas ng ml” do contraste %

7 Controle 732,667 * 36,8
________ 7 Plamml2 463333
15 Controle 321,000 * 95,5
s Planta12 4333
30 Controle 417,667 * 38,5
,,,,,,, 30 Plnal2 257000
60 Controle 591,000 * 23,5

60 Planta 12 452,000
Valor de F para tratamentos 181,44
DMS - teste t a 10% 28,113

Coeficiente de variacio (%) 6,8
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Tabela 39. Valores da producdo de microcistina LR no sobrenadante do cultivo de

Microcystis aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em

diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de microcistina SignificaAncia decréscimo
dias LR no sobrenadante ng ml’' do contraste %

7 Controle 315,667 * 35,0
T ] Planta 12 205333
15 Controle 511,000 * 89,5
_______ 15 Plamtal2 53600
30 Controle 272,333 * 79,9
_______ 30 Pamal2 54767
60 Controle 476,333 * 42,5

60 Planta 12 274,000
Valor de F para tratamentos 163,34
DMS - teste t a 10% 23,096
Coeficiente de variaciao (%) 8.4

A Tabela 40 se observa os efeitos dos extratos da planta 13, obtidos com diferentes

periodos de decomposi¢do, sobre o crescimento da cianobactéria e a porcentagem de

inibi¢do destes extratos no crescimento da cianobactéria. Neste caso, o melhor resultado de

inibicao foi obtido com o extrato com 7 dias de decomposicao.

Os efeitos dos extratos sobre a produg@o da toxina LR nas células da cianobactéria

(Tabela 41) foram semelhantes para todos os extratos, com destaque também para o extrato

de 7 dias de decomposicdo. em contrapartida, para a toxina LR extraida do sobrenadante

(Tabela 42), decréscimos significativos na produgdo da toxina foram obtidos com os

extratos de 7, 15 e 30 dias de decomposi¢do, com destaque para o extrato de 30 dias com o

maior decréscimo.
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Tabela 40. Valores do teor de clorofila a. de Microcystis aeruginosa, em meio contendo

extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de clorofila SignificAncia Inibicio
dias mg L do contraste %
7 Controle 1,833 * 47,5
7. Pamal3 0962
15 Controle 1,687 * 24,3
________ S5 Pamald 1277 .
30 Controle 1,829 * 19,9
________ 30 . Plantal3 1465
60 Controle 1,822 * 12,2
60 Planta 13 1,599
Valor de F para tratamentos 18,21
DMS - teste t a 10% 0,127
Coeficiente de variaciao (%) 8,1

Tabela 41. Valores da produ¢do de microcistina LR, nas células de Microcystis
aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em diferentes

tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de Micrositina LR SignificAncia Decréscimo
dias nas céluas ng ml” do contraste %

7 Controle 732,667 * 57,4
________ 7 Pamald 312000
15 Controle 321,000 * 47.8
N S Plantal3 167,667
30 Controle 417,667 * 37,9
_______ 30 Plnald 259333
60 Controle 591,000 * 48,1

60 Planta 13 306,667
Valor de F para tratamentos 103,74
DMS - teste t a 10% 31,928

Coeficiente de variacio (%) 8,1
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Tabela 42. Valores da producdo de microcistina LR no sobrenadante do cultivo de
Microcystis aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em

diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de microcistina Significincia decréscimo
dias LR no sobrenadante ng ml” do contraste %
7 Controle 315,667 * 62,3
7. Plantal3 19000
15 Controle 511,000 * 73,8
,,,,,,, 15, Plamtald 133667
30 Controle 272,333 * 87,3
_______ 30 Pamal3 34633
60 Controle 476,333 * 16,0
60 Planta 13 400,000
Valor de F para tratamentos 182,17
DMS - teste t a 10% 22,676
Coeficiente de variacio (%) 8,0

Na Tabela 43 pode-se observar os efeitos dos extratos da planta 14, obtidos com
diferentes periodos de decomposi¢do, sobre o crescimento da cianobactéria bem como a
porcentagem de inibicdo destes extratos no crescimento da cianobactéria. Assim o0s
melhores resultados de inibi¢ao foram obtidos ao se utilizar os extratos com 7, 15 e 60 dias
de decomposig¢ao.

Os efeitos dos extratos sobre a produgdo da toxina LR nas células da cianobactéria
(Tabela 44) foram significativos para os extratos com 7, 15 e 60, sendo o maior decréscimo
obtido no extrato com 7 dias de decomposicao. Para a toxina LR extraida do sobrenadante
(Tabela 45), decréscimos significativos na producdo da toxina foram obtidos com os
extratos de 7, 15 e 30 dias de decomposicao, com destaque para o extrato de 15 dias que

ocasionou o maior decréscimo.
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Tabela 43. Valores do teor de clorofila a. de Microcystis aeruginosa, em meio contendo

extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de clorofila Significincia Inibicao
dias mg L' do contraste %
7 Controle 1,833 * 67,1
.7 . Pamal4 0603
15 Controle 1,687 * 76,9
________ W5 o Panald 0391 .
30 Controle 1,829 ns 9,8
________ 30 o Pamtald 1650 .
60 Controle 1,822 * 66,3
60 Planta 14 0,613
Valor de F para tratamentos 32,74
DMS - teste t a 10% 0,196
Coeficiente de variaciao (%) 15,0

Tabela 44. Valores da produgdo de microcistina LR  nas células de Microcystis
aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em diferentes

tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de Micrositina LR Significancia Decréscimo
dias nas céluas ng ml” do contraste %

7 Controle 732,667 * 75,5
________ 7 . Planald 179333 .
15 Controle 321,000 * 59,3
S Planta 14 ] 130600
30 Controle 417,667 * 26,1
,,,,,,, 30 Plntald 308667
60 Controle 591,000 * 55,2

60 Planta 14 265,000
Valor de F para tratamentos 40,15
DMS - teste t a 10% 56,415

Coeficiente de variaciao (%) 15,1
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Tabela 45. Valores da producdo de microcistina LR no sobrenadante do cultivo de

Microcystis aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em

diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de microcistina Significincia decréscimo
dias LR no sobrenadante ng ml” do contraste %
7 Controle 315,667 * 77,1
e Plantal4 72,300 .
15 Controle 511,000 * 86,0
_______ 15  Plntald _____TL36T
30 Controle 272,333 * 54,0
,,,,,,, 30  Plantal4 125333
60 Controle 476,333 ns 0
60 Planta 14 493,667
Valor de F para tratamentos 168,76
DMS - teste t a 10% 25,310
Coeficiente de variaciao (%) 8,6

Para a planta 15 (Tabelas 46, 47 e 48) os melhores resultados sobre a porcentagem

de inibicdo da cianobactéria foram obtidos quando foram utilizados os extratos obtidos

com 15 e 60 dias de decomposi¢do, com porcentagens de inibicdo semelhantes (Tabela

46).

O extrato com 15 dias de decomposi¢ao, também ocasionou o melhor efeito sobre o

decréscimo da producdo da toxina LR nas células da cianobactéria conforme demonstrado

na Tabela 47. Para a toxina LR extraida do sobrenadante (Tabela 45), decréscimos

significativos na produ¢do da toxina foram obtidos com os extratos de 7, 15 e 30 dias de

decomposic¢do, destacando-se o extrato de 15 dias, com o maior decréscimo.
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Tabela 46. Valores do teor de clorofila a. de Microcystis aeruginosa, em meio contendo

extrato das folhas de guanandi em diferentes tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de clorofila Significancia Inibicao
dias mg L' do contraste %
7 Controle 1,833 * 21,9
_________ 7 .. Pantals 1431
15 Controle 1,687 * 40,9
________ 15 _Pamals 0997 .
30 Controle 1,829 * 12,5
________ 30 . Pamals 1600 .
60 Controle 1,822 * 42,7
60 Planta 15 1,044
Valor de F para tratamentos 14,55
DMS - teste t a 10% 0,157
Coeficiente de variacio (%) 10,1

Tabela 47. Valores da produgdo de microcistina LR nas células de Microcystis
aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em diferentes

tempos de decomposigao.

Periodos Tratamentos Teor de Micrositina LR SignificiAncia Decréscimo
dias nas céluas ng ml™ do contraste %

7 Controle 732,667 * 253
________ 7 . Plantals 547667 .
15 Controle 321,000 * 50
N S Plantal5 160,667 .
30 Controle 417,667 * 15,5
_______ 30 Plnals 353000
60 Controle 591,000 * 5,2

60 Planta 15 560,333
Valor de F para tratamentos 118,54
DMS - teste t a 10% 29,157

Coeficiente de variacio (%) 6,2
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Tabela 48. Valores da producdo de microcistina LR no sobrenadante do cultivo de
Microcystis aeruginosa, em meio contendo extrato das folhas de guanandi em

diferentes tempos de decomposicao.

Periodos Tratamentos Teor de microcistina Significancia decréscimo
dias LR no sobrenadante ng ml” do contraste %

7 Controle 315,667 * 56,3
,,,,,,,, 7. Pamals . 138000
15 Controle 511,000 * 73,1
_______ 15 o Paotals 137607 .
30 Controle 272,333 * 56,7
_______ 30 Plamals 118000
60 Controle 476,333 ns 0

60 Planta 15 491,667
Valor de F para tratamentos 199,26
DMS - teste t a 10% 20,834
Coeficiente de variaciao (%) 6,7

Na Tabela 49 estdo sumarizados os resultados referentes aos extratos de todas as
plantas avaliadas, evidenciando os periodos de decomposi¢do que proporcionaram extratos
mais eficazes na inibi¢do do crescimento da cianobactéria, na redugdo no teor de toxinas

nas células e no sobrenadante.
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Tabela 49. Periodos de decomposicdo que proporcionaram extratos mais eficientes no

controle do crescimento de Microcyistis e na produgdo da microcistina LR

Periodo de Maior reducdo Periodo de Maior reducao de

Planta Periodo de Maior Inibi¢cao de toxina nas células toxina nos Sobrenadantes
1 15 dias 15 dias 15/30 dias
2 7 dias 7 dias 7 dias
3 15 dias 15 dias 15 dias
4 15 dias 15 dias 15 dias
5 7/ 60 dias 7/60 dias 15 dias
6 15/ 30 dias 15/30 dias 30 dias
7 15 dias 15 dias 15 dias
8 15/30 dias 15/30 dias 15/30 dias
9 15 dias 15 dias 15 dias
10 15 dias 15 dias 15/30 dias
11 15 dias 15 dias 15 dias
12 15 dias 15 dias 15 dias
13 7 dias 7/15/60 dias 30 dias
14 15 dias 7/15/60 dias 15 dias
15 60 dias 15 dias 15 dias

Assim como nos resultados obtidos com a palha de cevada por Ball et al. (2000),
em que os melhores efeitos foram obtidos quando foram utilizados os extratos produzidos
com 15 dias de decomposi¢do, proporcionando resultados significativos quanto a redugdo
do crescimento da cianobactéria para a maioria das plantas estudadas.

Lembi (2002), em seu manual de uso da palha da cevada no controle do
crescimento de cianobactérias, indicou que a maior eficiéncia da palha decomposta ocorre
apos 2 semanas do inicio da decomposi¢cdo se a temperatura da adgua estiver entre 20 a
30°C. Esse dado corrobora com o tempo de decomposi¢do apresentado como ideal na
decomposic¢ao das folhas do guanandi nas condigdes utilizadas neste experimento.

Apesar de as plantas serem da mesma espécie e cultivadas nas mesmas condigdes
ambientais, nota-se importantes diferengas entre os extratos produzidos, quanto a eficiéncia
destes no controle da cianobactéria (Tabela 50). Essa diferenga ¢ devido a grande

variabilidade genética existente nas espécies.



62

Tabela 50. Maiores porcentagens de inibi¢do do crescimento € maiores reducdes nos teores

de toxinas nas células das cianobactérias.

Maior % de reducio de Maior % de reducio de toxinas
Planta maior % de inibicio toxinas nas células nos sobrenadantes
1 84% 86% 54%
2 9% 38% 60%
3 99% 97% 83%
4 99% 96% 89%
5 60% 64% 74%
6 96% 97% 91%
7 85% 86% 89%
8 99% 95% 97%
9 99% 96% 86%
10 99% 96% 87%
11 54% 78% 71%
12 99% 95% 89%
13 47% 57% 87%
14 77% 75% 86%
15 43% 49% 73%

Os extratos das plantas 3, 4, 6, 8,9, 10 e 12, com periodo de decomposicao de 15
dias, reduziram em mais de 90% o crescimento da cianobactéria ¢ a producao de toxinas.
Para as plantas 6 e 8, os extratos obtidos com periodo de decomposicao de 30 dias também
apresentaram redugdes no crescimento e producdo de toxinas acima de 90%. Ja os extratos
obtidos da planta 2 ndo causaram efeitos significativos na reducdo do crescimento da
cianobactéria e na producao de toxina LR.

O guanandi demonstrou um excelente potencial no controle do crescimento da cepa
de Microcyistis aeruginosa, revelando ser uma boa alternativa no controle da proliferagdo
dessa cianobactéria.

As folhas do guanandi devem ser aplicadas de forma preventiva as floragdes, ou de
forma continua com o plantio do guanandi em areas proximas a lagoas ou reservatorios,
que geralmente apresentam problemas com floragcdo de cianobactérias, nos periodos mais
quentes.

O uso das folhas do guanandi para o controle da cianobactéria, se traduz em uma
nova opcao de uso para as plantacdes comerciais de desta espécie arborea. Além do uso da
madeira, para fins comerciais, pode se usar as folhas apds o corte e até mesmo as que caem

naturalmente na serrapilheira dos talhdes.
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As folhas podem ser acondicionadas em fardos, os quais podem ser posicionados
com boias nos locais a se combater as floragdes, de 15 a 20 dias antes dos dias previstos
como mais quentes, diminuindo assim a quantidade de cianobactérias e conseqiientemente
a de toxinas nas aguas, fator muito importante quando se trata de dguas para o consumo
humano.

O uso das folhas de guanandi, no combate ao crescimento da cianobactéria
Microcyistis aeruginosa, principal produtora da toxina hepatotoxica microcistina,

demonstrou ser uma alternativa natural e viavel a ser aplicada de forma correta.
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7. CONCLUSOES

Os extratos das plantas de Guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess), na
concentragdo de 10%, apresentaram um grande potencial no controle do crescimento da
cianobactéria Microcyistis aeruginosa.

Os maiores efeitos de inibicdo ocorreram com os extratos obtidos com 15 dias de

decomposic¢ao das folhas (30°C). O potencial de inibi¢ao varia com a planta avaliada.
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Apéndice A: Analise nutritiva, pH e condutividade, dos extratos das folhas de 15 plantas de gunandi, com 7 dias de decomposicao.

Plantas  Tratamentos N P K Ca Mg S Na Cu Fe Mn Zn pH Condutividade
Dias | e Mg/L --ommmoommoeee oo | pS/cm
1 7 28 18,9 122,0 47,00 27,00 34,2 45,00 0,10 0,20 0,10 0,90 7,08 168,9
2 7 224 18,9 64,0 47,50 17,40 76,6 35,00 0,20 0,30 0,10 0,60 6,82 120,9
3 7 28 23,0 66,0 30,00 10,30 20,7 45,00 0,10 0,20 0,10 0,80 7,02 947,3
4 7 28 16,2 70,0 35,70 14,90 20,7 40,00 0,10 0,20 0,10 1,00 7,4 371,1
) 7 112 17,6 88,0 56,00 19,40 72,5 40,00 0,20 0,30 0,20 1,10 7,17 105,9
6 7 42 18,9 60,0 39,70 17,30 12,4 25,00 0,20 0,30 0,10 1,10 7 674,3
7 7 112 10,8 76,0 42,00 9,30 12,4 40,00 0,10 0,20 0,10 1,00 7,6 777,3
8 7 84 24,3 106,0 32,80 14,60 5,2 40,00 0,10 0,30 0,20 1,10 7,24 730
9 7 168 14,9 90,0 36,30 13,30 22,8 40,00 0,20 0,40 0,10 0,90 7 105,7
10 7 196 29,7 72,0 27,40 11,20 11,4 35,00 0,20 0,20 0,10 0,90 7 505,5
11 7 112 29,7 86,0 53,20 14,20 22,8 35,00 0,20 0,40 0,10 0,80 6,89 867
12 7 140 23,0 94,0 41,90 20,50 15,5 35,00 0,10 0,20 0,10 0,90 7,1 105,8
13 7 112 20,3 76,0 58,00 23,90 13,5 35,00 0,10 0,20 0,20 0,70 7 731,8
14 7 182 43,2 130,0 52,00 26,30 35,2 40,00 0,10 0,20 0,20 0,70 7,13 126,5
15 7 322 32,4 74,0 62,50 18,50 22,8 35,00 0,10 0,40 0,20 0,70 7,28 841
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Apéndice B: Analise nutritiva, pH e condutividade, dos extratos das folhas de 15 plantas de gunandi, com 15dias de decomposicao.

Plantas  Tratamentos N P K Ca Mg S Na Cu Fe Mn Zn pH Condutividade
D e — L | puS/cm
1 15 84 18,9 280,0 75,00 52,30 84,9 50,00 0,20 0,30 0,10 1,00 7 149,7
2 15 196 56,7 144,0 67,00 49,60 58,0 50,00 0,20 0,40 0,40 1,20 7,02 112
3 15 252 23,0 148,0 35,70 38,50 13,5 35,00 0,10 0,40 0,10 0,70 6,9 927
4 15 448 113,4 136,0 36,00 28,80 18,6 50,00 0,20 0,40 0,20 1,20 7 451,1
) 15 196 20,3 132,0 65,90 37,60 15,5 45,00 0,10 0,20 0,10 0,70 7 110
6 15 182 41,9 108,0 42,00 29,40 38,3 50,00 0,10 0,20 0,20 1,50 7 662,2
7 15 126 51,3 138,0 27,40 28,50 18,6 35,00 0,10 0,40 0,20 0,60 7,4 803
8 15 196 29,7 100,0 42,20 31,00 38,3 55,00 0,10 0,20 0,10 1,50 7,1 770
9 15 140 63,5 164,0 52,40 31,50 25,9 50,00 0,10 0,30 0,10 1,40 7,02 102,4
10 15 154 51,3 106,0 32,70 17,50 77,7 50,00 0,10 0,20 0,20 1,80 7,04 515
11 15 196 87,8 140,0 54,50 26,00 34,2 50,00 0,10 0,20 0,20 1,30 7 877
12 15 126 94,5 168,0 37,70 29,20 28,0 65,00 0,10 0,20 0,10 1,50 7 102,7
13 15 210 124,2 112,0 52,90 32,80 23,8 45,00 0,10 0,20 0,20 0,90 7 725,5
14 15 224 39,2 216,0 51,50 42,00 44,5 45,00 0,10 0,20 0,10 0,60 6,98 135,8
15 15 406 114,8 98,0 67,80 32,00 14,5 40,00 0,10 0,30 0,10 0,60 7 841
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Apéndice C: Analise nutritiva, pH e condutividade, dos extratos das folhas de 15 plantas de gunandi, com 30 dias de decomposicao.

Plantas  Tratamentos N P K Ca Mg S Na Cu Fe Mn Zn pH Condutividade
Dias ‘ ------------------ mg/L —--ooooooeeee- ‘ uS/cm
1 30 182 4,1 164,0 33,00 30,00 43,5 45,00 0,20 0,20 0,10 1,00 7 113,3
2 30 238 47,3 82,0 17,40 19,40 25,9 40,00 0,20 0,20 0,10 0,80 7,2 115,6
3 30 266 4,1 130,0 38,20 27,30 15,5 40,00 0,10 0,20 0,10 1,00 7 897,3
4 30 252 10,8 120,0 65,00 28,50 25,9 40,00 0,10 0,20 0,10 0,90 7,14 389,2
) 30 280 128,3 178,0 63,60 41,50 23,8 55,00 0,10 0,20 0,20 0,60 7 189,4
6 30 210 104,0 118,0 41,70 28,10 45,6 20,00 0,20 0,20 0,20 1,10 7,3 598,8
7 30 154 50,0 70,0 14,80 11,10 52,8 30,00 0,10 0,30 0,10 0,60 7,5 702
8 30 196 1,4 118,0 50,50 34,80 57,0 45,00 0,10 0,30 0,10 1,50 7 762
9 30 196 121,5 184,0 33,50 31,50 16,6 55,00 O,10 0,20 0,20 1,10 7,1 100,8
10 30 280 83,7 82,0 19,40 9,60 33,1 35,00 0,10 0,20 0,10 0,80 6,98 501,2
11 30 252 27,0 128,0 43,50 18,60 30,0 40,00 0,10 0,20 0,10 1,00 7 818
12 30 224 75,6 170,0 34,00 23,70 31,1 45,00 0,10 0,20 0,10 0,90 6,97 135,2
13 30 126 14,9 128,0 50,00 31,50 35,2 40,00 0,10 0,20 0,20 0,90 7 762
14 30 154 45,9 218,0 40,00 35,60 82,9 40,00 0,10 0,20 0,20 0,90 7 136
15 30 112 43,2 110,0 53,00 36,60 39,4 40,00 0,10 0,30 0,10 1,30 7,4 854
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Apéndice D: Analise nutritiva, pH e condutividade, dos extratos das folhas de 15 plantas de gunandi, com 60 dias de decomposicao.

Plantas  Tratamentos N P K Ca Mg S Na Cu Fe Mn Zn pH Condutividade
Dias ‘ ------------------ e T — ‘ uS/cm
1 60 336 41,9 240,0 9,00 17,80 13,5 25,00 O,10 0,20 0,10 0,70 6,45 105,2
2 60 140 52,7 178,0 11,50 25,90 18,6 35,00 0,10 0,20 0,10 0,60 6,98 118,5
3 60 266 79,7 250,0 19,00 30,70 28,0 35,00 0,10 0,20 0,10 0,70 7 867,1
4 60 112 58,1 228,0 28,00 26,60 32,1 40,00 0,10 0,20 0,20 0,80 7,2 354
) 60 140 39,2 280,0 40,00 33,00 21,8 45,00 0,10 0,20 0,20 1,10 7 98,7
6 60 182 4,1 138,0 36,00 19,00 46,6 35,00 0,10 0,20 0,20 1,10 6,9 603
7 60 140 43,2 112,0 17,10 9,90 62,1 40,00 0,10 0,20 0,10 1,00 7 705,2
8 60 140 59,4 190,0 45,50 30,20 20,7 35,00 0,10 0,30 0,10 1,00 7 689,8
9 60 182 93,2 206,0 25,20 14,00 78,7 45,00 0,10 0,20 0,20 1,30 7,02 103
10 60 112 50,0 144,0 37,00 14,50 30,0 45,00 0,10 0,20 0,20 1,50 6.99 514
11 60 266 81,0 174,0 35,00 13,60 26,9 35,00 O,10 0,20 0,10 0,80 7 805,3
12 60 168 105,3 200,0 24,00 13,30 18,6 40,00 O0,10 0,20 0,20 1,00 7 104
13 60 154 120,2 184,0 30,00 19,40 65,3 40,00 0,10 0,30 0,10 0,80 7,5 682,5
14 60 154 44,6 324,0 25,50 29,20 71,5 40,00 0,10 0,20 0,10 1,00 7,15 116,2
15 60 210 27,0 70,0 5,00 3,60 14,5 35,00 0,10 0,20 0,10 0,80 7 843,2




