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RESUMO

SANTOS, LEISIANI MARIA BATISTA DOS, M. Sc.; Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2010. Caracterizacdo quimica das
substancias fendlicas de diferentes coberturas florestais. Orientador: Prof. Antonio
Carlos da Gama-Rodrigues. Co-orientadoras: Prof2. Leda Mathias e Prof2.
Emanuela Forestieri da Gama-Rodrigues.

Os sistemas florestais e agroflorestais por promoverem grande deposicéo
de residuos vegetais sobre o solo tornam-se importante fonte de matéria organica
para o sistema solo, e assim, sdo considerados agrossistemas conservacionistas.
O trabalho teve como objetivo caracterizar quimicamente as substancias fendlicas
presentes em diferentes coberturas florestais e relacionar essas substancias
fendlicas com o processo de decomposicdo de alguns dos materiais. O estudo foi
realizado nos anos de 2003 e 2004 em duas diferentes areas: Fazenda
Carrapeta, no municipio de Concei¢cdo de Macabu, RJ, onde foram analisadas
trés diferentes areas sob os plantios puros das espécies arboreas Acacia
auriculiformis (acécia), Mimosa caesalpiniifolia (sabia) e um fragmento florestal de
Mata Atlantica em sucessdo secundaria (capoeira) utilizada como referéncia
adjacente aos plantios puros; e também na fazenda Brasileira, no municipio de
Uruguca, BA, onde foram estudados diferentes sistemas agroflorestais de cacau
(Theobroma cacao): cacau-cabruca e cacau com sombreamento definitivo de
eritrina (Erythrina spp), além da mata natural considerada o sistema referencial. O
trabalho foi dividido em duas partes: inicialmente determinaram-se os teores de

polifendis totais, flavondides totais, atividade antioxidante, lignina e celulose, em
Xiv



percentagem, comparando os teores nos estdgios de decomposicdo dentro de
cada cobertura (acécia, sabi4d e capoeira). J4& a segunda parte do trabalho
consistiu em fazer comparacdes dos teores destas variaveis entre os diferentes
agrossistemas. A analise das amostras de acacia, sabia e capoeira apresentou
maior quantidade de polifendis totais e flavondides totais nos estagios iniciais de
decomposicao. Na andlise das amostras de sabia e capoeira foram encontrados
0S maiores teores de lignina, principalmente, nos estagios mais avancados de
decomposicdo. Os maiores teores de celulose, no entanto, foram determinados
no segundo estagio de decomposicao das trés amostras analisadas. A andlise da
amostra de folha de cacau fotossinteticamente ativa apresentou maiores
guantidades de substancias fendlicas solluveis, se comparado com as amostras
de folha de cacau (cacau-eritrina) e de folha de cacau (cacau-cabruca). Ja a
andlise da amostra de folha de cacau (cacau-cabruca), em relacdo a estas
amostras, apresentou-se mais rica, em substancias organicas mais resistentes a
degradacdo (lignina), o que torna mais lento o processo de devolucdo de
nutrientes para o solo. A amostra de folha da mata natural, comparada com a
amostra de folha das arvores de sombra dos sistemas cacau-eritrina e cacau-
cabruca apontaram maior quantidade de substancias organicas que atuam como
agentes antioxidantes promovendo melhor protecdo para o sistema. As amostras
de folhas das arvores de sombra dos sistemas cacau-eritrina e cacau-cabruca
possuem maior quantidade de material recalcitrante, ou seja, de mais dificil
degradacédo quando comparado com as amostras de folha de mata natural, o que
pode retardar o processo de decomposicao e reposi¢cao de nutrientes nestes. Os
diferentes sistemas agroflorestais, ou seja, suas respectivas amostras de folhas
de cacau e de arvores de sombra apresentaram através da andlise das diferentes
variaveis (polifendis totais, flavonoides totais, atividade antioxidante, lignina e
celulose) uma importante relagéo entre elas. As amostras de folhas de arvores de
sombra dos dois agrossistemas apontaram os maiores teores de polifendis totais
e lignina em comparacdo as amostras de cacau dos respectivos agrossistemas.
Ja na analise de celulose, as amostras de folhas de arvores de sombra
apresentaram menores teores se comparado com as amostras de folhas de
cacau. Além disso, ndo houve diferenca significativa entre as amostras de folhas
das arvores de sombra dos dois agrossistemas se comparado com as amostras

de folha de cacau dos mesmos, na analise da atividade antioxidante. A Unica
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variavel que se diferenciou foi a andlise que mediu a concentracao de flavondides

totais.
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ABSTRACT

SANTOS, LEISIANI MARIA BATISTA, M. Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. February, 2010. Chemical characterization of phenolic
substances in different vegetation covers. Advisor: Antdnio Carlos da Gama-
Rodrigues. Co-advisor: Leda Mathias and Emanuela Forestieri da Gama-
Rodrigues.

The forestry and agroforestry systems for promoting large deposition of residues
on the soil become important source of organic matter to the soil, and thus are
considered agrosystems conservationists. The study aimed to chemically
characterize the phenolic substances present in different forest cover and relate
these phenolic substances in the process of decomposition of some materials. The
study was conducted in the years 2003 and 2004 in two different areas: Farm
Carrapeta in the municipality of Conceicdo de Macabu, RJ, were analyzed three
different areas under pure stands of tree species Acacia auriculiformis, Mimosa
caesalpiniifolia and a fragment of Atlantic Forest in secondary succession used as
reference to the adjacent pure stands, and also on the farm Brasileira in the
municipality of Uruguca, BA, where we studied different agroforestry systems of
cocoa (Theobroma cacao): cocoa- cabruca and cocoa with shade definitive
erythrite (Erythrina spp), and the natural forest system considered the referential.
The work was divided into two parts: initially determined the content of total
polyphenols, total flavonoids, antioxidant activity, lignin and cellulose, as a
percentage, comparing the levels in the stages of decomposition within each

coverage (Acacia auriculiformis, Mimosa caesalpiniifolia and caponier). The
XVii



second part of this work consists in comparing the levels of these variables
between the different agrosystems. The leaf samples of cocoa and shade trees of
the two agroforestry systems presented in the analysis of different variables (total
polyphenols, total flavonoids, antioxidant activity, lignin and cellulose) an important
relationship between them. The analysis of samples of Acacia auriculiformis,
Mimosa caesalpiniifolia and caponier showed higher amount of total polyphenols
and total flavonoids in the early stages of decomposition. In the analysis of
samples of Mimosa caesalpiniifolia and in caponier were found higher content of
lignin, especially in more advanced stages of decomposition. The highest levels of
cellulose, however, were determined in the second stage of decomposition of the
three samples. The analysis of the sample of cocoa leaf photosynthetic active had
higher amounts of soluble phenolic substances, compared with samples of leaves
of cocoa (cocoa-erythrite) and leaf of cocoa (cocoa-cabruca). But analising a
sample sheet of cocoa (cocoa-cabruca), these samples was richer in organic
substances more resistant to degradation (lignin), which slows down the process of
returning nutrients to soil. The sample sheet of natural forest, compared with the
sample sheet of shade trees systems-erythrite cocoa and cocoa-cabruca showed
higher amount of organic substances that act as antioxidants to promote better
protection for the system. Samples of leaves of shade trees systems-erythrite
cocoa and cocoa-cabruca have greater amount of recalcitrant material, ie more
difficult degradation when compared with samples of cocoa leaf photosynthetic
active, which can slow the process decomposition and nutrient turnover in these.
The different agroforestry systems or their respective cocoa leaf samples and
shade trees presented by analyzing the different variables (total polyphenols, total
flavonoids, antioxidant activity, lignin and cellulose) an important relationship
between them. Samples of leaves of shade trees of the two agro showed higher
contents of total polyphenols and lignin in comparison samples of their cocoa agro.
In the analysis of cellulose, the samples of leaves of shade trees had lower levels
compared with samples of cocoa leaves. Furthermore, no significant difference
between samples of leaves, shade trees of the two agro compared with samples
from the same sheet of cocoa. The only variable that differed was the analysis that

measured the concentration of total flavonoids.
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1. INTRODUCAO

As substancias fendlicas representam a classe mais extensamente
distribuida de metabdlitos especiais encontrados nas plantas (Filho et al., 2001;
Heim et al., 2002). Essas substancias foram reconhecidas como reguladores de
processo do solo, onde tem sido sugerido que inibem a nitrificagdo, bem como a
decomposicdo e ciclagem de nutrientes, como um subproduto da sua atividade
anti-herbivoria. Como alternativa, foi proposto que os polifenois produzidos pelas
plantas poderiam controlar a forma de armazenamento de nutrientes disponiveis
para as plantas e/ou microorganismos (Rice e Pancholy, 1973; Baldwin et al.,
1983; Horner et al., 1988; Kuiters, 1990, Coley et al., 1985; Northup et al., 1995 e
Schimel et al., 1998 apud Hattenschwiler e Vitousek, 2000).

Essas substancias parecem estar envolvidas em praticamente, qualquer
interacdo da planta com o ambiente abibtico. Fatores abibticos naturais como
irradiagdo solar, luz UV, seca, nutrientes e estagbes do ano influenciam no
metabolismo e na producdo destes compostos (Mole e Waterman, 1988; Gartlan
et al., 1980; Glyphis e Puttick, 1988). Fatores artificiais, como poluentes, também
podem interferir nesse mecanismo (Jordan et al., 1991).

As substancias fendlicas também séo identificadas como substancias que
trazem algum beneficio a saude humana, variando da prevencéo da carie até ao
cancer, exercendo esses beneficios pelo seu poder antioxidante (Wollgast e
Anklan, 2000), recebendo dentre diversas classes de substancias antioxidantes

de ocorréncia natural, muita atencdo nos ultimos anos, sobretudo devido a sua



funcdo de inibir a peroxidacéo lipidica e a lipooxidacéao in vitro (Haslam, 1996;
Soares, 2002). Porém, as concentracdes de polifendis relatadas na literatura
variam imensamente e ndo podem ser comparaveis entre si (Hattenschwiler e
Vitousek, 2000).

Dentre as diversas substancias fendlicas, os flavonoides e as ligninas
estdo entre as que apresentam maior importancia no reino animal e vegetal. Os
flavondides, por exemplo, apresentam importantes funcdes na sinalizacdo entre
plantas e microorganismos, na fertilidade de algumas espécies, na defesa como
agentes antimicrobianos, entre outras (Winkel-Shirley, 2001). As ligninas, por sua
vez, desempenham um importante papel no transporte de agua, nutrientes e
metabdlitos, sendo responsaveis pelo suporte mecanico e realizacao de funcodes
protetoras importantes nos vegetais (Fengel e Wegener, 1984 apud Saliba et al.,
2001).

A concentracao de ligninas no residuo € uma das caracteristicas quimicas
mais influentes na decomposicdo deste, dada a natureza recalcitrante destas
substancias (Zeikus, 1981 apud Goncalves, 1995). Esta é uma das Ultimas
substancias a serem decompostas.

A serrapilheira depositada na superficie do solo apresenta quantidades
significativas de nutrientes, que retornam ao solo ap0s a sua decomposicao e sao
absorvidos novamente pelas arvores. A decomposicdo da serrapilheira ocorre
através da atividade biolégica dominada pelos microrganismos decompositores de
matéria organica. A quantidade disponibilizada desses nutrientes depende da
velocidade de decomposicéo que, por sua vez, depende de outros fatores, como
decomposicdo da serrapilheira, temperatura, pH do solo, precipitacdo
pluviométrica e da qualidade do sitio. O ambiente fisico, a qualidade da
serrapilheira e composicdo das comunidades decompositoras sdo 0s trés
principais fatores que controlam a decomposicéo (Berg et al., 1993; Couteaux et
al., 1995; Cadish e Giller, 1997).

A principal fung&o da microbiota do solo € degradar materiais organicos e
consequentemente liberar CO, a atmosfera. Qualquer composto sintetizado
biologicamente estd sujeito a decomposicdo, assim como, 0S COmpostos
adicionados ao solo (Tauk, 1990).

Enfim, a decomposicdo € um processo dindmico, em que ocorrem,

simultaneamente, a fragmentacéo fisica das suas estruturas, a transformacao



quimica e a sintese de novos compostos e transporte destes produtos formados
para horizontes mais profundos da manta organica e, ou, do solo (Heal et al.,
1997).

Dentre as principais funcdes das substancias humicas no solo, que séo
substéancias derivadas de ligninas, carboidratos e outras classes de compostos
organicos, pode-se enfatizar a capacidade de agregacdo, capacidade de
intercambio i6nico, capacidade de reter umidade, complexacdo e quelatizacao,
solubilidade, mineralizacdo e o importante papel ha acumulacdo de carbono e na
retencdo e disponibilizacdo de nutrientes para a planta (Swift, 2001; Stevenson,
1994).

Ao considerar a grande importancia das substancias fendlicas, o presente
trabalho se empenhou em estudar a presenca destas substancias em um
gradiente de amostras de diferentes coberturas florestais, caracterizando-as
através de varias analises quimicas quantitativas (polifendis totais, flavonéides
totais, atividade antioxidante, lignina e celulose), assim como, também se
empenhou em gravar a influéncia dessas substancias sobre o processo de
decomposicdo de algumas das amostras. Para isso, utilizou-se a hipotese
cientifica de que altos teores de polifendis e flavonoides estdo relacionados com
elevada atividade antioxidante, baixa taxa de decomposicdo, baixa atividade
microbiana, menor liberacdo de nutrientes e como consequéncia, maior acumulo
de serrapilheira, sendo sugerido efeito contrario das variaveis quando os teores

de substancias fenélicas diminuem.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Caracterizar quimicamente as substancias fendlicas presentes em
diferentes coberturas florestais em duas diferentes areas: Fazenda Carrapeta,
municipio de Concei¢do de Macabu/RJ, onde foram coletadas as amostras de
Acacia auriculiformis (acécia), Mimosa caesalpiniifolia (sabia) e fragmento florestal
de Mata Atlantica em sucessdo secundaria (capoeira), e Fazenda Brasileira,
municipio de Uruguca/BA, onde foram coletadas as amostras de mata natural e
de diferentes sistemas agroflorestais de cacau (Theobroma cacao): cacau-
cabruca e cacau com sombreamento definitivo de eritrina (Erythrina spp). Além
disso, relacionar as amostras da fazenda Carrapeta com o processo de

decomposicao.

2.2. Objetivos especificos

> Avaliar a atividade antioxidante [fendlicos totais (Folin-Dennis),
antioxidante (DPPH - 1,1-difenil-2-picrilhidrazila)] de diferentes coberturas
vegetais em duas diferentes areas: Fazenda Carrapeta, municipio de Concei¢ao
de Macabu/RJ onde foram coletadas as amostras de Acacia auriculiformis

(acacia), Mimosa caesalpiniifolia (sabid) e fragmento florestal de Mata Atlantica



em sucessdo secundaria (capoeira), e Fazenda Brasileira, municipio de
Uruguca/BA, onde foram coletadas as amostras de mata natural e de diferentes
sistemas agroflorestais de cacau (Theobroma cacao): cacau-cabruca e cacau
com sombreamento definitivo de eritrina (Erythrina spp);

> Avaliar o teor de flavonoides totais de diferentes coberturas florestais;

> Avaliar o teor de lignina e celulose de diferentes coberturas florestais.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Coberturas Vegetais

3.1.1. Fragmento florestal de Mata Atlantica em sucessao secundaria (capoeira)

A Mata Atlantica, um bioma considerado uma das duas florestas mais
ameacadas do planeta (Souza, 2007; Mittermeir et al., 1999; Myers et al., 2000),
se desenvolve em toda a porcao leste do territério brasileiro, por onde se estende
as cadeias montanhosas, indo do Rio Grande do Norte até o Rio Grande do Sul,
cobrindo total ou parcialmente 17 estados brasileiros: Alagoas, Bahia, Ceara,
Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Paraiba, Pernambuco,
Piaui, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Sergipe e Sao Paulo (Assis et al., 1994; Souza, 2007).

A formacéo vegetal da Mata Atlantica apresenta ambiente umido, devido
a sua localizacdo proxima ao oceano Atlantico. Recebe influéncia direta dos
ventos alisios carregados de umidade, favorecendo assim o desenvolvimento da
vegetacdo que € sempre verde (perene), contendo muitas arvores por metro
quadrado (densa) e com varias espécies por area abordada (heterogénea) (Assis
et al., 1994; Consércio Mata Atlantica, 1992).



Desde a época da colonizacdo do pais que este bioma vem sendo
explorado desordenadamente, sendo devastado por interesses comerciais ou que
atendessem as necessidades momentaneas das pessoas ou civilizacdes que a
exploraram (Souza, 2007).

A devastacéo teve inicio com a exploracdo de Pau-Brasil, passando pela
criagcdo de areas para a monocultura de cana-de-acUcar e em seguida de café,
chegando a queimadas associadas a formacdo de pasto para a pecuaria
extensiva e culminando na atual pressdo antrépica proporcionada pelo
crescimento urbano-industrial. Atualmente, 61% da populagdo brasileira
sobrevivem em area antes ocupada pela Mata Atlantica. Enfim, a ocupacéo
humana, reduziu a Mata Atlantica em pequenos fragmentos florestais de variados
tamanhos (Figura 01, pag. 8), restando hoje apenas 5% da sua cobertura original
de vegetacéo (Souza, 2007; Fundacdo SOS Mata Atlantica e INPE, 2002).

Na regido Norte Fluminense, a cobertura atual de Mata Atlantica € inferior
a 5% da mata original, devido ao longo periodo de atividades agropecuarias como
cana-de-acucar e café, além do uso regular de fogo e mecanizag¢do intensiva.
Devido a isso, houve uma drastica reducédo do macico florestal, como também um
elevado grau de degradacdo dos solos. A conseqiiéncia disso foi a decadéncia
socioeconémica da regido, na qual as atividades de uso atual das terras sdo
pastagens também degradadas (Gama-Rodrigues e May, 2001).

Frente a esta realidade, técnicas e estratégias de recuperacao de terras
degradadas tém sido desenvolvidas e empregadas com o intuito de favorecer os
mecanismos naturais que permitem a reac¢ao do ecossistema aos diferentes graus
de perturbacéo (Campello, 1998).

Nesse sentido, uma técnica que tem se mostrado viavel para a
recuperacdo e sustentabilidade dos solos das regides tropicais, € o0 uso da
cobertura vegetal com espécies arboreas, sobretudo leguminosas associadas as
bactérias fixadoras de N e fungos micorrizicos, através da influéncia positiva em
varios atributos de qualidade do solo (Franco, 1996).

A cobertura florestal influencia na qualidade do solo, mediante a ciclagem
de nutrientes, aumentando o teor de matéria organica e a disponibilidade de
nutrientes, melhorando as propriedades fisicas e otimizando a atividade biologica
(Young, 1989; Franco e Faria, 1997; Gama-Rodrigues et al.,, 1999). Segundo

Lang (1994), o reflorestamento, além de promover a manutengéo ou melhoria dos



processos ecoldgicos, também reduziria a pressdo de exploragcdo sobre o0s
remanescentes de floresta natural e promoveria uma alternativa socioecondmica

de desenvolvimento regional.

Figura 01. Serrapilheira de um fragmento florestal de Mata Atlantica em sucessao
secundaria (Fazenda Carrapeta — Conceicao de Macabu/RJ).

3.1.2. Acacia auriculiformis (Mimosaceae)

A espécie Acacia auriculiformis pertence a familia Mimosaceae, e é
conhecida popularmente como acécia, € encontrada principalmente nas regides
tropicais, mas também ocorre nas regides subtropicais, sendo abundante em
savanas, em matas, assim como em matas xerofitas, na América tropical, Africa,
Asia e Australia local onde se encontra a maior parte da espécie (Burkart, 1979
apud Starr et al., 2003).

A Acacia auriculiformis é promissora para producdo de celulose, e se
comporta bem em solos extremamente pobres e deficientes de nitrogénio, sendo
frequentemente usada para estabilizar erosdo em encostas e melhorar a
fertilidade do solo (Chakraborty e Chakraborty, 1989; National Research Council,
1980; Streets, 1962). E geralmente encontrada em solos argilosos, porém tem
capacidade de crescer em outros tipos de solo, incluindo solos arenosos, calcario
entre outros. Possui alta tolerancia a solos alcalinos e salinos (Parrotta, 1997).



A arvore alcanca altura aproximada de 8-20 m, com galhada e tronco
curto. Em locais adequados pode crescer até 30-40 m de altura, com um Unico
tronco reto de 80-100 cm de diametro a altura do peito (Figura 02). Além disso, a
arvore possui inflorescéncias compostas por aproximadamente 100 pequenas
flores amarelas brilhantes, vagens ligeiramente lenhosas com ranhuras
transversais e suas sementes geralmente sdo ovais ou elipticas (Pedley, 1978;
Ibrahim e Awang, 1991).

Figura 02. Serrapilheira de uma cobertura florestal de Acacia auriculiformis
(Fazenda Carrapeta — Conceicao de Macabu/RJ).

3.1.3. Mimosa caesalpiniifolia (Fabaceae)

A espécie Mimosa caesalpiniifolia (Figura 03, pag. 11), pertence a Familia
Fabaceae e é popularmente conhecida como sabia, devido a semelhanga da cor
da casca da planta jovem com a plumagem do passaro sabia (Corréa, 1975),
assim como, sansao-do-campo e unha-de-gato. Ocorre naturalmente em areas da
Caatinga de varios estados da regido Nordeste, caracterizando-se por apresentar
rapido crescimento, alta capacidade de regeneracdo e resisténcia a seca
(Drumond et al., 1984).

As arvores apresentam caracteristicas ornamentais e sua madeira é

apropriada para usos externos, como mourdes, estacas, postes, lenha e até para
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carvao, devido a sua resisténcia fisico-mecéanica, e como alternativa energética
pelo seu alto poder calorifico e forragem. As folhas possuem alto valor nutritivo,
sendo utilizadas como fonte de alimento para o gado, especialmente na época de
escassez de chuvas no semi-arido. Entretanto, a presenca de aculeos, carater
dominante na espécie, dificulta o manejo de povoamentos, limitando a sua
exploragdo em condi¢des naturais (Lorenzi, 2000).

A arvore apresenta porte pequeno e crescimento cespitoso, ou seja, de
um mesmo ponto partem varios troncos, geralmente, com tamanhos semelhantes
(Suassuna, 1989 apud Mendes, 1989). Quando adulta, pode atingir até 8 m de
altura e por volta de 20 cm de didmetro a altura do peito (Mendes, 1989).

Apresentam folhas bipinadas, flores pequenas, brancas reunidas em
espigas cilindricas de 5 a 10 cm de comprimento. A madeira é dura, compacta e
muito duravel, mesmo no solo. A floragdo, na Regido Nordeste do Brasil,
geralmente ocorre de marcgo a abril e as plantas florescem antes de completar um
ano de idade (Mendes, 1989). Os frutos sédo legumes articulados, planos,
medindo de 7 a 10 cm de comprimento e de 10 a 13 mm de espessura. As
sementes sao lisas e duras, medindo 5-8 mm de diametro (Tigre, 1976) e

apresentam dorméncia tegumentar.
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Figura 03. Serrapilheira de uma cobertura florestal de Mimosa caesalpiniifolia
(Fazenda Carrapeta — Conceicao de Macabu/RJ).

Alves et al. (2004) sugerem em seus estudos, que o uso adequado de
leguminosas arboreas com elevado teor protético e capacidade de suporte como
Mimosa caesalpiniifolia pode melhorar substancialmente as pastagens naturais no
Nordeste. Entretanto, apesar de seu emprego ser freqlente, ainda ndo ha
levantamento sobre a extensao de seu uso ou das regides que preferencialmente
0 adotam (Laranjeira, 1997).

Por apresentar altos teores de celulose e lignina, estudos sugerem a
utilizacdo da espécie na producdo de alcool combustivel e coque siderargico
(Paula e Alves, 1980). Além disso, é recomendada, sua utilizacdo na recuperacao
de areas degradadas e na protecdo de solos contra a erosdo, considerando que
enriquece o solo através da fixacdo de nitrogénio (Mendes, 1989).

3.1.4. Theobroma cacao (Sterculiaceae)

Quando os primeiros colonizadores espanhoéis chegaram a América, o
cacau, também conhecido como cacaueiro e arvore da vida, ja era cultivado pelos
nativos, principalmente os Astecas, no México, e os Maias, na América Central. A
espécie € nativa da floresta tropical umida americana, sendo seu centro de
origem, provavelmente, as nascentes dos rios Amazonas e Orinoco. O cacaueiro

pode atingir 6 m de altura e, € uma planta perene, arbérea, dicotileddnea,
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cultivado em regides tropicais onde ocorrem pequenas variacdes na radiacao
solar e na temperatura do ar durante o ano (Gramacho et al., 1992).

As flores pequenas, amarelo-avermelhadas, inodoras e pouco atraentes,
nascem unidas ao tronco. Delas se originam as bagas ou frutos, que medem até
25 cm de comprimento e adquirem, quando maduros, tonalidade esverdeada,
amarela, vermelha ou roxa (Purseglove, 1968). Cada fruto contém cinqlienta ou
mais sementes envoltas em uma polpa viscosa e esbranquicada. O cacaueiro
pode viver mais de cem anos, comeca a frutificar com cerca de trés anos, produz
abundantemente a partir dos oito e em geral até os trinta mantém uma producao
satisfatoria.

As condicfes climaticas mais adequadas para o desempenho normal dos
diversos processos fisiologicos do cacaueiro caracterizam-se geralmente por uma
precipitacdo pluvial em torno de 1400 a 2500 mm/ano, bem distribuida no
decorrer do ano, e uma temperatura média do ar de 22,4 a 26,7°C (Pinho et al.,
1992). Temperaturas inferiores a 12°C impedem ou reduzem a frutificacdo. Em
cultivo, para facilitar a colheita, é costume poda-lo quando ultrapassa os quatro
metros (Pesce, 1941).

A cultura do cacau pode ser considerada a mais eficiente comunidade
vegetal, no que se refere a protecdo de solos tropicais contra agentes de
degradacdo. Isso porque possui muito dos atributos de sustentabilidade da
floresta heterogénea natural, podendo tornar-se um componente socioeconémico-
ecolégico apropriado para reduzir a pressao antrépica sobre a cobertura vegetal
original dos tropicos Umidos (Muller, et al., 2004). Além disso, esta cultura é
importante fonte de matéria-prima para a industria do chocolate, manteiga de

cacau e outros subprodutos.

3.1. 5. Sistemas agroflorestais de cacau

No sistema cacau-cabruca, o0s cacaueiros s&o cultivados sob
sombreamento de mata que, geralmente consiste de uma mistura de espécies. O
raleamento da floresta € realizado, retirando-se a vegetacdo de menor porte e
mantendo-se a vegetacdo de grande porte para garantir o sombreamento. Este
sistema de plantio foi bastante utilizado na formacéo dos cacaueiros da Bahia
(Figura 04, pag.13).
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Figura 04. Sistema agroflorestal de cacau-cabruca (Fazenda Brasileira —
Uruguca/BA).

Ja4 no sombreamento definitivo, sdo empregadas arvores plantadas ou
nativas. Dentre as espécies de sombra plantadas, a Erythrina spp. € uma das
mais utilizadas (Figura 05, pag. 14). A vantagem do seu uso € o enriquecimento
do solo com nitrogénio, resultante da fixacdo biol6gica. Neste sistema, sao
realizados derruba total, recorte e queima do revestimento floristico da area. As
plantas jovens sao, inicialmente, cultivadas sob sombreamento provisério com
bananeira, outros cultivos alimenticios, mandioca e milho, por cerca de 2-3 anos,
ou até que as plantas de eritrinas (sombreamento definitivo) estejam fornecendo

sombra suficiente (Mdiller et al., 2002).
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Figura 05. Sistema agroflorestal de cacau-eritrina (Fazenda Brasileira —
Uruguca/BA).

O sombreamento regula a atividade do cacaueiro, mediante uma maior ou
menor quantidade de luz que proporciona a planta, favorecendo condicdes
ambientais estaveis, sem oscilagbes bruscas de temperatura e umidade
(Gramacho et al., 1992). Dessa forma, a combinag¢do do cacaueiro com espécies
nao lenhosas (bananeira, mandioca, etc.) e espécies lenhosas (eritrina, caja, etc.)
constitui uma excelente comprovacdo da compatibilidade e complementaridade
de diferentes espécies e, ao mesmo tempo, sustentabilidade de sistemas de
producdo multiestratificados (Mller et al., 2004).

A cultura do cacau constitui um agrossistema conservacionista do solo,
devido ao recobrimento total do terreno e pela formagdo de densa camada de
serrapilheira (Santana et al., 1990) que favorece a abundancia e diversidade de

fauna do solo (Mogo et al., 2009).
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3.2. Metabdlitos Especiais

Uma das caracteristicas dos seres vivos € a presenca de atividade
metabdlica, que pode ser descrita como um conjunto de reac¢des quimicas que
ocorrem em nivel celular. Nas células vegetais a atividade metabdlica
freqientemente é devida ao metabolismo primario e secundario (especial).

Metabolismo primario € o conjunto de processos metabdlicos que
desempenham funcbes essenciais nos organismos vegetais, tais como:
fotossintese, respiracdo e transporte de solutos. As substancias produzidas pelo
metabolismo primério apresentam distribuicdo universal nas plantas, como por
exemplo, acidos aminados, nucleotideos, lipideos, hidratos de carbono e clorofila
(Taiz e Zeiger, 2002).

Ao contrario dos metabdlitos primarios que tém ampla distribuicdo nos
organismos, 0s metabdlitos especiais sdo encontrados com distribuicao limitada
na natureza.

Embora nem sempre seja necessario para que uma planta complete seu
ciclo vital, os metabdlitos especiais desempenham um papel importante na
interacdo da planta com o meio ambiente. Além disso, apresentam distribuicdo
restrita no reino vegetal, sendo restritos, a uma espécie vegetal (ou até mesmo
em partes do vegetal), género ou familia, isto é, os metabdlitos especiais sdo uma
expressao da individualidade de cada espécie (Taiz e Zeiger, 2002).

Os principais blocos construtores empregados na biossintese dos
metabdlitos especiais sdo derivados de intermediarios especiais tais como: Acetil-
CoA (via do acetato), &cido chiquimico (via do chiquimato) e acido mevalénico (via

do mevalonato) (Dewick, 1997) (Figura 06, pag. 16).
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Pirutato + 3PGA } » Terpenodides

Via do acido mevalbénico [ Substancias fendlicas ]

1

Via do acido chiquimico} Aminoacidos }—> Alcaldides
aromaticos

Figura 06. Principais vias do metabolismo especial e suas interligagcoes.

A via do acetato da origem a fendis, prostaglandinas, antibiéticos,
macrolideos e acidos graxos derivados da interface do metabolismo
primério/especial. A via do chiquimato (combinacéo de fosfoenolpiruvato, um dos
intermediarios da via glicolitica e eritrose-4-fosfato da via das pentoses) origina
fendis, derivados do acido cinamico, lignanas, ligninas e alcaldides. Por outro
lado, a via do mevalonato (formada a partir de trés moléculas de acetil-CoA) da
origem a esterdéides e terpendides (Dewick, 1997)

3.2.1. Substancias Fendlicas

As substancias fenodlicas aparecem no dia a dia como responsaveis pelo
sabor, odor e coloracdo de diversos vegetais apreciados pelo homem. Elas
também sdo atrativas para animais, que sao atraidos para polinizacdo ou
disperséo de sementes. Além disso, essas substancias s&o importantes na
protecdo da planta contra os raios UV, insetos, fungos, virus e bactérias, sendo
gue algumas plantas biossintetizam substancias fendlicas no intuito de inibir o
crescimento de outras plantas competidoras (acdo alelopatica) (Haslam, 1981,
Bernays et al., 1989 apud Hatternschwiler e Vitousek, 2000).

Essas substancias influenciam na taxa de decomposicao e ciclagem de
nutrientes, podem afetar diretamente a composicao e atividade das comunidades
decompositoras, além de alterar a disponibilidade de nitrogénio que formara
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complexo com proteinas, e influenciar o destino de outros nutrientes atraves de
mecanismos substancialmente diferentes (Hattenschwiler e Vitousek, 2000).
Substancias fendlicas produzidas pelas plantas se enquadram em varias
categorias, como fendis simples (com um uUnico anel aromatico), acidos fendlicos
(derivados de éacido benzdico e cinamico), cumarinas, flavondides, estilbenos,
taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e lignina (Naczk e Shahidi, 2004).
Essas substancias sdo biossintetizadas a partir de duas rotas metabdlicas
principais: a via do acido chiquimico (Figura 07, pag. 18) e a via do acido

mevaldnico, que € menos significativa.
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Figura 07. Principais substancias fendlicas derivadas da via do &cido chiquimico.
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A principal enzima envolvida na via do acido chiquimico é a fenilalanina
amonio liase (PAL). Essa enzima retira um grupamento —NH, da fenilalanina
formando o acido cindmico. A PAL é regulada por fatores ambientais como o nivel
nutricional, a luz (pelo efeito do fitocromo) e infeccdo por fungos. Entre as
substancias formadas apds a acdo da PAL estdo o acido benzdico, que dé origem
ao acido salicilico, uma importante substancia de defesa de plantas contra
patogenos (Figura 07, pag. 18).

Uma classe importante de substancias derivadas da via do acido
chiquimico esta representada pelos flavondides.

Os flavondides foram descobertos em 1930, pelo prémio Nobel Szent-
Gyorgy, que extraiu a partir da casca do limdo uma substancia que possui a
capacidade de regulacdo da permeabilidade dos vasos capilares. Inicialmente a
substéancia foi chamada vitamina P (de permeabilidade) assim como, vitamina C,
devido ao fato de algumas substancias pertencentes a esta classe apresentar
propriedades semelhantes as da vitamina C. No entanto, como essas substancias
ndo foram confirmadas como vitaminas ambos os nomes foram abandonados em
1950, sendo entdo denominada citrina (Martinez- Flores et al, 2002).

Mais de 8.000 flavondides identificados (Pietta, 2000) estdo amplamente
distribuidos nas plantas, frutos, hortalicas e bebidas em diferentes componentes.
Estes apresentam importantes funcbes na sinalizacdo entre plantas e
microorganismos, na fertilidade de algumas espécies, na defesa como agentes
antimicrobianos, entre outras (Winkel-Shirley, 2001).

A estrutura base dos flavonoides consiste em um ndcleo fundamental,
constituido de quinze atomos de carbono arranjados em trés anéis (Ceg-C3.Cs),
sendo dois anéis fendlicos substituidos (A e B) e um pirano (cadeia heterociclica
C) acoplado ao anel A (Figura 08, pag. 20) (Di Carlo et al., 1999). Além disso, sua
estrutura apresenta um variavel numero de hidroxilas fenolicas com propriedade
de quelacdo com ferro e outros metais de transicdo o que lhes confere uma
grande capacidade antioxidante, ou seja, desempenham um papel fundamental
na protecdo contra agentes oxidantes, como por exemplo, o raio ultravioleta, a
poluicdo ambiental, substancias quimicas presentes nos alimentos, entre outros,
atuando também como agentes terapéuticos em um grande numero de doencas,
incluindo doengas cardiovasculares, aterosclerose ou cancer (Havsteen, 1983,
Peres, 1994).
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R = H, Luteollma
R = OH, Quercetina
R = OGkc-Rha, Rutina

Figura 08. Estrutura dos flavondides luteolina, quercetina e rutina e os requisitos
que definem um flavondide como potencial oxidante.

Os flavondides de origem natural apresentam-se, freqlientemente,
oxigenados e um grande numero ocorre conjugado com acuUcares. Esta forma
conjugada € conhecida como heterosideo e, quando estd sem o acucar, é
chamado de aglicona ou genina. Sdo subdivididos em: flavonas, flavondis,
O-heterosideos, C-heterosideos, antocianianidinas, chalconas, auronas,
diidroflavondides, flavanas, leucoantocianidinas, proantocianidinas,
isoflavondides, neoflavondides, biflavonoides, além de outras estruturas (Zuanazzi
e Montanha, 2003).

Outra enzima importante na biossintese de flavondides é a chalcona
sintase (CHS), que esta relacionada na formagdo de antocianinas, flavonais,
taninos condensados e isoflavonoides.

Flavonodis agem como precursores de antocianinas e taninos e juntamente
com as flavonas, sdo considerados os pigmentos que absorvem radiacdo UV
(280-230nm) protegendo a planta (Harborne, 1977), além de serem 0s mais
comuns (Pietta et al., 1989).

Isoflavondides s&o conhecidos como fitoalexinas, substancias naturais
acumuladas em resposta ao estresse e que possuem atividade inibidora contra:
bactérias, fungos e efeito toxico para plantas e animais (Hammerschmitd, 1999).

Taninos condensados sédo substancias fendlicas sollveis em agua e com
massa molecular entre 500 a 3000 Daltons (Bate-Smith e Swain, 1962). Atuam

como substancias de defesa contra pragas, pelo fato de se ligarem a proteinas
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digestivas de insetos e também s&o responsaveis pela adstringéncia de alguns
frutos. Sdo denominados de proantocianidinas, pelo fato de produzir pigmentos
avermelhados (antocianidinas) apos sua degradacéo.

Taninos também séo bastante conhecidos devido a sua capacidade de
precipitar alcal6ides, gelatinas e outras proteinas. De modo mais simples, pode-se
dizer que taninos sé&o substancias com sabor adstringente e que tém capacidade
de curtir o couro (Vickery e Vickery, 1981).

Outra classe de substancias oriundas da via do acido chiguimico séo as
ligninas. A palavra lignina vem do latim lignum, que significa madeira (Fengel e
Wegener, 1984 apud Saliba et al., 2001). O interesse cientifico e econémico sobre
esta classe se desenvolveu ha aproximadamente 150 anos. Apesar de todos os
estudos realizados até hoje, permanecem ainda muitas duvidas sobre os
ligndides, principalmente no que diz respeito a sua estrutura quimica (Morais,
1987 e 1992, apud Saliba et al., 2001).

Ligninas séo polimeros de constituicdo dificil de ser estabelecida, devido
ndo somente a complexidade de sua formacdo, baseada em unidades
fenilpropandides interligadas por diferentes tipos de ligagbes, como também
porque sofrem modificacbes estruturais durante seu isolamento das paredes
celulares. Isto também decorre da grande diversidade de estruturas, quando se
passa de uma espécie vegetal para outra ou, até mesmo, dentro da mesma
espécie, quando sdo analisadas partes diferentes do vegetal. As diferencas na
constituicdo dessas substancias sdo devidas, principalmente, as diferencas de
condicdes de solo e de clima (Morais 1987 e 1992 apud Saliba et al., 2001).

Na natureza, a lignina estd fisicamente incrustada a celulose, e é
resistente a degradacdo por muitos microrganismos (Crawford, 1983). Essas
substéancias provavelmente sdo as substancias aromaticas mais recalcitrantes e,
com excecdo da celulose, mais abundantes produzidas pelas plantas (Crawford,
1981apud Entry e Backman, 1995).

Durante o processo de decomposicéo da serrapilheira, observa-se uma
aparente elevacdo na concentracdo de ligninas devido a sua baixa taxa de
decomposicdo e também porque os métodos convencionais de analise de lignina
nao conseguem distinguir produtos humificados e a verdadeira lignina. Além
disso, a composicdo quimica de uma dada serrapilheira, em determinado estéagio

de decomposicdo depende das condicOes climaticas locais. Em locais mais
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quentes e Umidos, por exemplo, onde as taxas iniciais de decomposi¢cdo séo
maiores, a concentracdo de lignina também sera mais elevada (Colteaux et al.,
1995).

Segundo Lapierre (1993), a lignina pode ser classificada em core e néo
core, com base em sua susceptibilidade relativa a hidrélise.

A lignina ndo core consiste de compostos fendlicos de baixo peso
molecular por hidrélise, que é representada por acidos p-hidroxicindmico éster-
ligados. Ja lignina core: consiste de polimeros fenilpropandides da parede celular,
altamente condensados e muito resistentes a degradacgéo. Eles sdo compostos de
unidades p-hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S), em proporcdes
diferentes, de acordo com sua origem.

Ligninas sao formadas através de acoplamento oxidativo de mondmeros
de &lcool hidroxicinamilico, com a participagdo de peroxidase. Os mais
importantes séo: alcool 4-hidroxicinamilico (alcool p-cumarilico), alcool coniferilico

e alcool sinaptilico (Dewick, 1997) (Figura 09, pag. 23).
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Figura 09. Biossintese de lignina.

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato;
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A utilizacdo desses mondmeros (alcodis) varia de acordo com o tipo de
planta. ~Gimnospermas polimerizam  principalmente  alcool coniferilico,
dicotiledéneas, o alcool sinaptilico e monocotileddneas, todos os trés tipos de
alcoois (Dewick, 1997).

A presenca marcante de grupos metoxi (-OCHjs), na maioria das unidades
fenilpropandides de lignina, faz com que sejam partes integrantes da formula
minima das ligninas (Saliba et al., 2000). Os grupos hidroxilas (-OH) séo o
segundo grupo funcional mais estudado em ligninas, podendo estar presentes
tanto como hidroxilas fendlicas quanto como hidroxilas alifaticas (Morais 1987
apud Saliba et al., 2001) (Figura 10, pag. 25).
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Sendo assim, polifendis é a classe mais extensamente distribuida de
metabolitos especiais encontrados nas plantas e atualmente mais de 4000
estruturas fendlicas sdo conhecidas (Filho et al.,, 2001; Heim et al., 2002). A
grande variedade estrutural destas substancias se deve ao fato de estar ligados a

grupos hidroxilas, metoxilas ou conjugados com acucares (Heim et al., 2002).

3.2.2. Atividade Antioxidante

As células produzem continuadamente radicais livres e espécies reativas
de oxigénio (EROs) como parte do processo metabdlico. Essas espécies reativas
sdo geralmente neutralizadas pelos sistemas antioxidantes presentes nos
organismos. Desta forma, o estado de estresse oxidativo pode resultar tanto de
um aumento na producdo de EROs, quanto da reducdo da capacidade
antioxidante celular total que pode levar danos moleculares as estruturas
celulares, com consequente alteracdo funcional e prejuizo das funcdes vitais em
diversos tecidos ou érgaos (Halliwell e Cross, 1994).

Um quadro gerado pela presenca excessiva de EROs é a peroxidacao
lipidica, que pode ser definida como uma cascata de eventos bioquimicos
resultantes da acdo de EROs sobre os lipides insaturados das membranas
celulares, gerando especialmente radical alquila, alcoxila e peroxila, o que induz a
destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca de metabdlitos e,
em uma condicao extrema, a morte celular (Benzie, 1996).

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na prote¢cdo dos organismos.
O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres € o impedimento de sua
formacdo, principalmente pela inibicdo das reacées em cadeia com o ferro e o
cobre. As substancias antioxidantes séo capazes de interceptar os radicais livres
gerados pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o atague
sobre lipideos, aminoé&cidos, dupla ligagdo dos acidos graxos poliinsaturados e
bases do DNA, evitando a formacdo de lesGes e perdas da integridade celular
(Bianchini e Antunes, 1999).

Outro mecanismo de protecdo é a restauracdo das lesGes causadas pelos
radicais, ou seja, ocorre a remo¢do de danos da molécula de DNA e a

reconstituicio das membranas celulares danificadas. Em alguns casos pode
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ocorrer uma adaptacao do organismo em resposta a geracdo desses radicais com
0 aumento da sintese de enzimas antioxidantes (Bianchini e Antunes, 1999).

Dentre diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia
natural, as substancias fendlicas tém recebido muita atencdo nos ultimos anos,
sobretudo devido as suas propriedades redutoras e sua estrutura quimica, em
particular as hidroxilas que podem doar elétrons e suportar como resultado a
deslocalizacdo do elétron desemparelhado em torno do sistema aromatico, e as
suas propriedades redutoras. Estudos indicam que agliconas, incluindo
quercetina e luteolina apresentam capacidade antioxidante maior que de
flavonoides conjugados, devido a existéncia de um ndamero maior de hidroxilas
livres (Haslam, 1996; Soares, 2002; Noroozi et al., 1998).

Estas caracteristicas desempenham um importante papel na
neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelagdo de metais de transicao,
agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo.
Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos sao
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na
estrutura destas substéncias (Haslam, 1996; Soares, 2002; Chun et al., 2005).

Segundo Williams et al., (2004), os principais requisitos basicos que
definem um flavondide como potencial antioxidante sdo o sistema catecol ou anel
B diidroxilado, a presenca de insaturacdo no anel C, presenca de funcéo 4-oxo no
anel C e a presenca de outras fungdes capazes de quelar ions de metais de
transicdo como o cobre e o ferro. (Figura 08, pag. 20).

Os flavondides sdo os compostos mais diversificados do reino vegetal
(Soares, 2002) e a sua capacidade antioxidante neutralizando os EROs previne a
oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade, pois anula seus efeitos negativos
sobre as células (Martinez — Flores et al., 2002).

Véarias metodologias sao utilizadas atualmente para avaliar a atividade
antioxidante de um material vegetal e podem ser classificadas em duas
categorias: ensaios baseados em estudos de cinética quimica, denominados de
meétodos diretos e ensaios mediados pela transferéncia de elétrons, denominados
de métodos indiretos (Huang et al, 2005).

Em ensaios indiretos, o processo € caracterizado por uma reacdo de

oxirreducao entre o oxidante (geralmente uma sonda para monitorar a reagao) e o
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antioxidante. O método esta baseado na seguinte reacdo de transferéncia de

elétrons:

Sonda (oxidante) + elétrons (do antioxidante) — sonda reduzida + antioxidante oxidado.

A sonda ao ser reduzida pelo antioxidante sofre mudancas colorimétricas.

A intensidade da mudanca de cor € proporcional a atividade do antioxidante ou a

concentracdo do mesmo (Benzie e Strain, 1999).

Dentre os métodos indiretos mais utilizados pode-se destacar a reducao

do radical DPPH e o ensaio com reagente Folin-Dennis.

a)

b)

Reducgéo do radical DPPH (1,1- difenil-2-picrilhidrazila): este ensaio se
baseia em um ensaio qualitativo e quantitativo do grau de atividade
antioxidante e na habilidade das substancias agirem como sequestradoras
de radicais livres. O DPPH é um radical livre estavel a temperatura
ambiente e produz uma solucao de coloracéo violeta em etanol (Mensor et
al., 2001). Devido ao seu elétron desemparelhado, a solugédo etandlica de
DPPH exibe uma forte banda de absorcdo na faixa de 515-518 nm. Em
contato com um potencial oxidante, o DPPH é reduzido (Brand-Williams et
al., 1995; Sanchez-Moreno et al.,, 1998). A interacdo de um potencial
oxidante com DPPH depende da conformacao estrutural, da posicéo e do
namero de hidroxilas livres presente na molécula analisada (Williams et al.,
2004) (Figura 11, pag. 29).

Ensaio com o reagente Folin-Dennis: O ensaio Folin-Dennis € um dos
métodos mais antigos de quantificacao de fendis em uma amostra, portanto
também conhecido como ensaio de fendis totais. O ensaio atualmente é
utilizado para mensurar a capacidade antioxidante de uma amostra, o que
aparentemente pode ndo estar refletido na sua caracteristica de “ensaio de
fendis totais”, porém um crescente numero de publicagdes tem aplicado o
ensaio para medir a capacidade antioxidante e encontrado excelente
correlacdo linear entre o perfil de fendis totais e a atividade antioxidante
(Swain e Hillis, 1959; Shahidi e Naczk, 1995). Esta correlacdo ocorre

devido as similaridades quimicas existentes nestes ensaios.
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Estabilizacdo do radical formado através de deslocalizagdo do elétron desemparelhado

Figura 11. Reacéo de oxirreducao entre DPPH e a Rutina.

Como complemento a analise da atividade antioxidante, a quantificacédo
dos teores de flavondides totais fornece informacdes de quanto do potencial
antioxidante é devido a presenca de flavondides. A técnica mais utilizada € a que
usa solugdo metanolica de cloreto de aluminio (AICI3). O cation aluminio forma
complexos estaveis com os flavonéides em metanol (MeOH), ocorrendo na
analise espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de onda e uma
intensificacdo da absorcdo (Figura 12, pag. 30). Dessa maneira, € possivel
determinar a quantidade de flavondides, evitando-se a interferéncia de outras

substancias fendlicas, principalmente os acidos fendlicos (tais como p-
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hidroxibenzéico, acido p-cuméarico, diidroxilados), que invariavelmente
acompanham os flavondides nos tecidos vegetais (Woisky, 1996; Woisky e
Salatino, 1998).

<
OH o—Al

OH

>
s & faatadel
@
I
o

HO. 0.

OGlc-Rha

OH o

Figura 12. Formacdo do complexo Flavonodide - Al, em solu¢cdo metandlica de
cloreto de aluminio
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta do material vegetal

4.1.1. Area de coleta das amostras de Acacia auriculiformis (acécia), Mimosa
caesalpiniifolia (sabid) e do fragmento florestal de Mata Atlantica em sucessao

secundaria (capoeira).

A area em estudo pertence a Fazenda Carrapeta, no municipio de
Conceicdo de Macabu, RJ (21° 37" S e 42° 05 W). Segundo a classificacdo
Kdppen, o clima da regido, € do tipo Am, quente e Uumido. De acordo com
informacdes locais, a temperatura estd em torno de 26 °C e a média anual é de
1400 mm, com periodo chuvoso entre outubro e marco, e seco entre junho e
setembro (Gama-Rodrigues et al.,, 2008). O solo é um Latossolo Vermelho-
Amarelo, de textura argilo-franco-arenosa em todas as coberturas vegetais. O
relevo é ondulado, com declividade em torno de 35 cm m™.

A area experimental constituiu-se de trés coberturas vegetais em parcelas
de 1.500 m2 (75 x 20 m). As parcelas experimentais de cada cobertura foram
dispostas adjacentes uma a outra, na mesma cota de altitude. As coberturas
vegetais foram constituidas de plantios puros das espécies arboreas Acacia
auriculiformis (acacia) e Mimosa caesalpiniifolia (sabia), inoculadas com estirpes

selecionadas de bactérias fixadoras de N, atmosférico (BR 3465 e BR 3609 para
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Acacia auriculiformis e BR 3407 e 3446 para Mimosa caesalpiniifolia) e fungos
micorrizicos (um combinado de Gigaspora margarita e Glomus clarum para todas
as espécies de leguminosas), além de um fragmento florestal de Mata Atlantica
em sucessao secundaria, com aproximadamente 40 anos de idade, contendo
espécies de diferentes estagios sucessionais (capoeira) utilizados como
referéncia (Gama-Rodrigues et al., 2008).

O plantio das espécies arbéreas foi realizado em dezembro de 1998 com
mudas de 30 cm de altura e, no caso das leguminosas, com 6tima nodulacéo e
micorrizacdo (bom crescimento das mudas e presenca de nodulos ativos). O
espacamento utilizado foi de 3 x 2 m, em covas de 20 x 20 x 20 cm, as quais
foram adicionados 150 g de superfosfato simples e 10 g de cloreto de potassio.

Para o procedimento de coleta de serrapilheira e folhedo foram utilizadas

as seguintes metodologias:

v Serrapilheira

Para a amostragem do material coletado em 2003, utilizou-se gabarito
(quadrado de madeira) de 0,25m?. Nas &reas sob a cobertura vegetal de acécia e
sabia (leguminosas), foram coletadas seis amostras simples, enquanto na area
sob a cobertura de capoeira foram coletadas quatro amostras simples. A
amostragem foi realizada ao acaso e, no caso das leguminosas revegetadas,
entre linhas de plantio. Os componentes da serrapilheira foram devidamente
separados (folhas, galhos, estrutura reprodutiva e material fragmentado), porém,
o presente trabalho analisou as amostras de folhas e material fragmentado

apenas.

v Folhedo

As folhas coletadas em 2004 foram retiradas de 18 coletores espalhados
por toda a area experimental, estando presentes seis coletores em cada uma
delas (amostras simples).

A partir das amostras simples dos materiais utilizados (serrapilheira e do
folhedo) foram feitas amostras compostas das diferentes formas de coleta em
cada area.

Além disso, as amostras foram analisadas caracterizando diferentes

estagios de decomposi¢cdo: como um primeiro estagio de decomposicao, a folha
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senescente do coletor, a folha senescente coletada com gabarito seria um
segundo estagio, e por fim, o material ja fragmentado, admitido como um terceiro
e mais avancado estagio de decomposicao.

O material fragmentado € a fragmentacdo da matéria organica por
algumas espécies de organismos do solo que se alimentam de tecido vegetal em
decomposicdo. Estes organismos fragmentam o material vegetal, ndo somente
através de sua atividade alimentar, mas também devido a sua intensa
movimentacao na superficie do solo, levando a uma reducéo no tamanho de suas
particulas. Como resultado, observa-se uma maior exposicdo de sitios favoraveis
a colonizacdo microbiana. Quanto mais fragmentado o material, mais rapido € o

consumo da matéria organica.

4.1.2. Area de coleta das amostras de mata natural, Theobroma cacao (cacau) e

dos sistemas agroflorestais de cacau-eritrina e cacau-cabruca.

O estudo foi realizado em diferentes sistemas agroflorestais de cacau
(Theobroma cacao) no sul da Bahia, Brasil. As coberturas vegetais estdo
localizadas na Fazenda Brasileira, no municipio de Urugcuca e os sistemas
agroflorestais de cacau diferenciam-se em funcdo do tipo de sombreamento,
idade de plantio das plantas de cacau e renovacédo de suas copas. Neste caso,
coletaram-se folhas de cacau fotossinteticamente ativa (FFA), folhas de cacau do
sistema cacau-eritrina (CE), folha de cacau do sistema cacau-cabruca (CC), folha
eritrina do sistema cacau-eritrina (CE), folha de arvore de sombra do sistema
cacau-cabruca (CC) e folha de arvore de mata natural (MN).

As folhas senescentes das arvores de sombra e de cacau foram
coletadas no periodo de novembro de 2003 a outubro de 2004, em coletores de
0,64 m? (0,80 x 0,80 m de lado), com 10 repeticdes, distribuidas aleatoriamente
nas parcelas de 1500 m?2. Foram feitas amostras compostas de cada area.

A é&rea de cacau com eritrina (CE) possui solo classificado como
Latossolo Vermelho-Amarelo. Neste sistema foi retirado todo revestimento
floristico da é&rea (método da derruba total) para formacdo de plantacdes
tecnicamente orientadas de cacau e arvores de sombra (Erythrina spp.). Com

idade aproximada de 25 anos, foi feita a renovacéo de copa das plantas de cacau
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por material genético resistente a doenca vassoura de bruxa (Crinipellis
perniciosa), proveniente da colecdo de germoplasmas de cacau da Almirante
Cacau.

A area de cacau cabruca (CC), possui solo classificado como Latossolo
Vermelho-Amarelo. A cabruca é um sistema de cultivo do cacau em consorcio
com a mata natural. Neste sistema, a vegetacao rasteira e as arvores de menor
porte sdo retiradas, permanecendo somente aquelas que poderdo sombrear as
plantas de cacau. Houve também renovacdo da copa das plantas de cacau, de
aproximadamente 25 anos de idade.

Mata natural (MN), possui solo classificado como Latossolo Vermelho-
Amarelo e com pouca intervencgéo antropica.

O estudo das amostras citadas anteriormente, ndo faz comparacdo com o
efeito do processo de decomposicdo e sim realiza analises quimicas para

comparacao entre espécies com caracteristicas semelhantes.

4.2. Secagem e moagem do material vegetal

Todas as amostras foram secas a uma temperatura de aproximadamente
75 °C em estufa com circulacdo de ar MA 035, por 24 horas. Depois de
desidratadas, as amostras foram devidamente moidas em moinho de facas, tipo

Willy, com peneira 20 mesh.

4.3. Preparacgao dos extratos

O material vegetal depois de moido e pesado foi submetido a extracao

através de maceracgao exaustiva com metanol a frio, filtrado, evaporado a pressao

reduzida e pesado.
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4.4. Avaliagéo do teor de polifendis totais

Neste trabalho, os polifendis (polifendis solaveis, taninos hidrolisaveis e
condensados, assim como o0s polifendis n&o-taninicos) foram quantificados
segundo o método de Folin-Dennis (Swain e Hillis, 1959; Shahidi e Naczk, 1995)
em meio basico, (Figura 13). Como padrédo utilizou-se uma solugdo de &cido

tanico.

HO OH HO OH O
OH

HO o

OH

OH

HO OH

Acido tanico

Figura 13. Estrutura do acido tanico.

O método de Folin-Denis € o mais utilizado para a determinacdo de
fendlicos totais em vegetais (Shahidi e Naczk, 1995). Este método descrito por
Swain e Hillls (1959) baseia-se na reducdo em meio alcalino do reagente Folin-
Denis (4cido fosfomolibdico + tungstato de sodio) pelas hidroxilas fendlicas,

produzindo um complexo de coloracdo azul, que é medido a 760 nm. A reacao
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ocorre em meio alcalino e a solugdo saturada de carbonato de sodio € a base
mais indicada (Swain e Hillis, 1959).

Para a preparacdo da curva padrdo, foram pipetadas aliquotas de 0,2;
0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mL da solucao estoque de acido tanico (0,059 de acido tanico
em 500 mL de 4gua destilada) em baldes volumétricos de 10 mL. Em seguida, foi
adicionado a solucéo 0,5 mL do reagente Folin-Denis [375 mL de dgua destilada a
uma mistura de 50 g de tungstato de sodio (Na,WO,. 2H,0), 10 g de acido
fosfomolibdico e 25 mL de &cido ortofosférico (HzPO,)], 2,0 mL da solugdo de
carbonato de sédio 17% (Na,CO3) (170g de carbonato de célcio em 1000 mL de
agua destilada) e depois o volume foi completado com agua destilada. A solucao
homogeneizada ficou em repouso por 30 minutos e em seguida foi realizada a
leitura da absorbancia a 760 nm no espectrofotébmetro (Espectrofotbmetro UV-VIS
Hitachi, mod. U2000, Shimadzu). As soluc¢des de coloragédo levemente amarelada
adquirem coloracdo azul-marinho cuja intensidade é proporcional a concentracao
de polifendis.

Para a execucdo do ensaio, inicialmente foi realizada a extracdo dos
polifendis totais: as amostras de folha foram pesadas (0,75 g) e transferidas para
tubos de ensaio de 50 mL, sendo adicionados 20 mL de MeOH 50%. Em seguida,
a solucao foi aquecida em banho-maria a temperatura de 80°C por 1 hora e apés
resfriamento, transferida e filtrada através de papel de filtro para baldes
volumétricos de 50 mL. O volume foi completado com &gua destilada.

Em seguida, foi transferido para um baldo volumétrico de 10 mL, 0,2 mL
de extrato, 0,5 mL de reativo de Folin-Denis, e 2,0 mL de carbonato de sodio
17%. O volume foi completado com agua destilada e a solucdo homogeneizada,
ficando em repouso por 30 minutos. O branco foi feito em paralelo e a leitura
efetuada no espectrofotdmetro (Espectrofotometro UV-VIS Hitachi, mod. U2000,
Shimadzu).

4.5. Avaliagéo do teor de lignina e celulose

O teor de lignina foi determinado pelo método de Fibra em Detergente

Acido [FDA - 5L de solucéo 0,5 M de acido sulfurico, 100 g de cetiltrimetil amonio
bromidrico, CTAB (C19H42BrN)] de Van Soest e Wine (1968), que se baseia na
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separacdo das diferentes fracbes constituintes do material, utilizando-se
reagentes especificos denominados detergentes. Nesse procedimento, foram
utilizados o éacido sulfarico (H,SO4) e o (CTAB) para eliminar o amido e 0s
compostos nitrogenados, restando, assim, a lignina, celulose e cinzas. A celulose
foi destruida pelo &cido sulfirico 72% e assim, a lignina foi determinada pela
diferenca de peso, subtraindo-se as cinzas pela queima a 550 °C, em mufla
(Anderson e Ingram, 1996).

Inicialmente, foram pesados 250 mg de amostra de folha que em seguida
foi transferida para um tubo de ensaio de digestdo. Foram adicionados 50 mL de
solucdo FDA, deixando em repouso por 18 horas. Apés esse periodo, o contetido
do tubo de ensaio foi aguecido até atingir a temperatura de 125 °C por mais 1
hora.

Os cadinhos foram colocados na estufa a 105 °C para secar e depois
transferidos para o dessecador, onde pudessem esfriar sem absorver umidade,
sendo em seguida pesados (Pc).

As amostras de folhas foram transferidas do tubo de ensaio para os
cadinhos e lavadas com agua destilada quente, por varias vezes. Depois as
amostras foram lavadas com acetona e secas na estufa a 105 °C. Os cadinhos
contendo as amostras foram novamente pesados (a).

As amostras foram cobertas por H,SO4 72% (720 mL de acido sulfarico e
380 mL de agua destilada para 1L de solugcdo), por 3 horas. Em seguida,
repetiram-se 0s processos de secagem na estufa a 105 °C, esfriagem no
dessecador e pesagem (b). Logo apds, os cadinhos foram colocados na mufla e
guando a temperatura atingiu 550 °C manteve-se por 4 horas. Desligada a mufla,
ao atingir a temperatura de 105 °C, os cadinhos foram retirados, colocados no
dessecador e depois de frios, pesados (c).

Os teores de lignina e celulose puderam ser calculados através das
seguintes formulas: % de celulose = 100 (a — b)/ P e % de lignina = 100 (c- Pc)/ P,
onde: a = é a primeira pesagem, b = segunda pesagem, c = terceira pesagem, P=

peso da amostra e Pc = peso do cadinho.
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4.6. Avaliagéo do teor de flavondides totais

A dosagem de flavondide foi feita de acordo com o método proposto por
Rio (1996) modificado, onde se utilizou o flavondide rutina (Figura 08 pag. 20)
como padréo, em solugdo de cloreto de aluminio (AICI3). Inicialmente, 10 mg da
amostra de extrato bruto foram diluidas em 250 mL de metanol (MeOH) 70%.
Uma aliquota de 15 mL foi colocada em baldo volumétrico acrescida de 1 mL de
solucéo de cloreto de aluminio (5 g de cloreto de aluminio em 100 mL de MeOH),
segundo Markham (1982), sendo o volume completado para 50 mL.

Apbs repouso de 30 minutos, fez-se leitura da absorbancia a 425 nm em
espectrofotometro UV/visivel Beckman DU 70 para se obter a concentracdo de
flavondides. A andlise foi feita em triplicata. Os dados de absorbancia das
amostras foram comparados com uma curva padrdo, construida a partir de
solugdes com concentragdes crescentes de rutina. A solugdo padrdo de rutina foi
preparada com MeOH 70% em uma concentracdo de 100 pg/mL. Aliquotas de 3,5
mL(7,5 pg/mL) a 7,5 mL (15 pg /mL), com intervalos de 0,5 mL foram utilizadas
para a confeccao da curva padréo, acrescidas de 1 mL de cloreto de aluminio e
completadas para 50 mL com MeOH 70%.

4.7. Avaliagéo da atividade antioxidante

Na avaliacdo da atividade antioxidante relacionada aos fendlicos totais foi
utilizado o método indireto quantitativo que utiliza o DPPH como sequestrador de
radicais livres (Brand-Williams et al., 1995; Sanchez — Moreno et al., 1998), como
padréo foi utilizado o flavonoide rutina (Figura 11, pag. 29).

Uma solucéo estoque (1,0 mg/mL) foi preparada a partir das amostras de
extrato bruto (10,0 mg) em etanol (10,0 mL). A solucdo recém-preparada foi
submetida a diluicdo de 250,0 ug/mL. A analise foi realizada reagindo-se 1,0 mL
de uma solugéo etandlica 0,3 mM de DPPH com 2,5 mL da diluicdo preparada
dos extratos. Apés 30 minutos, a leitura do decaimento da absor¢cédo do DDPH foi
lida em um espectrofotdmetro de luz ultravioleta a 518 nm.

Os valores das absorbancias obtidos foram convertidos em porcentagem
de atividade antioxidante (AA%) através da seguinte formula: AA%= 100 - {[(Abs; -
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Abs;) x 100}/ ABsz}, onde: Abs; = absor¢do da amostra, Abs, = absor¢céo do
branco (2,5mL da diluicdo da amostra analisada e 1,0 mL de etanol) e Abssz =

absorcéo do controle negativo (1,0 mL de solu¢do de DPPH e 2,5 mL de etanol).

4.8. Andlise estatistica

Utilizou-se o Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas - SAEGDemo
para avaliagdo dos resultados. Os dados foram submetidos a andlise de variancia,
segundo delineamento inteiramente casualizado, com trés repetic6es nas andlises
dos atributos quimicos. Adotou-se para comparacao de meédias, o teste de Tukey,
a 5%. Cada cobertura florestal foi considerada um tratamento de efeito fixo, a

exemplo do procedimento empregado por Lugo et al., (1990).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo das amostras de folha e material fragmentado, de Acacia
auriculiformis (acécia), Mimosa caesalpiniifolia (sabia) e Fragmento florestal de
Mata Atlantica em sucessdo secundaria (capoeira), em trés estagios de
decomposicao, coletadas na Fazenda Carrapeta, no Municipio de Conceicdo de
Macabu, RJ.

Os vegetais superiores sintetizam e acumulam uma grande diversidade
de substancias fendlicas (Julkunen-Tiitto, 1985 apud Santos et al., 1998). Essas
substancias naturais sdo numerosas e variadas, estando representadas em quase
todas as classes de metabdlitos especiais (Smith, 1976). Na classificacdo de
Waterman e Mole (1994) sdo descritos fendis simples (com um uUnico anel
aromatico), metabolitos mais complexos baseados no esqueleto C¢C3, metabdlitos
com o esqueleto carbdnico CgCp.2Cs, metabdlitos com o esqueleto CgC3Cs,
quinonas, benzofenonas e substancias afins, alcalbides, terpenos e, finalmente,
fendis mascarados.

Analisando a quantidade de polifendis totais (PFT), flavondides totais
(FLT) e a atividade antioxidante (AA) nos trés estagios de decomposic¢éo [primeiro
estagio de decomposicdo (PED), segundo estagio de decomposicdo (SED) e
terceiro e mais avancado estadgio de decomposicdo (TED)] dentro de cada
cobertura florestal (acacia, sabia e capoeira), pode-se observar inicialmente, que

a analise da amostra de acéacia apresentou no PED o maior teor de PFT, FLT,
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assim como a maior AA, sugerindo-se que neste PED, a taxa de decomposi¢cao e
a liberagéo de nutrientes tenha sido menor, e consequentemente tenha ocorrido
um maior acumulo de serrapilheira (Swift et al., 1979, apud Monteiro e Gama-
Rodrigues, 2004). Na anélise da amostra de acacia no SED, foi observado teor
intermediario de PFT, menor teor de FLT e AA estatisticamente igual a AA
observada na andlise desta amostra no TED. E por fim, na analise respectiva ao
TED da amostra de acacia, foi determinada a menor quantidade de PFT, e teor
intermediario de FLT (Figura 14, pag. 45; Tabela 1A).

A andlise do PED, SED e TED da amostra de sabia, mostrou que na
determinacdo de PFT e FLT, os maiores teores foram determinados no PED da
amostra, enquanto que na analise de AA néao foi observado diferenca significativa
entre os trés diferentes estagios de decomposicao. A andlise da amostra no SED
apresentou teor intermediario de PFT e FLT, porém nesta Ultima andlise, ndo
houve diferenca significativa, se comparada com o TED.

Assim, como observado na analise da amostra de acacia, a analise da
amostra de capoeira apontou 0s maiores teores de PLT e FLT no PED. A maior
AA, também foi observada neste estagio inicial de decomposi¢do (PED), porém
no caso desta analise, ndo houve diferenca significativa com o estagio mais
avancado de decomposicdo (TED). A analise da amostra de capoeira no SED
apresentou teores intermediarios de PFT e FLT, além da menor AA observada.
Consequentemente, os menores teores de PFT e FLT, foram detectados no TED
da analise da amostra de capoeira.

A ordem decrescente de teor de PFT, observada na anéalise das amostras
das trés coberturas florestais, pode ser explicada pelo fato de a composicao
relativa de polifendis poder mudar consideravelmente durante a senescéncia dos
tecidos vegetais e assim, ocorrer uma diminuicdo substancial no nimero e na
concentracéo de fenolicos de baixo peso molecular, o que tem sido observado em
folha de serrapilheira em comparacao a folhas verdes (Hattenschwiler e Vitousek,
2000). Essa perda de polifendis soluveis é devida principalmente, a processos de
lixiviacdo conforme relatado por (Handayanto et al., 1997; Hattenschwiler e
Vitousek, 2000; Costa et al., 2005) (Figura 14a, pag. 45; Tabela 1A).

A principio era de se esperar que a andlise do PED, de todas as trés
coberturas florestais, apresentasse os maiores teores de PFT, FLT e a maior AA,

0 SED apresentasse teores intermediarios dessas variaveis e que o TED
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apresentasse 0s menores teores, seguindo a ordem de estagios de
decomposicdo. Porém, como visto anteriormente, este fenbémeno nao foi
observado integralmente na analise das amostras de acacia, sabia e capoeira,
pois ao realizar o estudo destas variaveis nas amostras, deve-se levar em
consideracdo ndo somente a quantidade, como também a qualidade dessas
substéancias, dado a ampla diversidade.

O Acréscimo de teor de FLT, na analise da amostra de acacia, do SED
para o TED, influenciou o resultado da AA dos mesmos, ndo sendo observada
diferenca significativa entre estes dois estagios de decomposicao nesta andlise, o
que pode ser devido a presenca de flavonéides de diferentes qualidades, ou seja,
com mais ou menos hidroxilas fendlicas livres. Assim, sugere-se que a amostra
no SED, apesar de ter apresentado menor teor de FLT que no TED, apresente
flavondides com maior quantidade de hidroxilas fendlicas livres (-OH) que a
amostra no TED (Figura 14b e 14c, pag. 45; Tabela 1A).

Na analise de FLT, da amostra de sabid, a queda de teor observada do
PED para o SED e TED, é devido as perdas ocorridas, principalmente, através de
processos de lixiviagdo, assim como, observado na analise de PFT vista
anteriormente.

O consumo de FLT do SED para o TED também era esperado, no
entanto, ndo houve diferenca significativa entre estes dois estagios de
decomposicao, o que pode ser atribuido a uma possivel contaminacdo do material
fragmentado no TED, por estruturas reprodutivas ricas em flavondides capazes de
interferir no resultado da analise, elevando o teor de FLT, presente neste TED, ou
seja, durante a amostragem desse material, ocorre uma dificuldade de realizacéo
do processo de separacdo dos componentes fragmentados da serrapilheira, que é
muito diferente de folhas, podendo ter permanecido presentes na amostra, outros
materiais além de folhas, como por exemplo, flores que s&o estruturas
reprodutivas abundantes em flavondides, o que explicaria um aumento no teor de
PFT (Degaspari e Waszczynskyj, 2004).

A analise quantitativa de FLT em diferentes coberturas florestais € um
tema pouco explorado, varios fatores ambientais podem influenciar a producéo de
flavonoides nas plantas, como, por exemplo, infeccdo, temperatura, nutrigéo,
injuria, metabolismo de hidratos de carbono e do nitrogénio e qualidade de

radiacdo (Blank, 1947). A radiacdo solar € um dos fatores que, via de regra, esta
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relacionada a variacdo quantitativa. Varios trabalhos demonstram que h& um
aumento quantitativo de flavondides em érgaos expostos a luz, em comparacao
com aqueles que estdo a sombra (Hillis e Swan, 1959, Trouchet, 1966 e 1967
apud Bohm, 1987 e Holst, 1977).

Mesmo n&o sendo observada diferenca significativa entre o0s trés
diferentes estagios de decomposicdo, através de calculos de proporc¢des tendo
como base os resultados da analise de PFT e FLT, pode-se inferir que devido ao
elevado teor de FLT em contrapartida ao teor mais baixo de PFT, a AA da
amostra de sabida no PED, esta relacionada, principalmente, a presenca de
substancias flavonoidicas. J4 a analise da AA das amostras de acécia e capoeira,
no PED, pode ser explicada pela presenca de FLT e pelo somatoério dos demais
polifendis presentes em igual propor¢cdo. No SED e TED, a analise da AA dessas
amostras (acécia e capoeira) é explicada principalmente pela presenca de outros
polifendis presentes, como por exemplo, acidos fendlicos, cumarinas, taninos e
ligninas.

O fato de néo ter sido observado diferenca estatistica significativa entre
as AA, nos trés diferentes estagios de decomposicdo, na analise da amostra de
sabia, pode estar relacionado com o tipo de flavonoides presentes, ou seja, a
eficacia da substancia fenodlica estad relacionada ao grau de hidroxilacdo. A
presenca de aclUcares na molécula, por exemplo, reduz a AA desta, assim,
glicosideos com uma menor AA do que seus correspondentes apresentando
agliconas (Kuskoski et al., 2004; Wang et al., 1997). A estabilidade do radical
formado também € um fator que pode ter influenciado no potencial antioxidante,
sendo maior nas substancias que possuem maior capacidade de estabilizar o
radical formado por deslocalizacdo do elétron desemparelhado através de sua
estrutura (Figura 08, pag. 20) (Duarte-Almeida et al., 2006).

Dentre as substancias fendlicas, destacam-se os &cidos fendlicos
presentes nas formas livres e complexadas. Estes compostos foram identificados
e guantificados em diversos tipos de frutas e vegetais, apresentando alta
correlacdo com a AA demonstrada pelas mesmas. No entanto, existe grande
variagcao no conteudo de fendlicos encontrado em diferentes frutas e vegetais, ou
até mesmo para as mesmas, avaliados em diferentes estudos. Estas diferencas
podem ser devido a complexidade desse grupo de compostos, aos métodos de

extracdo e/ou a metodologia de quantificacdo empregada. Além disso, as
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substancias fendlicas das plantas dependem de fatores intrinsecos (género,
espécie, cultivar) e extrinsecos (condicdes ambientais e de cultivo, manejo e
condicbes de armazenamento) que essas substancias fendlicas podem provocar
(Einbond et al., 2004, Holmman e Arts, 2000; King e Young, 1999, Soares, 2002,
Balasundram et al., 2006 e Tomas-Barberan e Espin, 2001 apud Rockenbach et
al., 2008).

No solo, os polifendis soluveis podem enfrentar quatro diferentes
destinos. Eles podem ser degradados e mineralizados por microorganismos
heterotréficos como fonte de carbono, eles podem ser transformados em
substancias humicas insoluveis e recalcitrantes através de polimerizacdo e
reacdes de condensacdo (com a contribuicdo de microorganismos do solo), eles
podem absorver minerais de argila ou formar quelatos com ions de Al ou Fe, ou
eles podem permanecer na forma dissolvida, sendo arrastados pela agua por
percolagdo e, finalmente, deixar o ecossistema como parte do carbono organico

dissolvido (Hattenschwiler e Vitousek, 2000).
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e PED= primeiro estagio de decomposi¢cdo, SED= segundo estagio de decomposi¢cdo e TED=
terceiro estagio de decomposi¢ao;
e |etras iguais por cobertura vegetal, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%.

Figura 14. Andlises de amostras de acacia, sabia e capoeira (%) em trés
diferentes estagios de decomposi¢do. (a) teor de polifendis totais (CV% das
amostras de acacia= 1.82; sabia= 7.75 e capoeira= 5.33) (b) teor de flavonoides
totais (CV% das amostras de acacia= 8,03; sabia= 11,34 e capoeira= 3.46). (c)
atividade antioxidante (CV% das amostras de acacia= 1,49; sabia= 0.55 e
capoeira= 1,36).
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A analise de lignina (LIG) da amostra de acécia apontou 0s menores
teores no PED e TED, enquanto que a amostra no SED apresentou 0 maior teor.
Ja a andlise de LIG da amostra de sabia, apresentou ordem crescente de teor, se
comparado com o crescente estagio de decomposicéo, ou seja, PED apresentou
o menor teor, SED teor intermediario, e TED o maior. E por fim, a analise da
amostra de capoeira apresentou nesta mesma analise, os maiores teores no SED
e TED, enquanto que o menor teor de LIG foi determinado na analise da amostra
no PED (Figura 15a, pag. 48; Tabela 1A).

Tanto o fato das andlises das amostras das trés diferentes coberturas
terem apresentado no PED o menor teor, se comparado com o SED, quanto o
fato de a analise da amostra de sabia ter apresentado maior teor de LIG no SED
em comparacdo ao TED, sdo devido a concentracdo de LIG ter tendéncia a
aumentar, relativamente, em estdgios mais avancados de decomposi¢cdo, devido
as suas caracteristicas recalcitrantes mais resistentes a degradacdo (Hammel,
1997; Harborne, 1997; Saliba et al.,2001). No entanto, a analise da amostra de
acacia ter apresentado no TED menor teor se comparado com a quantidade
encontrada no SED, e a analise da amostra de capoeira ter apresentado no TED
teor estatisticamente igual ao SED, ndo era esperado, e pode ser devido a
qualidade do material no TED, ou seja, o resultado observado pode ser devido a
possibilidade de uma contaminacdo amostral do material fragmentado, como
descrito anteriormente.

A lignina € um polimero altamente aromatico, produzido pelas plantas a
partir dos carboidratos através do processo de lignificacdo e no solo € uma fonte
importante para a formacdo de matéria humificada (Tan, 1994). Os principais
produtos da hidrdlise da lignina no solo sdo os compostos fendlicos e o metanol.
Segundo Filley et al., 2002 apud Budziak et al., 2004, lignina s&o removidos
gerando grupos aromaticos ricos em hidroxilas, produzidos durante a degradagéo
de lignina e celulose, simultaneamente, grupos metoxilicos de abundantemente
na forma orto-di-hidroxi (catecol). Os compostos fendlicos produzidos sao
queladores de &cidos duros, como fons Fe**, e fonte de elétrons na reducao
destes ions férricos.

Como pode ser observado na Figura 15b, pag. 48 (Tabela 1A), na analise
de celulose, das amostras de acacia e capoeira, o maior teor foi encontrado no

SED, o menor no TED, apresentando o PED teor intermediario. Ja na analise da
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amostra de sabia, apesar ter nao ter existido diferenca significativa entre o PED e
o TED, também pode ser observado uma elevagéo de teor do PED para o SED,
seguido de uma queda significativa de teor do SED para o TED, como visto nas
demais amostras. De acordo com Cardoso (1992) com a decomposicéo, elevam-
se os teores de CEL e LIG nos materiais vegetais, como observado na analise
das amostras (acacia, sabia e capoeira) no PED e SED, no entanto, em estagios
mais avancados de deterioracdo, como se sugere ser o caso das amostras no
TED, o enriquecimento de lignina deve ocorrer em detrimento ao declinio de
celulose (Figura 15b, pag. 48), o que explicaria a queda brusca de teor de LIG do
SED para o TED das amostras.
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e PED= primeiro estagio de decomposigdo, SED= segundo estagio de decomposi¢cdo e TED= terceiro estagio de
decomposicao;
e Letras iguais por cobertura vegetal, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5 %.

Figura 15. Analises de amostras de acéacia, sabia e capoeira (%) em trés
diferentes estagios de decomposicdo. (a) teor de lignina (CV% das amostras de
acacia= 1,45; sabia= 0,10 e capoeira= 0,04). (b) teor de celulose (CV% das
amostras de acacia= 0,16; sabid= 1,48 e capoeira= 0,08).
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5.2. Estudo das amostras de folha de mata natural, Theobroma cacao (cacau) e
dos sistemas agroflorestais de cacau-eritrina e cacau-cabruca coletados na

Fazenda Brasileira, cidade de Urucuca, Regido Sul da Bahia.

As analises de PFT, FLT, AA, LIG e CEL, destas amostras, foram
realizadas no intuito de se estudar a influéncia dessas coberturas florestais e
agroflorestais na formacdo da matéria organica, através da quantidade e até
mesmo da suposta qualidade do material que esta sendo depositado no sistema-
solo.

De acordo com a Figura 16a, pag. 51 (Tabela 2A), a anélise da amostra
de folha de cacau (FFA) apresentou maiores teores de PFT, FLT, e a maior AA,
comparado as analises das amostras de folha de cacau (CE) e de cacau (CC).
Porém, a andlise dessa amostra ndo apresentou diferenca significativa da
amostra de folha de cacau (CE) na andlise de FLT, assim como da amostra de
folha de cacau (CC) na andlise de AA. As amostras de folha de cacau (CE) e
cacau (CC) apresentaram 0s menores teores na analise de PFT, a amostra de
folha de cacau (CC) o menor teor na determinagao de FLT e amostra de folha de
cacau (CE) o menor teor na analise de AA.

Os elevados teores de PFT, FLT e conseguentemente a maior AA
observados na analise da amostra de folha de cacau (FFA) eram esperados, uma
vez que folhas verdes tendem a apresentar elevado teor de substancias fendlicas
soluveis. Ja4 a amostra de folha de cacau (CE) apesar de ter apontado menor teor
na analise de PFT, apresentou elevada quantidade de FLT, o que nédo foi
suficiente para que sua AA fosse maior que as observadas na analise das outras
amostras. Pelo contrario, a andlise da amostra de cacau (CC) apesar de ter
apresentado menor teor de PFT, assim como o menor teor de FLT, obteve maior
AA, assim como a amostra de folha de cacau (FFA). Estes resultados séo
provavelmente reflexos do tipo de flavondides presentes, ou seja, o0s tipos de
flavondides detectados na amostra de cacau (CE) devem ser mais pobres em
hidroxilas fendlicas livres, enquanto que os flavondides detectados na amostra de
cacau (CC) devem ser mais ricos em hidroxilas fendlicas livres (Hillis e Swan,
1959; Trouchet, 1966 e 1967 apud Bohm, 1987 e Holst, 1977; Kuskoski et al.,
2004; Wang et al., 1997; Hattenschwiler e Vitousek, 2000).
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De acordo com célculos proporcionais, relacionados ao teor de PFT e
FLT, pode-se inferir que a AA encontrada na analise das amostras de folhas de
cacau FFA e de cacau (CE) € devido principalmente a presenca dos FLT.
Entretanto, o valor encontrado na analise da amostra de folha de cacau (CC) é
devido, sobretudo a presenca de outros polifendis.

Na Figura 16b, pag. 51 (Tabela 2A), pode-se observar que 0S menores
teores determinados de LIG e CEL foram relativos a amostra de folha de cacau
FFA. Ja o maior teor determinado na analise de LIG, foi encontrado na amostra
de folha de cacau (CC), enquanto que na andlise de CEL quem apresentou a
maior quantidade foi a amostra de folha de cacau (CE).

A explicacéo para os resultados observados para a analise de LIG e CEL
das amostras pode estar relacionada ao fato de a amostra de folha de cacau FFA
ainda estar em pleno metabolismo, enquanto que nas amostras de folha de cacau
(CC) e de cacau (CE) os processos de decomposicdo, como, por exemplo,
oxidacdo e hidrdlise ja se encontram em fase inicial, o que influi nos teores dos

metabolitos analisados.
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Figura 16. Analises em %, de amostras de folha de cacau fotossinteticamente
ativa, cacau (CE) e cacau (CC). (a) teor de polifendis totais (CV%= 5,96); teor de
flavondides totais (CV%-= 13,40); atividade antioxidante (CV%= 3,56). (b) teor de
lignina (CV%= 0,03); teor de celulose (CV%-= 0,05).
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Na Figura 17a, pag. 53, pode-se observar que as amostras MN e da
arvore de sombra (CC) aprontaram os maiores teores nas analises de PFT. Ja na
analise de FLT (Figura 17b, pag. 53; Tabela 3A) foi observado o maior teor na
amostra de folha de arvore de sombra (CC) e teor intermediario para a amostra
de folha de MN. No entanto, como a amostra de folha de MN apresentou maior
AA que a amostra de folha de arvore de sombra (CC) (Figura 17c, pag. 53; Tabela
3A), se sugere que a qualidade dos flavonodides detectados nesta amostra tenha
influenciado o resultado da analise, ou seja, os flavondides presentes na amostra
de folha de MN apresentaram maior niumero de hidroxilas fendlicas livres que a
amostra de arvore de sombra (CC). Em contrapartida, os baixos teores da analise
de PFT e FLT, conferem a amostra de folha de eritrina (CE) os menores indices
de AA.

Os teores de AA determinados na analise das amostras das folhas de MN
e da arvore de sombra (CC) sdo devidos principalmente a presenca de FLT,
enquanto que a AA encontrada para a amostra de folha de eritrina (CE) é devido
a presenca de outros polifendis, principalmente.

Ja nas andlises de LIG e CEL, o resultado é inverso, a amostra de folha
de eritrina (CE) apresentou as maiores taxas, enquanto que a amostra de folha de
MN as menores, se apresentado como uma amostra de folha mais rica em

materiais recalcitrantes, em comparacao as outras amostras analisadas.
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Figura 17. Analises em %, de amostras de folha de mata natural (MN), eritrina
(CE) e arvore de sombra (CC). (a) teor de polifendis totais (CV%= 5,64); teor de
flavondides totais (CV%= 2,56); atividade antioxidante (CV%-= 2,14). (b) teor de
lignina (CV%= 0,34); teor de celulose (CV%-= 0,03).
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A amostra de folha de eritrina (CE) apesar de ter apresentado o maior
teor na analise de PFT, como mostra a Figura 18a, pag. 55 (Tabela 4A),
apresentou menor quantidade de FLT, se comparado com a amostra de cacau
(CE) desse mesmo agrossistema florestal. A AA dessa amostra esta relacionada
ao tipo de flavondide presente, possivelmente mais rico em hidroxilas fenodlicas
livres. No entanto, mesmo a amostra de folha de cacau (CE) tendo apresentado
menor quantidade de PFT, sua AA estatisticamente igual & amostra de folha de
eritrina (CE) pode ser proporcionada pela presenca de uma maior concentracao
de PFT, mesmo sugerindo-se que o tipo de flavondides presentes nesta amostra,
sejam menos ricos em FLT, em comparacdo aos flavondides encontrados na
amostra de folha de eritrina (CE). Segundo calculos proporcionais realizados, a
AA encontrada para a amostra de folha de eritrina (CE) esta relacionada a
presenca de outros polifendis, enquanto que a AA encontrada para a amostra de
folha de cacau (CE) é devida principalmente a presenca de flavondides.

A amostra de folha de eritrina (CE) apresentou o maior teor de LIG,
enguanto que a amostra de folha de cacau (CE) o maior teor de CEL (Figura 18Db,
pag. 55; Tabela 4A).
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Figura 18. Analises em %, de amostras de folha de eritrina (CE) e de cacau (CE).
(a) teor de polifendis totais (CV%= 6,83); teor de flavondides totais (CV%= 3,17);
atividade antioxidante (CV%= 4,68). (b) teor de lignina (CV%= 0,04); teor de
celulose (CV%-= 0,06).
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Pode-se observar na Figura 19a, pag. 57 (Tabela 5A), que a amostra de
folha de arvore de sombra (CC) apontou maiores teores na analise de PLT e FLT,
comparado aos resultados observados nas analises da amostra de folha de cacau
(CC). Porém, nédo foi observada diferenca significativa entre essas amostras na
andlise da AA. O que sugere que mesmo a amostra de cacau (CC) tendo
apresentado menores teores de PFT e FLT, possivelmente esta possua maiores
concentracdes de flavondides com maior numero de hidroxilas fendlicas livres.

A AA encontrada na analise da amostra de folha de arvore de sombra
(CC) é devido principalmente a presenca de flavondides, enquanto que a AA
detectada na analise da amostra de folha de cacau (CC) é devido aos demais
polifendis.

A anélise da amostra de folha de arvore de sombra (CC) apresentou o
maior teor de LIG, enquanto que a analise da amostra de folha de cacau (CC) o
maior teor de CEL (Figura 19b, pag. 57; Tabela 5A).
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Figura 19. Andlises em %, de amostras de folha de arvore de sombra (CC) e de
cacau (CC). (a) teor de polifendis totais (CV%= 3,73); teor de flavondides totais
(CV%= 1,48); atividade antioxidante (CV%= 2,86). (b) teor de lignina (CV%=
0,40); teor de celulose (CV%-= 0,02).
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6. RESUMO E CONCLUSOES

O estudo do potencial de retorno dos nutrientes por meio do folhedo de
espécies aptas a serem utilizadas em programas de revegetacdo, como as
leguminosas, € essencial para o entendimento do processo de ciclagem de
nutrientes nestas areas, e sua sustentabilidade.

A anadlise das amostras de acacia, sabia e capoeira apresentou maior
quantidade de polifendis totais e flavondides totais nos estagios iniciais de
decomposicao. Na andlise das amostras de sabid e capoeira foram encontrados
0s maiores teores de lignina, principalmente, nos estagios mais avancados de
decomposicdo. Os maiores teores de celulose, no entanto, foram determinados
no segundo estagio de decomposicéo das trés amostras analisadas.

A andlise da amostra de folha de cacau fotossinteticamente ativa
apresentou maiores quantidades de substancias fendlicas soltuveis, se comparado
com as amostras de folha de cacau (cacau-eritrina) e de folha de cacau (cacau-
cabruca). Ja a andlise da amostra de folha de cacau (cacau-cabruca), em relagédo
a estas amostras, apresentou-se mais rica, em substancias organicas mais
resistentes a degradacdo (lignina), o que torna mais lento o processo de
devolugédo de nutrientes para o solo. A amostra de folha da mata natural,
comparada com a amostra de folha das arvores de sombra dos sistemas cacau-
eritrina e cacau-cabruca apontou maior quantidade de substancias organicas que

atuam como agentes antioxidantes promovendo melhor protecéo para o sistema.
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As amostras de folhas das arvores de sombra dos sistemas cacau-eritrina
e cacau-cabruca possuem maior quantidade de material recalcitrante, ou seja, de
mais dificil degradacdo quando comparado com as amostras de mata natural, o
gue pode retardar o processo de decomposicéo e reposi¢cao de nutrientes nestes.

Os diferentes sistemas agroflorestais, ou seja, suas respectivas amostras
de folhas de cacau e de arvores de sombra apresentaram através da analise das
diferentes variaveis (polifendis totais, flavondides totais, atividade antioxidante,
lignina e celulose) uma importante relacédo entre elas. As amostras de folhas de
arvores de sombra dos dois agrossistemas apontaram 0s maiores teores de
polifendis totais e lignina em comparacdo as amostras de cacau dos respectivos
agrossistemas. Ja na analise de celulose, as amostras de folhas de arvores de
sombra apresentaram menores teores se comparado com as amostras folhas de
cacau. Além disso, ndo houve diferenca significativa entre as amostras de folhas
das arvores de sombra dos dois agrossistemas se comparado com as amostras
de folha de cacau dos mesmos na analise da atividade antioxidante.

A Unica varidvel que se diferenciou foi a analise que mediu a

concentracdo de flavondides totais.
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APENDICE A: Tabela das anélises realizadas nas amostras de acécia, sabia,
capoeira, mata natural, cacau, e dos sistemas agroflorestais de cacau-eritrina e
cacau-cabruca.

Tabela 1A. Teores de polifendis totais, flavondides totais, atividade antioxidante,
lignina e celulose em %, de folhas e material fragmentado de trés diferentes
coberturas vegetais e estagios de decomposicao

Estagio de decomposicéo

Analise Cobertura 1 2 3 CV %
1 2,74a 0,93b 0,34c 1,82

Polifendis 2 2,30a 0,86b 0,37c 7,75
3 2,09a 0,71b 0,34c 5,33
1 52,14a 16,67c 27,13b 8,03

Flavonoides 2 62,92a 23,18b 23,08b 11,34
3 52,99a 45,19b 22,44c 3,46
1 97,04a 77,31b 79,40b 1,49

Antioxidante 2 96,00a 95,51a 95,89a 0,55
3 92,27a 80,73b 90,61a 1,36

1 36,00b 46,12a 37,23b 1,45

Lignina 2 36,23c 44,77b 59,68a 0,10

3 32,76b 42,88a 42,92a 0,04
1 20,48b 22,88a 19,43c 0,16
Celulose 2 21,16b 25,67a 20,56b 1,48
3 20,68b 22,96a 19,08c 0,08

Coberturas: 1- Acacia auriculiformis (acacia); 2- Mimosa caesalpiniifolia (sabia); 3- Fragmento
Florestal da Mata Atlantica em sucessao secundaria (capoeira). Estdgios de decomposigdo: 1-
folha (primeiro estagio de decomposicao - PED); 2- folha (segundo estagio de decomposigdo -
SED); 3- material fragmentado (terceiro estagio de decomposicao - TED). As letras iguais, na
linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 2A. Teores de polifendis totais, flavondides totais, atividade antioxidante,
lignina e celulose de folha de cacau fotossinteticamente ativa (FFA), cacau (CE) e
cacau (CC)

Cobertura  Polifenol Flavonbide Antioxidante Lignina Celulose
1 2,52a 75,21a 92,98a 17,64c 18,24c
2 0,97b 58,76a 78,24b 29,52b 29,28a
3 0,88b 37,61b 88,76a 35,28a 23,48b
CV % 5,96 13,40 3,56 0,03 0,05

1-folha de cacau fotossinteticamente ativa; 2- folha de cacau (CE); 3- folha de cacau (CC). As
letras iguais, na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%.
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Tabela 3A. Teores de polifendis totais, flavondides totais, atividade antioxidante,
lignina e celulose de folha de mata natural (MN), de eritrina (CE) e de arvore de
sombra (CC)

Cobertura  Polifenol Flavondide Antioxidante Lignina Celulose
1 1,61a 53,31b 94,15a 24,68c 20,84c
2 1,23b 37,61c 75,13c 41,08a 25,12a
3 1,44a 57,80a 89,08b 36,40b 20,96b
CV % 5,64 2,56 2,14 0,34 0,03

1- folha de mata natural; 2- folha de eritrina (CE); 3- folha do cacau cabruca (CC). As letras iguais,
na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 4A. Teores de polifendis totais, flavondides totais, atividade antioxidante,
lignina e celulose de folha de eritrina (CE) e de cacau (CE)

Cobertura  Polifenol Flavondide Antioxidante Lignina Celulose
1 1,23a 37,61b 75,13a 41,08a 25,12b
2 0,97b 58,76a 78,24a 29,52b 29,28a

CV % 6,83 3,17 4,68 0,04 0,06

1- folha de eritrina (CE) e 2- folha de cacau (CE). As letras iguais, na coluna, ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 5A. Teores de polifendis totais, flavondides totais, atividade antioxidante,
lignina e celulose de folha de arvore de sombra (CC) e de cacau (CC)

Cobertura  Polifenol Flavonbide Antioxidante Lignina Celulose
1 1,44a 57,80a 89,08a 36,40a 20,96b
2 0,88b 37,61b 88,76a 35,28b 23,48a

CV % 3,73 1,48 2,86 0,40 0,02

1- folha de arvores da mata (CC); 2- folha de cacau (CC). As letras iguais, na coluna, néo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5%.



