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RESUMO

DOMINGUES, SERGIO. BIOFOTONICA, RESPIRAQAO MICROBIANA E
CROMATOGRAFIA PFEIFFER DE SOLOS TRATADOS COM ALTAS DILUICOES
DINAMIZADAS. 2021. 140p. Tese (Doutorado em Producao Vegetal) - Universidade
do Estado de Santa Catarina — UDESC, Centro de Ciéncias Agroveterinarias — CAV.
Programa de Pés-graduacdo em Producdo Vegetal, Lages, 2021.

Altas diluicbes dinamizadas tém sido motivo de intenso debate cientifico pela
imponderabilidade de seus principios ativos a partir de certas ordens de diluicdo. Por
outro lado, seu efeito biolégico persiste, o que tem provocado busca de evidéncias
plausiveis sobre seu modo de acédo. Neste trabalho de tese, tivemos o objetivo de
avaliar as altas diluicdes dinamizadas, sua influéncia nos microrganismos do solo e
os reflexos desses tratamentos nas plantas. A escolha das altas diluicbes dinamizadas
- homeopatias - em nosso estudo, levou em consideracao ndo apenas a homeopatia,
mas também a agricultura biodinémica, pela qual Kolisko e Kolisko, no inicio do sec.
XX, estudaram o efeito de diluicbes em plantas, porém na diluicdo decimal e ndo
seguindo as convencionais sucussdes hahnemannianas. A estrutura do trabalho se
fundamenta em quatro tipos de testes, que embora diferentes, cobrem aspectos
importantes na investigacdo do fendmeno, GDV — Gas discharge visualization aos
preparados homeopaticos, respiracdo microbiana de solos e cromatografia circular de
Pfeiffer, GDV em tecidos vegetais. Os tratamentos que foram utilizados ao longo dos
experimentos, foram: dgua destilada, alcool etilico 30%, Calcarea carbonica 30CH e
Silicea terra 30CH. O GDV tem vérias aplicacdes sobretudo na saude humana,
semelhante as maquinas Kirlian, emite uma carga elétrica e através da interacdo com
0 material testado, sédo observados os efeitos através do video gerado. A investigacao
seguiu: (a) GDV — Gas discharge visualization aos preparados homeopaticos Calcarea
carbonica 30CH e Silicea terra 30CH e controles de agua destilada, alcool etilico 30%.
Foram utilizadas sequéncias de 500 imagens geradas das preparacdes a partir do
inicio do pulso. Essas imagens foram analisadas em 6 parametros: fractalidade
espacial, area, numero de fragmentos, coeficiente de forma, entropia de isolinha e
comprimento de isolinha, onde foi observada a forma, intensidade e decaimento; (b)
Respiracdo de solos, pelo método de titulacdo, estimando-se o efeito de Calcarea
carbonica 30CH e Silicea terra 30CH, apds cada aplicacdo, totalizando trés
aplicacoes; (c) Cromatografia circular Pfeiffer dos solos tratados como os preparados
homeopéaticos, observando-se diferenciacdo qualitativa dos tratamentos, e
desenvolvimento de modelos matematicos aos cromatogramas obtidos; (d) GDV em
folhas de feijoeiro no estagio V2 de plantas que tiveram os solos tratados por agua
destilada, alcool etilico 30%, Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra 30CH. O método
GDV permitiu diferenciar Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra 30CH dos demais
tratamentos em parametros como area e comprimento de isolinha. Resultados da
respiragcdo dos solos demonstraram que Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra
30CH tiveram comportamento semelhante sobre respiracdo dos solos com picos nas
primeiras 24 horas e estabilizagdo das taxas nos dias seguintes. Modelos
matematicos desenvolvidos a partir da cromatografia Pfeiffer possibilitaram
diferenciacéo entre todos os tratamentos, com énfase na variavel entropia. Na analise
de imagem de folhas, tanto a area como o comprimento da isolinha apresentaram
diferencas nos tratamentos que foram plantados em vasos que receberam Silicea
terra 30CH e Calcarea carbonica 30CH.



Palavras-chave: GDV; Cromatografia Circular de Pfeiffer, Respiracdo basal dos
solos, Silicea terra, Calcarea carbonica.



ABSTRACT

DOMINGUES, SERGIO. BIOPHOTONICS, SOIL RESPIRATION AND PFEIFFER
CHROMATOGRAPHY OF SOIL TREATED WITH HIGH DYNAMIZED DILUTIONS.
2021. 140 p. Thesis (Doctor's Degree in Plant Science) — Santa Catarina State
University — UDESC, Center of Agroveterinarian Science — CAV. Postgraduete
Program in Plant Science, Lages, 2021.

High dynamized dilutions have been the subject of intense scientific debate due to the
weightlessness of their active principles based on certain dilution orders. On the other
hand, its biological effect persists, which has led to the search for plausible evidence
about its mode of action. In this thesis work, we aimed to evaluate the high dynamized
dilutions, their influence on soil microorganisms and the reflexes of these treatments
on plants. The choice of high dynamized dilutions - homeopathies - in our study, took
into account not only homeopathy, but also biodynamic agriculture, by which Kolisko
and Kolisko, in the beginning of the sec. XX, studied the effect of dilutions in plants,
but in decimal dilution and not following conventional Hahnemannian succussions. The
structure of the work is based on four types of tests, which, although different, cover
important aspects in the investigation of the phenomenon, GDV - Gas discharge
visualization to homeopathic preparations, microbial soil respiration and Pfeiffer's
circular chromatography, GDV in plant tissues. The treatments that were used
throughout the experiments were: distilled water, 30% ethyl alcohol, Calcarea
carbonica 30CH and Silicea terra 30CH. GDV has several applications mainly in
human health, similar to Kirlian machines, it emits an electric charge and through the
interaction with the tested material, the effects are observed through the generated
video. The investigation followed: (a) GDV - Gas discharge visualization to
homeopathic preparations Calcarea carbonica 30CH and Silicea terra 30CH and
distilled water controls, 30% ethyl alcohol. Sequences of 500 images generated from
the preparations from the beginning of the pulse were used. These images were
analyzed in 6 parameters: spatial fractality, area, number of fragments, shape
coefficient, isoline entropy and isoline length, where the shape, intensity and decay
were observed; (b) Soil respiration, using the titration method, estimating the effect of
Calcarea carbonica 30CH and Silicea terra 30CH, after each application, totaling three
applications; (c) Pfeiffer circular chromatography of soils treated as homeopathic
preparations, observing qualitative differentiation of treatments, and development of
mathematical models to the chromatograms obtained; (d) GDV in bean leaves in stage
V2 of plants that had their soils treated with distilled water, 30% ethyl alcohol, Calcarea
carbonica 30CH and Silicea terra 30CH. The GDV method made it possible to
differentiate Calcarea carbonica 30CH and Silicea terra 30CH from the other
treatments in parameters such as area and isoline length. Soil respiration results
showed that Calcarea carbonica 30CH and Silicea terra 30CH had similar behavior on
peak soil respiration in the first 24 hours and rate stabilization in the following days.
Mathematical models developed from Pfeiffer chromatography enabled differentiation
between all treatments, with an emphasis on the entropy variable. In the image
analysis of leaves, both the area and the length of the isoline showed differences in
the treatments that were planted in pots that received Silicea terra 30CH and Calcarea
carbonica 30CH.



Keywords: GDV; Circular Chromatography Pfeiffer, Basal soil respiration, Silicea terra,
Calcarea carbonica.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. HOMEOPATIA, ALTAS DILUICOES DINAMIZADAS, QCD-QUANTUM
COHERENCE DOMAIN E GDV-GAS DISCHARGE VISUALIZATION

Trabalhos na literatura cientifica oriundos de varios centros de pesquisa em
fisica tedrico-experimental, agrondmica, médica e biolégica, do mundo inteiro, tem
demonstrado que preparados em altas diluicbes exercem efeitos mensuraveis sobre
sistemas biologicos (BAUMGARTNER et al., 2012; BAUMGARTNER &
FRATANTONI, 2008; BONATO et al., 2009; CHAKRABORTY et al., 2014; De SOUZA
GONCALVES, 2018; ENDLER & SCHULTE, 1994; ENDLER et al.,, 2010, 2015;
JONAS et al, 2001; KOKORNACZYK et al., 2016; RUIZ-VEGA et al., 2003;
SCHULTE, ENDLER, 1998; SUKUL et al., 1999; ZANCO., 2016).

A homeopatia pode ser apresentada como ponderal em diluicbes abaixo de
12CH ou enquadrada na definicAo das altas diluicdes, acima de 12CH, com a
particularidade de serem dinamizadas, ou seja, passam por sucessivas diluicdes com
concomitantes sucussao (BRASIL, 2011). Considerando-se que néo seria possivel
estabelecer qualquer efeito dose dependente, em preparados cujas diluicdes
ultrapassassem a constante de Avogadro (6,02 x 102%), advoga-se que toda e qualquer
perturbacdo manifesta no organismo tratado por homeopatia seria efeito placebo
(TEIXEIRA, 2014). Por outro lado, a Homeopatia como area de conhecimento tem seu
corpo tedrico-metodologico desenvolvido e orientado em axiomas proprios
estabelecidos, inicialmente por Hahnemann no final do séc. XVIIl e sendo esse
referencial tedrico-metodoldgico enriquecido até os dias de hoje pelos pares
cientificos (PUSTIGLIONE, 2017). Isto lhe d& o carater de progressividade que toda
area de ciéncia deve ter para que continue sendo legitima e (til a sociedade
(LAKATQOS, 1980).

Por mudanga semantica, o termo "homeopatia" tornou-se sindbnimo de dose
minima de um produto, em referéncia a uma das caracteristicas da homeopatia,
entretanto o significado original do termo homeopatia tem referéncia ao principio da
similaridade (AVERSA et al., 2016). O debate cientifico mais acalorado, no campo da
Homeopatia, situa-se em torno do agente de cura ser teoricamente imaterial, nao

atendendo os pressupostos fisico-quimico classicos, por ser 0s preparados em altas
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diluicbes dinamizadas, também denominados de ultra-diluicbes, diluicdes
infinitesimais ou simplesmente homeopatias (BELLAVITE et al., 2014).

Hahnemann concluiu com seus experimentos que agitar a solugéo apds cada
diluicho manteria uma certa eficacia terapéutica. Aconselha-se administrar as
preparacdes na forma liquida logo apés agita-las e sem deixa-las repousar. Essa
sucussao nao teria o objetivo de misturar bem a solucéo antes de dilui-la novamente,
mas de produzir choques, sem 0s quais as qualidades terapéuticas do remédio
homeopatico ndo apareceriam. Este processo, sem o qual as diluices seriam pouco
ou nenhum ativo, foi denominado "Dinamizac¢ao" por Hahnemann (AVERSA et al.,
2016). Recentemente, alguns autores tém preferido usar o termo altas diluicdes
dinamizadas, j& que na obtencdo de preparados homeopaticos inclui,
necessariamente, a agitagdo do preparado (remédio/medicamento) no processo
denominado sucussao - agitacao angular (90°) vertical (BRASIL, 2011).

Segundo Hahnemann (1996), a homeopatia, no organismo, promove estimulo
sutil (ndo ponderavel) no poder vital do organismo, considerado como um ente
organizativo que responde também, de inicio, sutimente, e ndo raramente é dado em
tempo espacado. Influenciado pelo pensamento filosofico vitalista de sua época,
Hahnemann atribui ao principio vital o poder de regular todas as sensacodes e funcdes
fisioloégicas, no organismo em estado de saude. O estado de doenca estaria
relacionado a um desequilibrio desta forca vital e a salude seria restabelecida com o
reequilibrio vital. Apesar de empregar uma terminologia em desuso pelo pensamento
cientifico moderno, os fendmenos vitais descritos por Hahnemann e suas observacdes
clinicas equivalem aos mecanismos homeostaticos estudados pela fisiologia moderna
(TEIXEIRA, 2006).

Alguns autores afirmam que essa abordagem é compativel com efeitos ndo
lineares, nos quais, qualitativamente, as entradas sdo desproporcionais as saidas
(GEORGE & ENGEL, 1980). O efeito nao linear, ndo presume mecanismo particular
pelo qual o remédio atinge esse efeito. O que se deve salientar é a ndo linearidade
das respostas do organismo tratado e sua caracteristica (BELL et al., 2002). Daqui em
diante, para evitarmos a repeticdo excessiva, trataremos o remeédio/medicamento
homeopatia na sua peculiaridade de alta diluicdo dinamizada apenas pelo termo alta

diluicdo.

26



As altas diluicdes apresentam caracteristicas distintas de seus solventes. As
Farmacopéias homeopaticas de varios paises, consideram a agua e o alcool, puros
ou em diferentes propor¢cbes de misturas, os solventes adequados para diluicdes
liguidas (BRASIL, 2011; HPI, 2016; SSA, 2015). A estrutura nano heterogénea da
agua pode ser determinada por fendbmenos interativos, como epitaxia (transmisséo de
informacdes estruturais da superficie de um material para outro sem a transferéncia
de qualquer matéria), processos envolvendo temperatura-pressao durante a sucussao
e formacao de nanobolhas coloidais contendo gases inclusdes de oxigénio, nitrogénio,
diéxido de carbono e, possivelmente, o material de origem do remédio (RAO et al.,
2007; UPADHYAY, 2017). Como entender a impregnacdo e longevidade dessas
propriedades no solvente sédo objeto de discussdo também na teoria quéantica (SILVA
et al, 2005). Em um estudo recente, Aparicio et al. (2020) constataram que a atividade
associada ao Phosphorus 30CH pode se propagar através de grandes volumes de
agua, causando mudancas em todo sistema de lagos conectado, e que essas
mudancas podem ser rastreadas usando o corante solvatocromico. Por sua vez, isto
significa que a utilizagdo de medicamentos homeopaticos em grandes volumes de
agua potavel, em contextos agricolas e ecologicos, apresenta potencial
monitoramento fisico-quimico.

Uma abordagem tedrica promissora explorada atualmente para explicar as
altas diluicdes, € a QCD - Quantum Cohrence Domain (TOURNIER et al., 2020).
Segundo essa proposta, existem estruturas de agua de ~100 nm de diametro
similares a clusteres (PREPARATA, 1988; Del GIUDICE et al. 1988, BONO et al.,
2012). A ideia baseia-se no fenébmeno eletromagnético quantico e é compativel com
ions interagindo com as estruturas promovendo estabilidade. Essas estruturas
previstas seriam sensiveis a temperatura e desapareceriam com aquecimento
(WELLS et al., 2007). Além disso, o conceito de QCD em cristais liquidos e agua foi
proposto para seguir as teorias eletrodinamicas quanticas (QED) relativas a matéria
condensada (PREPARATA, 1995). A QCD se baseia no comportamento diferente
entre 0os conjuntos macroscoépicos de sistemas microscopicos idénticos e a interacao
microscoépica classica devido a forgas fracas; as diferencas sao exaltadas abaixo da
chamada temperatura critica ou acima da densidade "critica” (BELLAVITE et al.,
2007). Os dominios de coeréncia tomam forma como "blocos fundamentais" para a

matéria condensada: atomos, moléculas, elétrons e nlcleos se sintonizam dentro dos
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blocos para um campo eletromagnético macroscopico (classico), permitindo assim a
troca de frequéncia eficiente entre CDs de diferentes sistemas (BELLAVITE et al.,
2007). Algumas evidéncias sugerem que os efeitos dos campos eletromagnéticos de
baixa frequéncia sdo manifestados na agua (VALLE et al., 2005).

A teoria QCD associada ao modelo de zona de exclusdo prevé que as
informacbes sdo armazenadas como frequéncias eletromagnéticas, descartando a
necessidade da presenca da substancia original (UPADHYAY, 2017). Neste caso, a
informacgéo seria passada de diluicdo para diluicdo pelo processo conhecido como
“sucussao” (TOURNIER et al. 2020). De fato, varios experimentos demonstram
vestigios do soluto e que a diluicdo por vezes é aparente, apresentando caracteristica
assintotica (REY, 2003; CHIKRAMANE et al.,, 2010; CHIKRAMANE et al., 2012).
Recentemente corantes solvatocromicos tém obtido resultados particularmente
interessantes, por responderem coletivamente de maneiras opostas e
complementares as poténcias de acordo com a estabilizacdo diferencial de seus
estados eletronico excitado e fundamental (CARTWRIGHT, 2017; 2020).

A materializacdo das alteracOes provocadas pelo uso de altas diluicbes
dinamizadas em seres humanos é facilmente percebida no final do processo de cura
pela mudanca da totalidade sintomatica (HAHNEMANN, 1996). Para plantas, a
semiologia do processo doenca-cura com preparados homeopaticos nem sempre
corresponde aos efeitos sutis desses preparados. Isto porque, a planta esta
interdependente ao meio e suas interacbes (GLIESSMAN, 2001), outro ponto
relevante é que as plantas ndo exibem sintomatologia como animais, onde a
demonstracao pode ser dada através de alteracdes de comportamento, isso dificulta
individualizar o organismo doente digno de cura em vegetais, recorre-se entdo na
agricultura em geral, ao conjunto de sintomas peculiares da populagéo (TEIXEIRA,
2010). Para tanto, usam-se meétodos que representem mudancas proximas a
aplicacao dos preparados homeopaticos, no pressuposto de sua relacao direta causa-
efeito (TEIXEIRA & CARNEIRO, 2017; TOLEDO et al., 2011).

A Dbiofotonica tem sido trabalhada para detectar mudancgas sutis em
organismos Vivos que possam indiretamente refletir alteracbes na estrutura
organizativa desses seres organismos, como por exemplo, germinacdo de sementes
na area agrondémica e diferenciacdo de preparados homeopaticos (CARDOSO et al.,
2011; ZANCO, BOFF & MINKIN, 2013; ZIBETTI, 2016). Imagens captadas em plasma
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frio, processo conhecido como GDV - gas discharge visualisation (Figura 1), permitem
visualizar certo nivel de organizacdo no objeto ou material bioldgico sensivel a
transformacao numérica e andlise estatistica (KOROTKOV & KOROTKIN, 2001).

Figura 1 - GDV. (1) recipiente com liquido; (2) gota de liquido;(3) vidro 6ptico com
revestimento embaixo; (4) descarga gasosa; (5) impulso gerador; (6) sistema 0Optico;
(7) Camera CCD; (8) digitalizador de video; (9) computador; (10) dispositivo de

descarga gasosa.

b o o o o o

Adaptado de Korotkov & Korotkin(2001).

A técnica GDV consiste em fluxos de elétrons capturados da superficie de
um objeto, induzidos por pulsos de voltagem curta capaz de discriminar alteracbes
sutis de vérios liquidos, incluindo altas diluicbes dinamizadas (BELL et al., 2003;
KOSTYUK et al., 2011), motivo pelo qual, esta técnica serd explorada neste trabalho.

1.2. SISTEMAS BIOLOGICOS E A ACAO DE ALTAS DILUICOES NA
RESPIRACAO MICROBIANA DO SOLO

Altas diluicdes, dinamizadas ou nao, apresentam comportamento compativel
com os fendmenos de coeréncia e sistemas dinamicos, nessas abordagens as
repostas nem sempre sao lineares (BELLAVITE et al., 2014; CALLARD, 1999;
ENDLER et al., 2015; SUKUL & SUKUL, 2006). No caos deterministico o
comportamento € aparentemente imprevisivel e existe sensibilidade aos valores
iniciais e perturbagbes; emergéncia: auto-organizacdo, formacdo de padrdes,
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coeréncia, oscilacbes, atratores dinamicos; adaptacdo: evolucdo, plasticidade,
histerese, sensibilizacdo/dessensibilizacdo, tolerancia, etc. Os sistemas vivos,
definidos pela sua complexidade caracteristica, funcionam a beira do caos, onde
exibem sensibilidade acentuada as condi¢des iniciais (BELLAVITE et al., 2014,
CALLARD et al, 1999; LORENZ, 1972; SHINBROT et al., 1993). Sabe-se que, todo
ser vivo precisa de energia, e o gradiente energético sob o qual os organismos
trabalham € dado pela diferenca de energia entre a fonte e os residuos (MATURANA
& GARCIA, 1997).

Vamos considerar esse gradiente de absorcdo energética (AE - embora seja
uma designacao provisoria), 0 que resulta da energia livre contida na fonte de energia
a ser assimilada pelo organismo (Eso) menos a energia contida nos detritos (Esi); AE =
AE;, — AEs;. O fluxo de energia que percorre todo o sistema é diretamente

proporcional a esse gradiente. Segundo Prigogine (1978), em estados estacionarios
de né&o-equilibrio, a perturbacdo na entropia produzida é dada por %% 528 =
Y. 8/, 6X,. Onde, §%S é a perturbacéo na producéo de entropia, o termo &/, é o desvio
nas taxas de varios processos irreversiveis, e X, sdo os desvios nas forcas

generalizadas (afinidades, gradientes de temperatura, etc.), ou seja flutuacoes.

Segundo a Teoria da Estabilidade Termodinamica de Prigogine (1978), os
estados correspondentes ao equilibrio termodinamico, ou os estados estacionarios
correspondentes a um minimo de producéo de S (entropia) em termodinamica linear
de ndao-equilibrio, sdo automaticamente estaveis. No entanto, se o sistema for
perturbado, a produgcédo S aumentara, mas o sistema reagiré voltando ao valor minimo
da producdo S. Quando o AE varia abruptamente, o regime do sistema se distancia
do estado estacionario; o aumento rapido (ndo linear) da entropia dissipada permite
gue o sistema recupere o regime estacionario, mas em um novo estado, numa espécie
de equilibrio termodinamico. Pequenas perturbacdes no sistema podem levar a
grandes mudancas se ocorrerem em pontos criticos da dindmica do sistema que por
si s6 ndo é linear (LANGTON, 1992). Essas mudancas podem levar a resultados
progressivamente divergentes conforme esse sistema complexo evolui dentro de seu
ambiente ao longo do tempo.

Desse modo, surge também a possibilidade de estados estacionarios nao
uniformes ou bifurcagcées. Uma bifurcacdo € uma “quebra de simetria” relativamente

a evolucédo linear do sistema previsivel a partir de uma descricdo suficientemente
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detalhada de seu estado inicial (PRIGOGINE & STENGERS,1984). Podemos chama-
lo de bifurcacdo de Turing, ja que Turing foi o primeiro a notar a possibilidade de tais
bifurcacfes na cinética de rea¢des em seu classico artigo sobre morfogénese, onde
prop0s que os padrdoes espaciais resultam de um fendmeno que ele denominou
“instabilidade dirigida pela difusdo”. Turing (1952) mostrou matematicamente que
pequenas flutuacdes espaciais em um sistema de reacao e difusdo poderiam se tornar
instaveis, e que a amplificacéo dessas flutua¢des poderia levar a um padréo espacial
de substancias quimicas que ele denominou morfogénicos, isto €, substancias que
estimulam o desenvolvimento da forma ou estrutura em um organismo.

A ideia de bifurcacdo € crucial e introduz, em certo sentido, "historia" em
fenbmenos biolégicos. Suponha que a observagcdo nos mostre que o sistema cujo
diagrama de bifurcagdo € representado pela Figura 2 est4 no estado C e chegou la
através de um aumento no valor de B. A interpretacdo desse estado C implica o
conhecimento da historia anterior do sistema, que teve que passar pelos pontos de
bifurcacdo A e B. Toda descricdo de um sistema que tenha bifurcacdes implicara
elementos deterministicos e probabilisticos. O sistema obedece a leis deterministicas,
como as leis da cinética quimica, entre dois pontos de bifurcacdo, enquanto que na
vizinhanca dos pontos de bifurcacéo as flutuagcdes desempenham um papel essencial
e determinam o ramo que o sistema seguira. Como assinala Prigogine et al. (1972),
se 0 sistema é capaz de evoluir através de instabilidades sucessivas, deve
desenvolver um mecanismo pelo qual cada nova transicdo favorece maior evolucao

incrementando a ndo-linearidade e a distancia do equilibrio.
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Figura 2 - Bifurca¢cdes sucessivas

Pl

Fonte: Prigogine (1978).

Desse modo, pode-se testar se as caracteristicas sutis das altas diluicbes
causam alguma perturbagdo em organismos vivos. Para isso € possivel a mensuracao
da respiracédo microbiana do solo e que consequentemente teria reflexos na planta em
estudo. Na literatura cientifica, ha muitas publicacées que mostram efeitos biolégicos
claros de substancias diluidas em até 1018 M, que corresponde aproximadamente a
diluicdo homeopatica 9CH (BELLAVITE et al., 2014). Isso aponta que 0S organismos
vivos possuem alguma forma de amplificacdo de estimulos, Bellavite et al. (2014),
afirmam que essa amplificacdo pode ser ativada por algum estimulo periédico, quando
o ruido que ndo contém informacdes especificas e por si s, ndo ativa o receptor, é
adicionado ao sinal, a energia de ativacdo excede o limite e o sistema recebe uma
informac&o com um componente de frequéncia igual ao sinal periédico, mas mais forte
do que o sinal de entrada. Por este processo, um sistema pode se tornar sensivel a
estimulos tdo pequenos que de outra forma néo seriam percebidos. Nos ultimos anos,
uma série de experimentos mostraram que este fendmeno ocorre em lasers,
supercondutores, neurbnios e membranas bioldgicas (WIESENFELD & MOSS, 1995;
YU et al., 2011).

Mecanismos de amplificac&o biologica ja sdo conhecidos desde 1834, quando
o fisiologista alemdo Ernst Heinrich Weber percebeu a dinamica dos estimulos.
Segundo a lei do minimo estimulo (FECHNER, 1860, WEBER, 1834), os sistemas
sensoriais bioldgicos sado capazes de observar diferencas assim que algum estimulo
muda por mais de uma propor¢cdo constante de sua magnitude real. A mudanca
relativa de estimulo foi posteriormente estendida por Gustav Fechner para o que &
conhecido hoje como a lei de Weber-Fechner (LWF). Falando formalmente, a
percepcao diferencial dP é diretamente proporcional a mudanca relativa dS/S do
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estimulo fisico: dP = k.% onde S é a magnitude atual do enquanto a constante k
depende da determinacao experimental. Integracéo direta da equacao anterior leva a:

P=kinln Si onde P identifica a magnitude da percepcdo, e a constante de
0

integracdo So pode ser interpretada como limiar de estimulo (abaixo do qual nenhuma
percepcao sensorial € possivel). Valida para todos os organismos vivos, tanto animais
como vegetais, a lei de Weber-Fechner, afirma que a resposta é proporcional ndo ao
estimulo, mas para o logaritmo do estimulo, o que na prética significa que um estimulo
por menor que seja, podera ser sentido pelo organismo. A lei de Weber-Fechner tem
se mostrado promissora em estudos recentes ligados a teoria da informacao (REICHL
et al., 2010).

Se um estimulo sutil como é o caso das altas dilui¢cdes, € capaz de promover
mesmo que provisoriamente alteragdo nos organismos, uma forma de medir essas
alteracdes pode ser através das taxas de respiracéo, por estar intimamente ligadas as
caracteristicas termodinamicas dos seres vivos. Para aumentar significativamente a
guantidade de organismos que recebem estimulos, podem ser usados
microrganismos que por si s6, sdo sistemas complexos, adaptativos, consistem em
um grande numero de agentes individuais (VASCONCELLOS et al., 2015). Os
microrganismos sao de importancia agrondmica e estdo abundantemente presentes

nos solos vivos.

1.3. PADROES DA CROMATOGRAFIA CIRCULAR DE PFEIFFER EM SOLOS

A Cromatografia Circular de Pfeiffer foi desenvolvida para permitir visualizar
graficamente a saude dos solos com indicativo qualitativo para Agricultura
Biodinamica (PFEIFFER, 1984). Supbe-se que, qualquer alteracdo dos solos, seja
fisica ou biologica, tenha reflexo nos cromas e sua disposicdo. Portanto, a respiragdo
dos microrganismos do solo pode formar padrdes diferentes, se houver diferenca dos
compostos metabolizados e peso molecular (SAAVEDRA et al.,, 2018). Se os
estimulos das altas diluicdes dinamizadas podem causar alteracfes néo lineares na
respiracdo de microrganismos entdo é provavel que as consequéncias possam ser

sentidas no sistema como um todo e haveria formagédo de padrdes distintos nos
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cromatogramas circulares de Pfeiffer, devido a diferenca de subprodutos dos
microrganismos tratados e néo tratados, homeopaticamente.

A interacdo entre os fatores fisicos, quimicos e biolégicos desses sistemas
também importa, porque pode levar & producdo de padrdes de comportamento do
sistema como um todo, os quais ndo podem ser compreendidos ou mesmo preditos
com base somente no conhecimento que podemos ter dos individuos
(VASCONCELLOS et al., 2015). Dessa maneira € imprescindivel ndo nos atermos
apenas aos testes de respiracdo microbiana do solo, mas sim ter uma visao geral, e
essa € a finalidade maior dos cromatogramas circulares de Pfeiffer, neles séo
expressas as caracteristicas gerais do sistema nos aspectos quimicos, fisicos e
bioldgicos (RESTREPO & PINHEIRO, 2011).

1.4. ANALISE DE FOLHAS DE FEIJOEIRO CULTIVADAS EM SOLO TRATADO
COM ALTAS DILUICOES DINAMIZADAS.

Em geral, cultivos vegetais sao sistemas biologicos complexos com limites em
bordas ténues, normalmente estabelecidas subjetivamente (BERTALANFFY, 1977).
O feijoeiro comum é uma das principais culturas cultivadas no Brasil, além da
importancia econdmica, destaca-se pela sua relevancia na seguranca alimentar e
nutricional (BARBOSA & GONZAGA, 2012). E como a maioria das espécies de
plantas, é espacialmente fixo no solo. Logo, possiveis alteracdes no solo serdo
possivelmente refletidas no feijoeiro. De fato, alguns trabalhos demonstram que
aplicacbes homeopéticas nos solos apresentam maior efeito nas plantas do que
aplicacoes diretas na parte aérea (ANDRADE, et al 2004). ApOs a aplicacdo dos
tratamentos com altas diluicdes e seus controles, ha um rearranjo da estrutura solo-
planta, ou seja, uma auto-organizagcdo na busca da homeostase por parte do
organismo para manter o equilibrio dindmico (FINGER, 2012). A auto-organizacao
resultante, € o desenvolvimento de instabilidades em um sistema desorganizado
(termicamente caotico) seguida da estabilizacdo de estruturas coerentes em escala
macroscopica, resultante de um balanco estabelecido entre perdas dissipativas e
processos internos enquanto o sistema recebe energia e, eventualmente, massa,

proporcionada pelas fontes alimentadoras externas (VASCONCELLOS et al., 2015).
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Em 1972, o biélogo e filosofo chileno Humberto Maturana, cunhou o termo
autopoiese (auto = self, ou it-self, e poiesis ou criacdo) para dar uma definicdo de um
sistema vivo que ndo estava relacionado a caracteristicas funcionais especificas como
mobilidade, a capacidade de se reproduzir, ou metabolismo, mas exclusivamente
baseada no sistema como tal (VARELA et al., 1974). Ou seja, um sistema autopoiético
corresponde a um sistema que reage as leis da termodinamica do desequilibrio, que
se redefine constantemente e, em seu interior, se sustenta e se reproduz
(PRIGOGINE et al., 1999). Essas mudancgas séo sensiveis ao ambiente (MATURANA
& GARCIA, 1997). Dessa forma, as caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas
alteradas no solo devem refletir de algum modo na planta ou de modo mais poético —
e sabidamente, n&o inteiramente correto - um organismo ganha a vida bebendo ordem
(SCHRODINGER, 1944).

A analise de imagens captadas pelo método GDV podem representar as
mudancas nas plantas causadas pela aplicacdo no solo de preparados em altas
diluicbes dinamizadas, uma vez que se trata de um método extremamente sensivel
para verificar mudancas fisicas e quimicas (BELL et al., 2003; KOSTYUK et al., 2011).

As hipoteses propostas no trabalho de tese consistem em: (a) As altas
diluicdes dinamizadas sdo capazes de causar alteracdes nos sistemas vivos; €
possivel que altas diluicdes dinamizadas por serem vitalizantes, interventores de
sistemas organizativos estruturados, possam influir no balanco energético de sistemas
vivos com reflexos na respira¢cdo microbiana do solo e nas caracteristicas expressas
na técnica GDV; (b) A qualidade do solo pode ser medida através da cromatografia
circular de Pfeiffer altas diluicbes dinamizadas alteram qualitativamente solos, 0 uso
de algoritmos possibilita que a cromatografia Circular de Pfeiffer seja quantificada e
expresse diferencas entre tratamentos.

Portanto, o trabalho de tese aqui apresentado, teve o objetivo de verificar a
acao de preparados em altas diluicbes dinamizadas no solo e no feijoeiro através dos
métodos de respiracdo microbiana e da biofotdnica em captacdo de imagens em
plasma frio, GDV - gas discharge visualization.

O estudo a seguir apresentado esta estruturado em cinco capitulos-pesquisa:
(1) Introducéo geral ao tema (2) Individualizacédo das altas diluicdes dinamizadas de
Silicea terra 30CH e Calcarea carbonica 30CH e dos solventes Agua destilada e Alcool
etilico 30%, através da analise de imagens captadas pelo método GDV - gas
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discharge visualization em plasma frio; (3) Avaliacédo da respiracao microbiolégica dos
solos em resposta a aplicacdo de altas diluicdes dinamizadas; (4) Desenvolvimento
de métodos quantitativos com uso algoritmos para interpretacdo de imagens obtidas
pela cromatografia circular de Pfeiffer em solos; (5) Avaliacdo da acg&do das
preparacdes homeopaticas em plantas de feijoeiro, quando aplicadas em solos,

atraves de atributos morfologicos e analise de imagens GDV de plantas de feijoeiro.
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2. USO DE GDV PARA CARACTERIZAR ALTAS DILUICOES DINAMIZADAS

2.1. INTRODUCAO

A eficacia das preparagcfes em altas diluicdes dinamizadas (homeopatias) na
terapéutica homeopética tem sido, frequentemente, contestada no argumento do
efeito placebo (ENDLER, SCHULTE, 1994; SCHULTE & ENDLER, 1998, TEIXEIRA,
2014). De fato, altas diluicdes de solu¢des que ultrapassem a constante de Avogadro
(6,02 x 1023), partindo de um (1) mol do soluto, ndo mais apresentariam, acima desse
nivel, a presenca de qualquer particula do soluto (VAN WASSENHOVEN et al., 2018).
Entretanto, preparacbes em altas diluicbes dinamizadas, acima desse limiar
(constante de Avogadro), continuam demonstrar efeito bioldgico (BAUMGARTNER et
al., 2008, 2012; BONATO et al., 2009; ENDLER et al., 2010, 2011; JONAS et al., 2001;
SAHA et al.,, 2015; SUKUL et al., 1999, 2006). Isto supde haver alteracdo nas
propriedades do solvente, impregnadas de inicio pelo soluto e apds, mantidas pelo
solvente (4gua, alcool ou a mistura dos dois), nas sucessivas dinamizacdes (diluicdo
seguida de sucussédo) (HOLANDINO et al., 2017; RUIZ-VEGA et al., 2000; SUKUL et
al., 2000).

Um dos maiores desafios na pesquisa em homeopatia € evidenciar,
cientificamente, a identidade particular das preparacdes dinamizadas nas poténcias
em que métodos fisico-quimicos convencionais ndo sédo capazes de detectar a
presenca de soluto (CHIKRAMANE et al., 2010, 2012; DEMANGEAT, 2013).
Argumenta-se ainda, que o poder de cura dos preparados em altas diluicdes
dinamizadas é decorrente da reacédo dinamica do poder vital. Na obra “Ensaio sobre
um novo principio para se averiguar o poder curativo das drogas”, 1796, Hahnemann
descreve o ‘“efeito primario dos medicamentos”, promotores de alteracdes nos
diversos sistemas organicos, e o “efeito secundario do organismo” (reacdo vital
ou homeostatica), que atuaria como uma resposta neutralizadora dos distarbios
primarios promovidos pelos farmacos, na tentativa de retornar ao “equilibrio do meio
interno” (forca de conservagcdo ou homeostase) anterior a intervencao
medicamentosa (TEIXEIRA, 2006). Na agricultura o uso de altas diluicOes teve seus

primeiros usos relatados por Rudolf Steiner quando proferiu em Koberwitz, um ciclo
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de oito conferéncias sobre agricultura e os preparados biodinamicos, que séao
pulverizados sobre as plantas ou adicionados aos adubos organicos em pequenas
quantidades com o objetivo de dinamizar/estimular processos de crescimento (KOEPF
et al.,1983).

Mudancas sutis em materiais e sistemas vivos tem sido relatada pelo uso da
analise de imagens (CARDOSO et al., 2011; ZDUNEK et al., 2014). Essa abordagem
fornece informag6es do que esta ocorrendo com o conteudo analisado no momento
da visualizacdo (HENRIQUE; JORGE; RAY, 2005). Através do processamento digital
€ possivel compactar, destacar informacdes bem como buscar padrées (ALDER,
2001). Korotkov e Kovotkin (2001) e outros na Russia desenvolveram o GDV (gas
discharge visualisation) uma técnica de processamento computadorizado com
objetivo de replicar observacdes biofisicas do estado interno dos organismos e capaz
de evidenciar a alteracdes sutis de varios liquidos, incluindo altas diluicdes
dinamizadas.

O GDV consiste em fluxos de elétrons capturados da superficie de um objeto
ou material bioldgico, induzidos por pulsos de voltagem curta. Este fendmeno é
pesquisado e conhecido na fisica e na biofisica como “emissdo de fotoelétrons”
(KOSTYUK et al., 2011). As particulas excitadas, emitidas e aceleradas no campo
eletromagnético, ocorrem como avalanches eletrénicas na superficie do eletrodo de
vidro causando descarga de gas no entorno do objeto estimulado (GROZDEVA &
DIKOVA, 2018).

A descarga de moléculas causa brilho natural devido a excitacao elétrica. O
brilho entdo é medido pelo método GDV em tempo real e fornece informacdes sobre
0 objeto testado (KOROTKOQV et al., 2010; GROZDEVA & DIKOVA, 2018).

A formacédo de imagens na descarga de gas em torno de objetos de natureza
diferente iniciada por fortes campos eletromagnéticos impulsivos, também chamados
de efeito Kirlian, € conhecida ha mais de dois séculos (KOROTKQV et al., 2001).
Descobriu-se que as imagens de descarga de gas ao redor de objetos biolégicos
podem fornecer informacbes substanciais sobre o estado interno do objeto
(KOROTKOV et al., 2010). O GDV é semelhante ao usado por Vieilledent e Marc
Henry, no entanto, sua pesquisa era baseada em submeter a frequéncia de 200 e 400
Hz UV (VIEILLEDENT et al., 2014). O estudo do GDV leva sempre em consideragao
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a dimensao fractal, testes iniciais que abordaram o fendmeno, apresentaram

dimensdes fractais (Figura 3).

Figura 3 - Ramificacdes caracteristicas do GDV. Esquerda - Exemplo de
padrdo de descarga gerado por computador de cerca de 5000 etapas. A
dimensao de Hausdorff para essas estruturas acaba sendo D = 1,75 + 0,02.
Direita - corresponde a uma estrutura fractal e suas ramificagdes partindo de

um ponto de contato no centro da imagem.
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Fonte: Niemeyer et al. (1984).

Apbs a captacdo das imagens, sdo formados padrées fractais (Figura 18).
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O fluxograma a seguir trata de modo resumido a abordagem analitica do GDV
(Figura 4).
Figura 4 - Etapas da formacao das imagens GDV:

Formacao e desenvolvimento da descarga de gas especifica do

GDV.
J
N
influéncia dos processos sobre o sujeito investigado e as superficies
do portador da imagem.
J
N\
Influéncia dos processos no volume do sujeito investigado.
J

\

O processo de formacéo de uma imagem bidimensional da descarga
de gas do portador da imagem.

J

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Nos ultimos anos, houve aumento significativo do uso do GDV com emprego
em diversas areas da pesquisa, como da saude, educacéao, psicologia, medicina do
trabalho e desportiva, teste em plantas, avaliagdo de liquidos e outros materiais
(ZIBETTI, 2016). O objetivo deste trabalho foi estudar o comportamento de altas

diluicdes dinamizadas através de analise de imagens obtidas em plasma frio GDV.

2.2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em Fraiburgo/SC, nas dependéncias dos Laboratorios
de Biologia e Solos da Escola de Educacdo Béasica 25 de Maio. As altas diluicdes
foram obtidas no laboratério de Homeopatia e Saude vegetal de Lages/Epagri. Os
tratamentos utilizados foram: agua destilada (T1), alcool etilico 30% (T2), Calcarea
carbonica 30CH (T3) e Silicea terra 30CH (T4). A escolha de Silicea terra como
tratamento foi em base aos trabalhos em agricultura biodindmica, que tem seu uso
indicado, desde comeco do século XX, por Rudolf Steiner (1861-1925). Na
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biodinamica e na homeopatia para plantas, este preparado esta associado a
estruturacdo interna das plantas, desenvolvimento, qualidade nutritiva das plantas e
resisténcia as doencas (BERTALOT et al., 2010). J4 a Calcarea carbonica associa-se
aos relatos da aplicagdo em vegetais relacionados a germinacdo de sementes
desenvolvidos por Kolisko e Kolisko, na Alemanha (KOLISKO & KOLISKO, 1939). A
agua destilada foi a mesma utilizada para preparacéo do alcool etilico 30% e a alcool
etilico 30%, foi a mesma utilizada na preparacdo de Silicea terra 30CH e Calcarea
carbonica 30CH. A preparacdo das altas diluicdes dinamizadas seguiu os métodos
descritos na Farmacopeia Homeopatica Brasileira (BRASIL, 2011). Foi utilizada uma
micropipeta da marca HTL labmate® para maior precisdo no manuseio do tratamento.
Foi utilizado papel whatman n°1 com 25 mm de diametro para servir de base para
espalhamento do preparado a ser estudado. Com auxilio da micropipeta, foram
pipetadas 30ul por amostra no centro do papel. Nao foi realizada a sucusséao (10 x)
dos preparados antes do ensaio. As amostras foram pipetadas e submetidas
imediatamente a captura de imagem pelo dispositivo GDV pertencente ao laboratorio

de Homeopatia e Saude Vegetal da Epagri, Estacdo experimental Lages (Figura 5).

Figura 5 — Dispositivo GDV usado nos experimentos.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

A captacdo das imagens foi feita pelo software GDV capture® por 35
segundos, taxa 25 fps, resolugdo 720/576 pixels, cada pixel tinha comprimento
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aproximado de 0,003781317mm. Para a fragmentacédo do video foi utilizado software
imageGrab®, para as analises das imagens foi utilizado o software Scientific
laboratory®. De cada tratamento foram testadas 10 amostras e cada amostra gerou
500 imagens, totalizando 5000 imagens por tratamento e 20000 imagens analisadas
no total. Cada imagem foi testada em pelo menos 6 parametros, que foram: area,
namero de fragmentos, coeficiente de forma, entropia de isolinha e comprimento de
isolinha (explicacdes sobre isolinha podem ser encontradas nos Anexos), obtidos a
partir do programa Scientific laboratory®. As sequéncias vao de 1 a 500, sendo que
cada ponto representa a média de 10 medidas, com isso, houve maior estabilidade
nos dados, posteriormente os dados foram submetidos a analises estatisticas.

Para avaliar o comportamento ao longo do tempo, foi realizada a
fragmentacdo da sequéncia de frames do comprimento de isolinha, para isso foram
divididos em valores que foram de 0-100, 101-200, 201-300, 301-400 e 401-500.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento de agua destilada apresentou maior expansao nos primeiros
frames da andlise, com pico maximo de 51576 px?, vindo a decair rapidamente,
mostrando um padréo de declinio semelhante a meia vida, isso esta relacionado com
a estrutura diferente do liquido, diferente dos outros tratamentos, este ndo possui
alcool. Agua destilada foi o Gnico que n&o apresentava na sua composic¢do alcool
etilico. Os tratamentos compostos por &lcool etilico 30%, Calcarea carbonica 30CH e
Silicea terra 30CH tiveram um padrao semelhante. No entanto, a area alcool 30%foi
superior desde o inicio, com pico no frame 16, onde apresentou 50180 px? e no ultimo
frame analisado, frame 500 — 26622 px?. Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra
30CH obtiveram picos de éarea que corresponderam 44166 px?, 44903 px?,
respectivamente. Os tratamentos Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra 30CH,
tiveram comportamento semelhante nas emissdes do inicio (Figura 6). Uma possivel
explicacdo pode estar relacionada com a forma que as altas dinamizacbes séo
manipuladas, durante a manipulacéo ha agitacéo, trabalhos recentes constataram que
tratamentos que passaram pela sucussdo apresentaram caracteristicas fisicas
diferentes dos controles (BRASIL, 2011; DEI, 2020; RAO, 2007).
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Figura 6 - Area total dos tratamentos submetidos ao GDV. Lages, SC, 2020.

Agua destilada: y = -0,0003x3 + 0,4848x2 -

Area (pixels?) 249,22x + 56760 (R? = 0,9906).
600 Alcool etilico 30%: y = -44,951x + 50331
(R2=0,9819).

550 Calcarea carbonica 30CH: y = -49,833x +
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Fonte: Autor (2021).

O comportamento ao final das medicdes, ou seja, mais préximo ao frame 500,
demonstrou diferencas entre os tratamentos, uma explicacdo para esse fenGmeno
pode ser a sensibilidade as condicdes iniciais (BELLAVITE & SIGNORINI, 2002). O
altimo frame medido dos tratamentos obteve os seguintes valores de area em pixels:
agua destilada: 12966 px?; alcool etilico 30%: 26622 px?; Calcarea carbonica 30CH:
18008 px? e Silicea terra 30CH: 24385 px>.

A area mostrou ter forte correlagdo com o tempo e em todos os tratamentos o
coeficiente de determinacéo (R?) foi superior a 0,98. Isso se deu ao fato que cada um
dos pontos do grafico é a média de 10 medidas independentes, eliminando assim, as
oscilagdes caracteristicas do GDV.

O comportamento foi compativel com as hipotéticas estruturas de agua em
QCD-Quantum coherence domain que transportariam cargas eletrostaticas. As
técnicas que usam tais efeitos elétricos podem ser Uteis aos sistemas. As observacoes
de aumento da condutividade para amostras homeopaticas e de excesso de calor em

estudos calorimétricos, podem ser compativeis com as dos QCDs (ELIA et al., 2013).
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Os comportamentos das altas diluicbes mostradas na Figura 2, sdo compativeis com
ideias de que mesmo em numero muito diluido, o liquido em teste pode apresentar
caracteristicas diferentes do solvente puro (NAIN et al., 2015).

Uma das opg¢des que podem ser levantadas para explicar o fenémeno,
sobretudo quando se leva em relacdo apenas os tratamentos Silicea terra 30CH e
Calcarea carbonica 30CH é a formacdo de dominios de coeréncia, onde o material
testado apresentaria diferentes padrées devido ao proprio arranjo estrutural molecular,
sensivel as cargas elétricas do GDV, explicaria o porqué do decaimento (WELLS et
al., 2007). Alcool 30% apresenta padrdo semelhante as altas diluicdes no que se
refere ao decaimento, mas em termos percentuais a curva se mantém pelo menos 5%
com valores acima se comparados com as altas dilui¢des.

A menor &rea expressa na luminosidade poderia significar liquido mais
coerente e mais estavel devido a formacdo de estruturas, se compararmos o
comportamento da agua destilada como referéncia. Fica claro que a maior area, no
grafico do tratamento com Agua destilada, ndo significou maior estabilidade, houve
um declinio rapido da area que culminou em menor area apés 500 frames (Figura 6).
Em relacdo a entropia, menor entropia significa menor nimero de estados e, portanto,
um liquido mais estavel. Estados coerentes em altas diluicbes podem estar
relacionados com as ligacdes de hidrogénio (KONAR et al., 2016). Alguns estudos
preliminares sobre a entropia do sinal gerado estdo no Anexo E.

Os tratamentos Silicea terra 30CH e Calcarea carbonica 30CH tiveram
comportamento similar até a primeira metade dos frames analisados, apresentando
comportamento diferente ao longo do tempo, € possivel afirmar que nesse caso 0
tempo representado pelos frames, exerce papel importante na diferenciacédo dos
tratamentos.

As regressoes polinomiais evidenciaram forte ajuste da area em funcéo dos
frames (tempo, 24 frames por segundo), esse resultado € devido a quantidade de
amostras testadas, que resolve em parte problemas de ruidos relatados (BELL et al.,
2003).

Ressalta-se a robustez do método ao longo do tempo, se considerados
apenas os 200 primeiros frames, nao haveria diferenca visivel nos tratamentos alcool

etilico 30%, Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra 30CH (Figura 7).
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Figura 7 - Coeficiente de forma das altas diluicbes. Lages, SC, 2020.

coeficiente Coeficiente de forma
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500000
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400000
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300000
250000
200000
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
; _ frames
* Agua des’tlllada . Agua destilada [(y = 0,0035x% - 3,6613x% +
*  Alcool etilico 30% 1315,2x + 373638) (R = 0,4185)].
X Calcarea carbonica 30CH Alcool etilico 30% [(y = 0,0021x3 - 1,7184x2 +
+  Silicea terra 30CH 788,58x + 308861) (R? = 0,6831)].
Polinomial (Agua destilada) Calcarea carbonica 30CH [(y = -0,0056x® +

3,8206x2 - 256,1x + 3572180(R2 = 0,6357)].
Silicea terra 30CH [(y = 0,0011x3 - 0,6063x? +
409,78x + 337789) (R? = 0,6429)].

«= = Polinomial (Alcool etilico 30%)
— - — Polinomial (Calcarea carbonica 30CH)
+++++++ Polinomial (Silicea terra 30CH)

Fonte, préprio autor.

O tratamento com Agua destilada, apresentou maior comprimento de isolinha
- 33525 px - se comparados aos demais tratamentos, Alcool etilico 30%: 15785 px;
Calcarea carbonica 30CH: 19587 px e Silicea terra 30CH: 18948 px. E evidente a
diferenca entre o comportamento da agua destilada se comparada aos demais
tratamentos (Figura 8). O comprimento da isolinha é um parametro importante que
realca a capacidade que o uso do GDV possui em diferenciar caracteristicas fisicas
dos liquidos, a resposta do material testado ao GDV é expressa em termos de

comprimento e variagdo da isolinha (BELL et al., 2003).

45



Figura 8 - Comprimento da isolinha. Lages, SC, 2020.
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carbonica 30CH) R?=0,1728
— — =Polinomial (Silicea y = 2E-06x3 - 0,0074x2 + 7,3595x + 19818
terra 30CH) R?=0,3615

Fonte: o préprio autor.

A fragmentacdo da sequéncia de frames do comprimento de isolinha,
divididas em valores que foram de 0-100, 101-200, 201-300, 301-400 e 401-500.
Quando observado os valores de 0 a 100, percebe-se que existem diferencas entre
os tratamentos, o tratamento composto apenas por agua destilada apresentou os
maiores valores, 3290,63px, enquanto que Silicea terra 3S0CH apresentou os menores
valores, 2026,17px (Tabela 1).
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Os tratamentos apresentaram comportamento diverso desde o inicio, para o
tratamento com agua destilada, a diferenciacéo € significativa dos demais tratamentos
desde o primeiro segmento de frames, 0-100 até o ultimo segmento analisado 401-
500, entretanto, dos frames 301 a 500, houve comportamento similar entre as altas
diluicdes. Uma caracteristica importante que deve ser levada em consideracéo ao se
trabalhar com GDV, € que seu uso em liquidos em poucos frames e poucas amostras
€ passivel de erros de estimativa, 0 comportamento € alterado conforme a analise é
performada, isto se deve as descargas que ocorrem e vao destruindo a estrutura inicial
do liquido testado (Tabela 1).

Tabela 1 - Fragmentacao da sequéncia de frames do comprimento de isolinha a
partir dos dados apresentados na Figura 8. Lages, SC, 2020

Frames
Tratamentos 0-100 101-200 201-300 301-400 401-500
Agua destilada 3290,63 a 3050,73 a 291557 a 3054,71 a 3131,99 a

Alcool etilico 30% 2113,27 b 2336,71 b 2408,11 b 2450,31 b 2508,18 b

Calcarea
carbonica 30CH

Silicea terra 30CH 2026,17 c 2055,68 d 2131,05 d 2161,39 ¢ 2176,76 c

2107,49 b 2143,90 c 2202,34 c 2202,40 c 2183,41 c

Ccv 11,387 16,220 16,661 16,892 18,662

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Bonferroni (p<0,05).
Fonte: Producéo do préprio autor, 2020.

Os preparados de Silicea terra 30CH e Calcarea carbonica 30CH mostram
grande afinidade ao longo do tempo, isso pode ser devido ao processo de
manipulacdo farmacotécnica que passam ser semelhante, isso qualificaria
sensibilidade as condi¢des iniciais e poderia ser descrito como pontos de bifurcacéo,
uma “quebra de simetria” relativamente a evolucao linear do sistema previsivel a partir
de uma condicao inicial (PRIGOGINE & STENGERS,1984).

Outros métodos, como por exemplo o uso da espectroscopia UV, foram
capazes de captar diferencas estatisticamente significativas para A. napellus, Sulphur
e A. mellifica. Além disso, a absorbancia dentro dos niveis de diluicdo foi comparada
entre os varios materiais de partida. Diferencas estatisticamente significativas foram
encontradas entre as diluicbes 30CH, 200CH e 200CF (KLEIN & WOLF, 2016).

SKARJA et al (1998) compararam imagens de descarga de gas em torno de

gotas de solucbes de agua de varios sais ndo organicos usando o metodo tradicional
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de fotografia de descarga de gas, varios parametros numericos caracterizando a
descarga de gas em torno das gotas de solucéo, que em particular correspondem ao
tamanho e forma de serpentinas separadas. Usando esses parametros, eles foram
capazes de demonstrar diferengas quantitativas essenciais entre imagens de
descarga de gas em torno de gotas de solucbes de diferentes sais em diferentes
concentracdes. A analise de imagens captadas pelo método GDV fornece um método
de verificar as propriedades de remédios homeopaticos e distingui-los dos controles
com solventes (BELL et al., 2003).

As altas diluicdes testadas, Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra 30CH
mostraram caracteristicas iniciais parecidas, isso pode ser devido ao processo de
manipulacdo dessas altas diluicbes que segue protocolos padronizados pela
Farmacopeia Homeopatica Brasileira (BRASIL, 2011).
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2.4, CONCLUSAO

Houve diferenca significativa entre o comportamento da Agua destilada e os
demais tratamentos. Isso por si s6, demonstra que o método GDV apresenta alta
sensibilidade para detectar diferencas entre preparados em altas diluicdes
dinamizadas. A juncéo de fatores, pode contribuir para diferenciar os tratamentos

O ensaio conduzido pela destruicdo do liquido em andlise demonstrou ser
metodologia eficaz, sobretudo para observar o comportamento de decaimento dos
liquidos analisados.

As altas diluicbes dinamizadas de Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra
30CH mostraram caracteristicas iniciais parecidas.

A repeticdo das medidas mostrou-se eficaz para atenuar as variagdes nao
lineares que o GDV apresenta em amostras unicas.

O método GDV pode contribuir para diferenciar altas diluicdes dinamizadas
dos solventes, motivo de desconfianga por grande parte dos pesquisadores quando
as diluicdes excedem o numero de Avogadro. A metodologia mostrou-se compativel
com QCD, abordagem bastante tedrica, mas que tem obtido éxito na explicacdo de
varios fendbmenos, inclusive bioldgicos.

S&80 necessarios varios ensaios para melhorar e validar metodologias
envolvendo GDV, aspectos como um grande numero de amostras e captacdo de
imagens por maior tempo mostraram-se importantes na diferenciacéo e estudo do

comportamento dos liquidos testados.
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3. AVALIACAO DAS ALTAS DILUICOES NA RESPIRACAO MICROBIANA
DO SOLO

3.1. INTRODUCAO

A saude e qualidade do solo pode ser estimada através de caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas com uso de indicadores que reflitam o desenvolvimento
da planta no seu todo integral de modo a completar o ciclo vegetativo-reprodutivo
similarmente ao da sua espécie (HEGER; IMFELD; MITCHELL, 2012; CHERUBIN et
al., 2015). E sabido que o carbono estocado no solo é duas ou trés vezes maior que
o liberado na atmosfera (COELHO, 2005). A presenca da matéria organica €
indispensavel para a bioestrutura, produtividade e manutencdo da vida no solo
(PRIMAVESI, 1982). Um dos atributos que pode inferir sobre a qualidade do solo
nesses sistemas € a atividade microbiana, mensurada pela avaliagcdo do COz liberado
em funcéo das atividades metabdlicas de oxidagdo da matéria organica (DIONISIO et
al., 2016; MEDEIROS et al., 2019). O CO2 produzido no solo é liberado para a
atmosfera, contribuindo com cerca de 50% do carbono que compdem a respiracéo
total do ecossistema (DA SILVA et al., 2017).

A taxa de respiracdo microbiana do solo, também denominada de respiracéo
basal, tem demonstrado ser mais sensivel do que indicadores fisicos e quimicos para
detectar perturbacées diversas nos solos (CARDOSO et al., 2009; STOCKER et al.,
2017; ZHOU et al., 2020). Por exemplo, o fluxo de nutrientes pode alterar
negativamente as taxas de respiracao microbiana do solo (KASCHUK et al., 2011). A
adicdo de matéria organica causa mudancas nas taxas de respiracdo microbiana do
solo devido ao crescimento rapido e maior mineralizacdo realizada pelos
microrganismos (PRIMAVESI, 1982). A evolucdo do CO2 de um solo é, portanto,
medida da atividade biol6gica total do solo (ANDERSON, 1982).

Dada a sensibilidade da analise de respiracdo microbiana (respiracédo basal),
a mesma tem o potencial de responder a intervencdes sutis, como aplicacdo das altas
diluicbes dinamizadas. A acdo em microrganismos foi reportada por Trebbi et al.
(2016), os quais concluiram que altas diluicdes de arsénico inibiram a germinacao de
esporos in vitro de A. brassicicola. As altas diluicdes dinamizadas estédo

regulamentadas para uso na producdo organica no Brasil e tém apresentado
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excelentes resultados com seu uso na agricultura (ANDRADE & CASALI, 2011;
BRASIL, 2014; CAMPOS & PEDROSO, 2020; DOMINGUES et al., 2019, KAVIRAJ,
2015). Altas diluicbes dinamizadas produzem respostas nao lineares em organismos
vivos, onde qualitativamente, as entradas sdo desproporcionais as saidas, na
agricultura isso pode ser refletido em maior produtividade (BELL et al., 2002;
BELLAVITE et al., 2014; DOMINGUES et al., 2019, OLIVEIRA et al., 2020a). A taxa
de respiracdo, como variavel de resposta sensivel a perturbacbes diversas, pode
refletir a acao das altas diluicdes dinamizadas nos microrganismos do solo. O objetivo
deste trabalho foi avaliar variacdes na respiracdo microbiana do solo com a finalidade

de verificar as alteracGes decorrentes da aplicacao de altas diluicbes dinamizadas.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Local, altas diluicdes e plano experimental

O experimento foi conduzido em Fraiburgo/SC, nas dependéncias do
Laboratério de Biologia e de Solos da Escola de Educacéo Basica 25 de Maio. As
amostras de solo foram obtidas em area de APP (area de preservacao permanente),
tomou-se cuidado para coletar solo ndo antropizado para que houvesse diversidade
de microrganismos. Foram coletados cerca de 65 kg de solo da camada superficial
que corresponde a uma profundidade maxima aproximada de 15 cm, em seguida o
solo foi espalhado para que se pudesse retirar pedras e raizes, o solo restante foi
homogeneizado e entdo passado por peneiras de 10 mm e na sequencia por peneiras
de 5 mm, para que as amostras de solo tivessem homogeneidade granulométrica.
Foram entdo separados em 4 cubas com 15 kg cada, conforme Figura 9.

As altas diluicdes dinamizadas foram obtidas no Laboratério de Homeopatia
e Saude Vegetal de Lages/Epagri. Os tratamentos foram: agua destilada (T1), alcool
etilico 30%(T2), Calcarea carbonica 30CH (T3) e Silicea terra 30CH (T4). A agua
destilada foi a mesma utilizada para todos os tratamentos. A preparacéo das altas
diluicbes dinamizadas seguiu 0s meétodos descritos na Farmacopéia Homeopatica
Brasileira (BRASIL, 2011).
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Figura 9 - Homogeneizacao do solo. Fraiburgo, SC, 2021.

¥ s el =

: g ./"4#
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Com auxilio de pulverizador manual Tramontina® de 2 litros, foram
pulverizados 500 mL do respectivo tratamento no solo presente nas cubas, desses
500 mL, o conteudo foi estimado pela capacidade de campo e determinacdo da
umidade de 5 amostras do solo coletado, 5mL eram do tratamento e o restante era
agua destilada, o tratamento foi realizado antes da separacdo em parcelas, descrita
adiante. Os 5ml foram medidos com auxilio de pipeta de 10ml. Enquanto era
pulverizado, o conteldo de solo era virado para maior homogeneidade dos
tratamentos. Apos o tratamento, foram pesados 1kg de solo por vaso (parcela) e 15
vasos por tratamento, constituindo-se nas repeticées. Cada vaso (repeticéo) recebeu
um numero de 1 a 4 que representava os tratamentos, seguido por outro niamero de
1 a 15, dos quais os vasos de 1 a 10 foram utilizados para os testes de respiragédo, 0s
vasos de 11 a 15 receberam os mesmos tratamentos e serviram como reservas caso
houvesse problemas com algum dos tratamentos.

Delineamento em Blocos Casualizados com 15 repeti¢cdes, sendo 1 vaso por
parcela com 1 kg de solo. A ordem que cada vaso assumia da esquerda para a direita,
foi feita por sorteio. Cada vaso (parcela) deu origem a duas amostras para
determinacdo das taxas de respiracdo da primeira fase, realizada no periodo de
09/04/2020 — 17/04/2020. Apoés os tratamentos os vasos foram pesados para 0 peso
servir de referéncia para a segunda (28/04/2020 — 06/05/2020) e terceira (16/05/2020
— 24/05/2020) aplicacdo dos tratamentos. Foram pesados 20 g de solo umido em
campo em dois tubos de centrifugacédo por amostra de solo conforme SCHINNER et

al (2012). Cada medida de respiracdo foi avaliada independentemente, portanto,
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foram realizadas 20 medidas de respiracdo por tratamento. As amostras foram
incubadas por 24 horas e foram iniciadas as determinagcdes em temperatura ambiente.

O experimento foi tratado por mais duas vezes com as altas diluicbes, onde
se preservou 0 mesmo delineamento experimental e o solo n&o foi revolvido
novamente, isso para simular um ambiente agricola, onde numa primeira intervencao
foi feito revolvimento no solo e posteriormente apenas tratamento. Na segunda e na
terceira aplicacdo das altas diluicdes do experimento, ndo houve alteracdo nos
tratamentos no que se refere as mudancas de blocos, ordem de vasos, etc. No
entanto, novas amostras para determinacdo da respiracéo foram feitas.

Para as novas aplicacdes das altas diluicdes, foi levada em consideracdo a
umidade evaporada durante o periodo, que foi obtida pelo peso atual menos o peso
apos a primeira aplicagdo. O valor de 20 ml foi definido antes da segunda fase dos
tratamentos, pelo peso médio evaporado de 10 vasos e convencionou tratar da
segunda e terceira vez com a mesma dosagem. Dos 20 ml de cada tratamento, 18 ml
eram de 4gua destilada e 2 ml dos tratamentos (a concentracao foi diferente para que
ndo ficasse muito aguém dos 5 ml do primeiro tratamento). Foram gotejados 20 ml
dos tratamentos sobre a superficie dos vasos e apds 30 minutos realizada nova coleta
de material para respiracdo. A espera foi estimada para que o conteudo aplicado

pudesse penetrar no solo.

3.2.2. Determinagéo da respiragdo microbiana do solo

A respiracdo microbiana do solo por Titulagdo seguiu o principio enunciado por
SCHINNER et al. (2012):

e As amostras de solo foram incubadas em recipiente fechado, onde o COz2
produzido € absorvido em hidroxido de sddio e quantificado por titulacéo
(JAGGI, 1976).

Os materiais e equipamentos necessarios foram:

e Frasco reagente (250 ml) com tampa de rosca e anel de vazamento.

e Tubos de centrifuga ou tubos de ensaio (polipropileno, diametro externo
29mm, comprimento 105mm), onde foram feitos pequenos furos nos tubos
para permitir as trocas de gasosas (Figura 7). Ao invés de tubos, pode-se

também inserir sacos de nylon de malha fina nas garrafas. Os ensaios
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preliminares foram realizados com sacos de nylon, os resultados foram
semelhantes, mas 0 manuseio das amostras deixou muito a desejar, sendo
gque toda a metodologia relatada neste trabalho foi feita com tubos
centrifugas (Figura 10).

Figura 10- Garrafas de incubacéo para determinacéo da respiracao do solo (método
de laboratério). (A) frasco reagente (250 ml); (B) Tampa de rosca; (C) anel de
vazamento; (D) arruela; (E) tubo de centrifugacédo; (F) abertura para troca de gas;

(G) Solo; (H) solucdo com NaOH; (1) fio de nylon; (J) saco de malha fina de nylon.

Fonte: Schinner et al. (2012).

Sobre a parte quimica foram necessarios 0s reagentes quimicos:
e Solucéo de hidroxido de sédio (0,05M);
e Acido cloridrico diluido (0,1M);
e Solucéo de cloreto de bario (0,5M) — para o preparo dessa solucdo foram
dissolvidos 10,4 g de BaCl: em agua destilada e o volume ajustado para
100 mL com &gua destilada em um baldo volumétrico, procedimento
realizado nas dependéncias do laboratério de analises quimicas da Epagri/
Estacédo Experimental de Lages.
e solucédo indicadora de fenolftaleina (BAYER, 1871) para determinacéo do
CO2 dissolvido — foram dissolvidos 0,1 g de fenolftaleina em etanol (60%
v/v), e se fez 0 aumento do volume para 100 mL com etanol em um bal&o
volumeétrico.
Com uso de dispensador foram colocados 20 mL de solucdo de hidroxido de
sédio nos frascos do laboratério e inseridos os tubos nos frascos (Figura 11). Apos 24
horas de incubacéo foi realizada a titulagao, processo que foi realizado por 9 dias. Os

tubos eram removidos e eram adicionados 2 mL de solugdo de cloreto de bério para
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precipitar o CO2 absorvido como carbonato de bario. Logo apés foram adicionadas 3-
4 gotas da solucao indicadora e titulado o hidréxido de sédio remanescente com HCI
diluido. Na titulagdo tomou-se o cuidado de retirar duas amostras sem solo contendo
apenas a solugéo aquosa de NaOH 0,05M, para que fosse calibrada a titulag&o.

Figura 11 - Material a ser incubado. Fraiburgo, SC, 2020.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

3.2.3. Métodos de medicdao avaliacao
O célculo é dado através da equacdo:

(€C-S)2.2:100 _ R _1
s rdm =mgC0, g~ -dm.24h

C - Volume médio de HCI consumido pelos controles (mL)

S - Volume médio de HCI consumido pelas amostras (mL)

2.2 - Fator de conversao (1 mL de 0,1 M de HCI corresponde a 2,2 mg de
CO2)

SW - Peso inicial do solo (g) -1 dm - fator para matéria seca do solo.

Os dados foram tabulados e analisados utilizando o software R Core Team
(2020). Para os resultados foi aplicado o teste de ANOVA para medidas repetidas. O
teste de esfericidade de Mauchly foi aplicado, e quando violado, as correcées técnicas

necessarias foram feitas usando o teste de Greenhouse-Geisser. Sempre que o teste
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F indicou significancia estatistica, a analise foi complementada por meio do teste de
comparacao multipla de Bonferroni, que apresenta taxas mais baixas de erro do tipo |
e € adequado para comparacdes multiplas (GIRARDI, CARGNELUTTI, STORCK,
2009). Foi realizado o teste de Esfericidade de Mauchly para testar a propriedade de
simetria composta, que implica na condicdo de que a variavel aleatoria seja
igualmente correlacionada e tenha variancias iguais considerando as trés analises. O

limite de significancia estatistica foi fixado em 5% (P<0,05).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de Esfericidade de Mauchly foi aplicado para os trés testes realizados
(Tabela 2).

Tabela 2- Valores obtidos do Teste de Esfericidade de Mauchly nas analises de

respiracao
Medidas de respiracao critério de Mauchly Qui-Quadrado (x?) Pr >x2
09/04/2020 — 17/04/2020 0,001 949,497 <0,001*
28/04/2020 — 06/05/2020 0,004 411,513 <0,001
16/05/2020 — 24/05/2020 0,003 436,334 <0,001

*Valores menores que 0,05 sdo significativos.

Os resultados para as amostras de respiracdo, demonstram que a condi¢ao
de esfericidade foi violada, isto é, a hipétese de que a distribuicdo dos dados seja
normal com variaveis independentes nao-correlacionadas e com variancias
constantes nas trés coletas néo foi aceita, indicando que a analise da variancia usando
medidas repetidas deva ser aplicada nessa situacdo. Se a condicdo de esfericidade
fosse aceita, a analise de variancia deveria ser através do delineamento em blocos
inteiramente casualizado arranjado em parcelas subdivididas. Assim, os efeitos foram
analisados por meio de Greenhouse-Geisser, o qual ndo assume esfericidade.

Assumindo que as comparacdes entre os dias e entre os dias e o0s tratamentos
deram significativas pelo teste Greenhouse-Geisser (p <0,001) e o efeito entre as
amostras em relacdo aos tratamentos sem levar em conta os dias, também foi
significativo (p <0,001), foi necesséario fazer os desdobramentos.

Segundo Vargas e Scholles (2000), os microrganismos sdo muito sensiveis,

no primeiro dia de avaliagbes das taxas de respiracdo, houveram diferencas entre
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todos os tratamentos, o tratamento composto por agua destilada apresentou a menor
taxa de respiracédo, com 16,42 mgC0, - g~ 1dm.24h™1, ja &lcool etilico 30% apresentou
40,24 mgCO0,-gldm.24h™1, os tratamentos com altas diluicdes dinamizadas
apresentaram o0s maiores valores, 50,29 mgCO0, g 'dm.24h™! para Calcarea
carbonica 30CH e 55,09 mgCO0, - g~1dm.24h~! para o tratamento Silicea terra 30CH
(Tabela 3), essa reacdo é conhecida como agravagdo, comum em organismos Vivos
gue sao tratados com altas diluicdes dinamizadas (VITHOULKAS, 2017).

Do segundo dia até o sexto dia, houve diminuicdo das diferencas das taxas
entre os tratamentos, sendo que no sétimo e oitavo dia, ndo apresentaram diferencas
entre as altas diluigcdes e os controles. O nono dia apresentou novamente diferengas
significativas, onde as altas diluicdes dinamizadas tiveram valores superiores aos
controles agua destilada (3,18 mgCO0, - g~'dm.24h™1) e &lcool etilico 30% (3,22
mgCO0, - g~tdm.24h™1), Calcarea carbonica 30CH apresentou valores de
5,01 mgCO0, - g~tdm.24h™1 e Silicea terra 4,76 mgC0, - g~'dm.24h™1, isso indica

mudancas que persistiram ao longo do tempo (Tabela 3).

Tabela 3 - Atividade microbiana do solo, expressa em taxa de respiracao (mgCo, -
g~ tdm.24h™1). Periodo correspondente ao periodo 09/04/2020 a 17/04/2020.
Fraiburgo, SC, 2021.

Tratamentos e taxas de respiracdo (mgC0, - g~1dm.24h™1)

Calcarea carbonica

Periodo Agua destilada  Alcool etilico 30% 30CH Silicea terra 30CH
1° dia 16,42 + 124 d 40,24 + 1389 ¢ 50,29 £ 893 b 55,09 + 2,09 a
2° dia 468 + 157 ab 3,12 £+ 108 bc 386 + 1,18 abc 4,06 * 1,57 abc
3° dia 3,36 £+ 152 a 1,80 + 082 b 248 £ 056 b 239 + 046 b
4° dia 387 £ 192 b 6,95 + 1,78 a 6,95 + 1,85 a 490 + 1,19 b
50 dia 1,86 + 0,93 b 299 + 133 a 344 + 1,11 a 201 + 0,78 b
6° dia 405 £ 265 b 853 + 2,72 a 8,65 + 2,58 a 540 + 191 b
7° dia 428 £+ 2,56 324 + 091 n 344 = 1,72 ™ 3,11 + 167 ™
8° dia 3,74 + 1,66 ns 340 £+ 096 488 = 290 m 420 + 2,06 s
9° dia 3,18 £+ 1,73 b 322 + 119 b 501 + 1,81 a 4,76 + 2,19 a

Médias e erro padrdao seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de

Bonferroni (p>0,05); CH: ordem de diluicdo centesimal hahnemanniana; Fonte: Producdo do préprio
autor, 2021.
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No primeiro dia de avaliacdes da segunda fase, houve aumento significativo
das taxas de respiracdo. Nao houveram diferencas significativas entre as altas
diluicOes testadas, Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra 30CH, os valores foram
de 76,94 mgCo0, - g~'dm.24h 1 e 75,21 mgCO0, - g~*dm.24h™1, sendo superiores aos
tratamentos testemunhas; Agua destilada e Alcool apresentou o 66,0 mgCO, -
g~ 'dm.24h~! e Agua destilada 34,40 mgC0, - g~*dm. 24h™t, novamente o periodo de
24 horas apo0s os tratamentos, foi importante para que houvesse diferencas (Tabela
4). E evidente a ac¢&o apenas do alcool no aumento da respiracgéo basal, no entanto,
as altas diluicdes incrementam a respiragdo no periodo de 24 horas, até 16,5% em
relacdo ao alcool 30%, controle que mais se aproxima das altas dilui¢cdes.

O tempo de incubacgéo necessario para atingir uma respiracdo basal constante
depende do contetdo de compostos de C facilmente degradaveis nos solos. Se os
solos foram armazenados por alguns dias em temperatura ambiente antes da analise,
a respiracéo basal sera linear apés 10-15h e em alguns casos 1-2 dias (SCHINNER
et al., 2012). Isso pode explicar o porqué da estabilizacdo das taxas ap0s 0s primeiros
2 dias.

O segundo dia apresentou diferencgas entre todos os tratamentos, no entanto,
os valores foram menores que 0s apresentados no primeiro dia da segunda fase de
testes, isso indica que a acdo mais efetiva nas taxas de respiracdo ocorre nas
primeiras 24 horas apos os tratamentos. No quarto dia se destacou o tratamento com
alcool etilico 30% que apresentou 9,41 mgCO, - g~*dm.24h™1. Ja no sétimo dia,
novamente Silicea terra 30CH apresentou maior taxa de respiracdo. Em geral a
variacdo durante os dias, apresentou os melhores valores nos primeiros dois ou trés
dias (Tabela 4).
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Tabela 4 - Atividade microbiana dos solos, expressa em taxa de respiracao (mgCo, -
g~ tdm.24h™1). Periodo correspondente ao periodo de 28/04/2020 a 06/05/2020.
Fraiburgo, SC, 2021.

Tratamentos e taxas de respiracdo (mgC0, - g~ tdm.24h™1)
Calcarea carbonica.

Periodo Agua destilada Alcool etilico 30% 30CH Silicea terra 30CH
1° dia 3440 £ 2,71 ¢ 66,01 + 349 b 76,94 £ 162 a 75,21 £ 2,28 a
2° dia 13,05 + 1,30 d 14,11 = 1,27 c 15,00 £+ 054 b 16,29 + 0,67 a
3° dia 4,34 + 0,61 " 3,66 £+ 0,33 ™ 4,27 £ 1,03 ns 3,79 £ 1,24 ns
4° dia 6,63 + 0,77 c 9,41 + 1,09 a 782 £ 0,78 b 7,14 + 0,61 bc
50 dia 830 £ 1,12 b 787 + 1,09 bc 1080 £ 2,07 a 6,96 =+ 0,75 c
6° dia 721 + 0,87 b 8,48 + 0,81 a 8,80 + 0,80 a 749 + 058 b
7° dia 541 £+ 054 b 557 £+ 0,39 b 580 + 0,66 b 6,92 + 1,08 a
8° dia 570 + 0,38 s 577 = 0,34 590 + 0,67 ™ 6,22 = 0,92 s
9° dia 791 * 197 cd 9,98 = 3,18 bcd 10,86 * 1,41 abc 12,37 + 3,15 ab

Médias + erro padrdo seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de
Bonferroni (p>0,05); CH: ordem de diluicdo centesimal hahnemanniana; Fonte: Producdo do préprio
autor, 2021.

No primeiro dia de avaliagOes da terceira fase, houve aumento significativo
das taxas de respiracao, assim como nas duas fases anteriores (Tabela 3 e Tabela
4), as primeiras observagbes foram de maior valia, por apresentarem valores
significativamente diferentes nas trés vezes que foram aplicadas as altas dilui¢des.
No periodo que compreendeu os dias 16/05/2020 até 24/05/2020, podem ser
destacados o primeiro e segundo dia, nos quais os tratamentos Calcarea carbonica
30CH e Silicea terra 30CH apresentaram taxas de respiracao significativamente
maiores em relacdo aos controles. No primeiro dia da terceira fase, Calcarea
carbonica 30CH - 64,47 mgCO, - g 1dm.24h™!, Silicea terra 30CH - 65,52 mgCO0, -
g~ tdm.24h™1, Alcool etilico 30% 54,27 mgCO0, - g~'dm.24h! e 4gua destilada 29,49
mgCO0, - g~1dm.24h~1. Pode-se afirmar que o tratamento composto apenas por alcool
etilico 30%, apresenta diferenca significativa quando comparado com agua destilada
apenas, significa que parte do efeito atribuido as taxas de respiracdo se devem ao
alcool presente no tratamento. No entanto, ainda assim, as altas diluicbes apresentam
valores diferentes nos dois primeiros dias de tratamento, o resultado em si, é prova
que a dispensacao para uso na agricultura deve ser menor que alcool 30%. Importante
ressaltar que alcool 30% se refere ao preparado, a diluicdo aplicada foi 1% e

posteriormente 10% (10% visando ndo aumentar a umidade, recomenda-se 1%), no
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presente estudo, optou-se por usar essa porcentagem pela longevidade conferida ao
preparado (BRASIL, 2014). No oitavo dia Silicea terra 30CH apresentou valor
significativamente maior aos demais tratamentos, 8,50 mgCO0, - g~'dm.24h™!(Tabela
5).

Tabela 5 - Atividade microbiana dos solos, expressa em taxa de respiracao (mgCo, -
g~tdm.24h™1). Periodo correspondente ao periodo de 16/05/2020 a 24/05/2020.
Fraiburgo, SC, 2021.

Tratamentos e taxas de respiracdo (mgC0, - g~1dm.24h™1)
Agua destilada+ Calcarea carbonica

Periodo Agua destilada Alcool 30% 30CH Silicea terra 30CH
1° dia 29,49 + 184 ¢ 54,27 + 667 b 64,47 + 486 a 6552 + 1,37 a
20 dia 1467 + 0,88 b 1456 + 0,58 b 1556 + 0,83 a 16,03 + 0,51 a
3° dia 12,03 + 1,11 a 1048 = 0,77 b 11,73 + 050 a 11,41 + 0,31 a
4° dia 1253 + 1,28 ™ 1331 + 1,92 " 13,42 + 2,05 " 1255 + 155 ns
5° dia 11,20 + 0,79 ™ 1160 + 1,26 " 11,49 + 092 " 11,29 + 0,58 ™™
6° dia 10,62 + 3,69 bc 12,85 + 4,26 abc 14,33 + 4,26 ab 12,49 + 2,67 abc
7° dia 9,89 + 250 bc 11,52 + 1,13 abc 12,18 + 1,11 ab 10,45 + 3,08 abc
8° dia 7,17 + 0,69 b 727 £ 0,72 b 6,99 + 2,04 b 850 + 1,11 a
9° dia 6,20 £+ 1,37 s 7,02 £+ 1,96 s 6,24 + 2,00 ms 7,28 + 2,58

Médias + erro padrdo seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de
Bonferroni (p>0,05); CH: ordem de diluicdo centesimal hahnemanniana; Fonte: Producédo do proprio
autor, 2021.

Nesse estudo, observou-se um aumento subito na taxa de respiragdo no
primeiro dia apos tratamento do solo em relacéo as testemunhas. Isto pode inferir uma
reatividade imediata em resposta aos tratamentos, de modo semelhante ao fendmeno
de reatividade no ser humano e animais, identificado como efeito secundario. O efeito
secundério ocorre como resposta a acao dos remédios sobre o organismo (efeito
primario). 1sso ocorre em organismos sensiveis aos preparados homeopaticos. E
podemos inferir que os microrganismos dos solos foram sensiveis a acado dos
preparados, com reflexos temporérios na respiracédo do solo, o que demonstra poder
de cura, reorganizacéo da flora microbiana (BOFF, 2009).

A ideia conhecida como agravacao na homeopatia consiste na alteracao de
sinais vitais diversos nos primeiros momentos apos a ingestdo do medicamento, esse
fendmeno parece nao ser exclusivo dos mamiferos e demais animais, os resultados

do primeiro dia de avaliagbes apds os tratamentos contidos nas tabelas 3, 4 e 5
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apontam gue esse tipo de fenbmeno pode ocorrer também em microrganismos. A
agravacao é pouco estudada em trabalhos que visam criticar os efeitos advindos do
uso da homeopatia (VITHOULKAS, 2017).

Durante a determinagdo da respiracdo basal em laboratério foi observado
aumento na producgéo de CO2 durante as primeiras horas. Isso se deve a um aumento
na disponibilidade de nutrientes apds a mistura, bem como a um rapido ajuste do
equilibrio entre o CO2 gasoso e dissolvido (SCHINNER et al., 2012). Isso ocorreu nas
trés fases do experimento realizado em 09/04/2020 — 17/04/2020, 28/04/2020 —
06/05/2020 e 16/05/2020 — 24/05/2020 respectivamente. A relacdo entre a atividade
microbiana e a umidade do meio também é um fato relevante e tem sido mostrada em
varios trabalhos (BARROS et al., 1995; PRADO & AIROLDI, 1999, PENA et al., 2005).
Portanto, taxas de respiracao superiores eram esperadas nas primeiras avaliagoes.

Em solos florestais com grande fracdo de serapilheira, essa linearidade néo
pode ser alcancada mesmo apds longos periodos de incubacdo. Com solos araveis
biologicamente menos ativos, niveis com alta sensibilidade sdo adequados para
determinar uma respiracao linear (SCHINNER et al., 2012). Dada a origem do solo de

Nosso experimento pode-se observar que ndo houve linearidade durante os dias.
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3.4. CONCLUSAO

Foi possivel evidenciar que os tratamentos Silicea terra 30CH e Calcarea
carbonica 30CH apresentam comportamento diferente dos controles Agua destilada e
Alcool etilico 30%.

Foi essencial a repeticdo dos experimentos para observar o efeito das altas
diluicbes, sobretudo nas primeiras 24 horas. Os resultados apd6s 24 horas dos
tratamentos foram os mais expressivos, diferindo estatisticamente dos controles.
Nota-se que Agua destilada foi o tratamento que produziu menor taxa de respiracao.
O alcool presente nos demais tratamentos pode explicar parte dos resultados,
entretanto, picos de respiragdo com as altas diluicbes notados nas primeiras
avaliacdes e em alguns momentos sugerem haver efeito significativo dos tratamentos
Silicea terra 30CH e Calcarea carbonica 30CH.

Nas trés fases do experimento, houve diferencas nas taxas de CO2 gerado
também ao longo dos 9 dias de experimento, cujo efeito foi significativamente menor.

O protocolo para proximos experimentos envolvendo altas diluicdes e solo
pode ser restrito a incubacao por 2 ou 3 dias, levando em consideragcao que passados

3 dias, os resultados tendem a nao ser representativos do estimulo dos tratamentos.
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4. CROMATOGRAFIA CIRCULAR DE PFEIFFER EM SOLO TRATADOS COM
ALTAS DILUICOES

4.1. INTRODUCAO

O potencial produtivo de um solo pode ser estimado por indicadores de
propriedades, processos ou caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas que possam
refletir seu nivel de suporte no cultivo e desenvolvimento de plantas (HEGER,;
IMFELD; MITCHELL, 2012). Entretanto, Ehrenfried Pfeiffer (1899-1961), ao propor a
cromatografia circular dos solos, argumentava que a fertilidade de um solo é seu
proprio vitalismo e métodos adequados para estimar o nivel de organizacéo séo os de
maior fidelidade para refletir o estado de saude e sua adequacgao aos cultivos vegetais
com nos quais se pretende realizar (PFEIFFER, 1984). A cromatografia circular foi,
inicialmente, usada em andlises quimicas, com ela foi possivel separar 16
aminoacidos (KRISHNAMURTHY & SWAMINATHAN, 1955). Segundo a IUPAC,
cromatografia € um método de separacdo em componentes a serem distribuidos entre
duas fases, uma das quais é estacionaria (fase estacionaria) enquanto a outra se
move (fase mével) em uma direcdo definida (IUPAC, 1997). As adaptacbes de
Ehrenfried Pfeiffer (1899-1961) deram origem ao teste conhecido por cromatografia
circular de Pfeiffer (CCP), usado para analisar a qualidade dos solos, compostos e
produtos de colheitas (PFEIFFER, 1984). Kolisko & Kolisko (1939) no Instituto
Bioldgico do Goetheanum (Stuttgart), propuseram a dinamdélise capilar como uma
medida de avaliacdo de padrdes formados nas imagens, o método avaliava a
migracéo de solucdes organicas e sais metalicos em papel de filtro cromatogréafico. E
perfeitamente possivel relacionar a CCP com a dinamdlise capilar de Kolisko &
Kolisto, uma vez que ambos tiveram forte influéncia do pensamento de Rudolf Steiner
e sua proposta de agricultura biodinamica (KOLISKO & KOLISKO, 1939; PFFEIFER,
1984).

Pfeiffer (1984) propunha haver trés zonas principais da CCP e a largura das
zonas externa e intermediaria refletiria as quantidades de matéria organica nas
amostras. Dessa maneira, a CCP é capaz de fornecer aos agricultores um indicador
instantaneo da biomassa que reflita a atividade biolégica e saude do solo, bem como

na analise da qualidade biologica da compostagem, partes das plantas e alimentos.
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Trabalhos demonstram que a proposta de CCP tem sido desenvolvida e usada em
praticas da agricultura biodinamica e organica em varias partes do mundo e orientado
agricultores no manejo ecoldgico dos solos (FRITZ et al., 2011; ZUAZAGOITIA &
VILLARROEL, 2016; BEZERRA et al., 2019; FRITZ et al., 2020).

Um problema encontrado pelos agricultores que utilizam a CCP para avaliar a
saude do solo é a dificuldade de interpretar os padrfes de cromatografia com o nivel
de fertilidade que possa significar suficiéncia ou deficiéncia de algum componente aos
cultivos a serem trabalhados. Embora o procedimento para obter cromatogramas seja
bem descrito desde Pfeiffer (1984), um procedimento robusto e padronizado para
interpretacdo generalizada ainda néo foi apresentado (KHEMANI et al., 2008). Uma
tentativa de fornecer padrbes que refletem os solos sul americanos tem sido
desenvolvida por Restrepo & Pinheiro (2011). Entretanto, a proposta é restrita a
interpretacdo qualitativa com dificuldade de relacionar a que nivel poderia o solo estar
aguém ou além da fertilidade 6tima. Mesmo pesquisadores da area de solos admitem
que ainda existem limitagdes na técnica CCP, e sdo necessarios varios estudos para
que a técnica se estabeleca de forma universal (PFEIFFER, 1984, KHEMANI et al.,
2008; KOKORNACZYK et al., 2017; SAAVEDRA et al., 2018).

Segundo Saavedra et al. (2018), as cores do cromatograma sao sensiveis as
mudancas na carga de nutrientes (nitrogénio) e na saude geral do solo e seus estudos
demonstram que isso reflete nas varias préticas de uso. Mudangcas nos
cromatogramas foram relatadas como reflexo de mudancas nas relagbes entre
microbiologia, matéria organica e minerais, embora 0s resultados apresentados
tenham sido descritivos em vez de quantitativos. Pilon et al. (2018) propuseram guia
pratico, onde a presenca de certas caracteristicas no croma, indicam qualidade
enquanto que a auséncia, qualifica a inferioridade do contetdo analisado.
Kokornaczyk et al. (2017) examinaram 16 amostras de solo usando cromatografia de
papel e andlise quimica padrdo. Esses autores relataram forte correlacdo entre os
padrbes dos cromatogramas e o conteudo de matéria organica, nitrogénio total,
fésforo assimilavel e niveis de bromo. Os mesmos concluiram que um forte
desenvolvimento de caracteristicas radiais, como canais e pontas, era indicativo de
solos mais saudaveis, enquanto caracteristicas concéntricas eram indicativas de solos
com pior saude. Entretanto, os autores ndo propuseram uma definicado objetiva do que
seria saude (KOKORNACZYK et al., 2017). Estudos realizados por Khemani et al.
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(2008) parecem apontar para a confiabilidade da técnica pela digitalizacdo dos
cromatogramas, com analises de imagem e correlacdo das propriedades do solo pelo
seu nivel de organizagéo.

Perumal et al. (2016) correlacionaram os indices de nutrientes no solo com um
banco de dados de imagens de cromatogramas de 164 amostras de solos. A medida
que o banco era alimentado, conseguiram chegar a altos niveis de correlacdo. A
comparacdo dos dados extraidos dos cromatogramas com analises convencionais,
chegou a ter proximo de 100% de correlacdo com a Condutividade elétrica e os teores
de K, Mn, Cu.

Deste modo, a CCP parece ser apropriada para se obter um panorama do
estado do solo, compativel por exemplo com possiveis efeitos das altas diluicdes
dinamizadas sobre a organizagéo desses solos. As altas diluicdes dinamizadas estéo
regulamentadas para uso na producdo organica no Brasil e tém apresentado
excelentes resultados na agricultura (ANDRADE & CASALI, 2011; BRASIL, 2014).
Altas diluicbes produzem respostas nao lineares em organismos vivos, onde
gualitativamente, as entradas sao desproporcionais as saidas (BELL et al., 2002;
BELLAVITE et al., 2014). Assim, com uso de algoritmos e softwares adequados, é
possivel analisar estatisticamente a formacao de padrdes em solos tratados com altas
diluicbes dinamizadas. A premissa basica € que se as altas diluicdes dinamizadas
produzem alguma alteracdo nas relagdes fisicas, quimicas e biolégicas, bem como
sua forma de organizacao, essa alteracao sera refletida de alguma forma nos padrdes
dos cromatogramas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar solo tratado com altas diluicbes
dinamizadas através da Cromatografia Circular de Pfeiffer visando verificar possiveis

alteracbes nos cromatogramas.

4.2. MATERIAL E METODOS

421. Local

O experimento foi conduzido em Fraiburgo/SC, nas dependéncias do
Laboratorio de Biologia e de Solos da Escola de Educacdo Basica 25 de Maio. As

amostras de solo foram obtidas em area de APP (area de preservacao permanente),
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tomou-se cuidado para coletar solo ndo antropizado para que houvesse diversidade
de microrganismos. Foram coletados cerca de 65 kg de solo da camada superficial
gue corresponde a uma profundidade maxima aproximada de 15 cm, em seguida
foram espalhadas sobre lona e visando tirar pedras e raizes, o solo restante foi
homogeneizado e entdo passadas por peneiras de 10 mm seguidas por peneiras de
5 mm, para que as amostras de solo tivessem homogeneidade granulométrica. Foram
entdo separados em 4 cubas com 15 kg cada. As altas diluicbes dinamizadas foram
obtidas no laboratério de Homeopatia e Saude vegetal de Lages/Epagri. Os
tratamentos foram: agua destilada, alcool etilico 30%, Calcarea carbonica 30CH e
Silicea terra 30CH. A agua destilada foi a mesma utilizada para preparacao do alcool
etilico 30%, foi a mesma utilizada na preparacdo de Silicea terra 30CH e Calcarea
carbonica 30CH. A preparacdo das altas diluicdes dinamizadas seguiu os métodos
descritos na Farmacopéia Homeopatica Brasileira (BRASIL, 2011).

As altas diluicbes foram aplicadas trés vezes, a primeira foi realizada no dia
08/04/2020, a segunda no dia 29/04/2020 e a terceira no dia 15/05/2020. No dia
25/05/2020, 10 dias ap6s a Uultima aplicacdo, foram realizados os testes com
Cromatografia de Circular de Pfeiffer.

A primeira aplicacao foi realizada com auxilio de pulverizador manual de 2
litros da marca Tramontina®, foram pulverizados 500 ml dos tratamentos no solo
presente nas cubas, desses 500 ml, 5ml eram dos tratamentos e o restante era agua
destilada. Os 5 ml foram medidos com auxilio de pipeta de 10 ml. Enquanto era
pulverizado, o conteudo de solo era revolvido para maior homogeneidade dos
tratamentos no solo.

Apbs o tratamento, foram pesados 1 kg de solo num total de 15 vasos por
tratamento, cada vaso recebeu um nimero de 1 a 4 que representava os tratamentos,
seguido por outro nimero de 1 a 15. A juncéo de 4 vasos, um de cada tratamento,
formava um bloco e ficava em uma bancada diferente. A ordem que cada vaso
assumia da esquerda para a direita, foi feita por sorteio. Os vasos de 1 a 10 foram
utilizados para os testes com CCP, os vasos de 11 a 15 receberdao os mesmos
tratamentos e serviram como reservas caso houvesse problemas com algum dos
tratamentos. Cada tratamento originou 10 blocos, um vaso de cada tratamento, em
cada vaso foram realizadas 3 subamostras, 30 cromatogramas por tratamento,

totalizando 120 cromatogramas. Todos os cromatogramas foram digitalizados e
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analisados para que ndo houvesse nenhum viés de escolha pela aparéncia do
cromatograma.

O experimento foi tratado por mais duas vezes com as altas diluicbes, onde
se preservou 0 mesmo delineamento experimental e o solo n&o foi revolvido
novamente, isso para simular um ambiente agricola, onde numa primeira intervencao
foi feito revolvimento no solo e posteriormente apenas tratamento. Na segunda e na
terceira aplicacdo das altas diluicdbes do experimento, ndo houve alteracdo nos
tratamentos no que se refere as mudancas de blocos, ordem de vasos, etc. No
entanto, novas amostras para determinacdo da respiracéo foram feitas.

Para as novas aplicacdes das altas diluices, foi levada em consideracdo a
umidade evaporada durante o periodo, que foi obtida pelo peso atual menos o peso
apos o primeiro tratamento. O valor de 20 ml foi definido pelo peso médio evaporado
de 10 vasos e convencionou tratar da segunda e terceira vez com a mesma dosagem.
Dos 20 ml de cada tratamento, 18 ml eram de agua destilada e 2 ml dos tratamentos.
Foram gotejados 20 ml dos tratamentos sobre a superficie dos vasos e apds 30
minutos realizada nova coleta de material para respiracdo. A espera foi estimada para

que o conteudo aplicado pudesse penetrar no solo.

4.2.2. Preparacao do material cromatografico

Os cromatogramas foram criados usando papéis de filtro Whatman n°® 1 (150
mm de diametro). O papel foi perfurado no centro e neste orificio foi colocado um
pequeno cilindro do mesmo tipo de papel de filtro (2 x 2 cm). Foi tomado cuidado para
que o cilindro tivesse bom contato com o papel circular.

O papel de filtro foi marcado a 4 cm do centro e a 6 cm do centro (Figura 12).
Como nem sempre a solucéo se espalha de maneira regular por conta da disposicéo

das fibras do papel, as marcas foram repetidas em angulo de 90°.
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Figura 12 - Pontos e marcacdes no papel filtro. Papel de filtro preparado para a

cromatografia circular, as marcas estao dispostas com 90 graus entre si

Pfeiffer (1984).

Uma pequena placa de Petri (diametro externo de 58 mm) foi preenchida com
aproximadamente 2-3 mm de profundidade com solugédo de nitrato de prata a 0,5%
(0,5 g de AgNOs em 100 mL de agua destilada) e colocada em uma placa de Petri
com diametro de 90 mm (Figura 13). O papel de filtro com o pavio inserido foi colocado
sobre a grande placa de Petri, garantindo que o pavio estivesse na solucao de nitrato
de prata. A solucéo foi deixada até atingir a marca de 4 cm no papel de filtro. O papel
foi entdo removido da placa de Petri e 0 pavio descartado. O papel filtro foi colocado

em uma folha de papel limpa em local escuro para secar.
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Figura 13 - Impregnacao do AgNO3. Representacao grafica do desempenho dos
testes de cromatografia circular da Pfeiffer: uma folha de papel de filtro circular com
uma insercdo de pavio na perfuracdo central esta localizada em um prato de plastico

para que a extremidade do pavio seja imersa na solucédo (fase liquida) a ser
embebida

Wick
Filter paper r( / Perforation
(‘S— &

Plastic dish

Kokornaczyk et al. (2017).

Apés o tratamento com Nitrato de Prata, os papéis foram furados e colocados
em sequéncia (Figura 14), para que fossem realizados os testes com maior agilidade,
o tempo foi medido com auxilio de cronémetro. O papel utilizado para confeccdo dos

cilindros foi proveniente do papel cromatografico (Figura 15).

Figura 14 - Cromatogramas prontos para uso. Abaixo, diagrama do receptaculo dos

cromatogramas. Equipamento para producao de imagens através da cromatografia

circular. O papel cromatografico € perfurado, neste orificio € inserido um cilindro do
mesmo papel de 2x2 cm.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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1 papel cromato grifico
_’/ recepticulo
placa de pem

Fonte Pfeiffer (1984).

Figura 15 - Confeccao do pavio, realizada com o proprio papel filtro e placas
de petri usadas nos ensaios.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

4.2.3. Preparo do solo e etapa final do teste

O hidroxido de soédio foi preparado a 1%. Conforme Pfeiffer (1984), foram
colocados 5 gramas do solo em erlenmeyer de 100 mL e acrescentados 50 mL de
solucdo 1 % de hidroxido de sddio, agitados para que a amostra fosse umedecida
totalmente e o ar fosse expulso. Foram deixados em repouso a 20° C por um total de
4 horas. O material foi mexido apds dez minutos e ap6s 60 minutos por
aproximadamente 30 segundos. Foi retirado o sobrenadante com auxilio de uma
pipeta pasteur para ser utilizado na cromatografia. O teste foi performado até que o

liguido atingisse a marca de 6 cm. ApGOs procedeu-se a secagem dos cromatogramas
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para captacdo das imagens. Todos os padroes de CCP obtidos na presente
experimentacdo foram baseados em medidas de forma disponiveis no software
Scientific Laboratory® que possibilita medidas de imagens que expandem a partir do
centro, também foram medidos os cromatogramas pela avaliagdo proposta por
Kokornaczyk et al. (2017), que consistiam em trés zonas em forma de anel localizadas
em torno da perfuracédo central (Figura 16): (i) a zona central (CZ), localizada mais
proxima do orificio e caracterizada por uma cor bastante clara, entdo (ii ) a zona
intermediaria mais escura (MZ) e, na periferia do padréo (iii) a zona muito clara e, em
muitos casos, apenas fracamente visivel (OZ). A figura 17 mostra o teste sendo
realizado.

Figura 16 - Padrbes de medi¢cbes dos Cromatogramas.

Padrdes caracteristicos
_Canals

Paarao de zonas Espinhos

Anéis concéniricos

Zona central (CZ)
Zona média (MZ)
Zona externa (0Z)

Kokornaczyk et al. (2017), adaptado pelo autor.

Figura 17 - Cromatografias sendo performadas.

@ e

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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4.2.4. Meétodos de medicédo avaliacéo

As imagens cromatograficas CCP foram captadas por escaner H.P.®
digitalizadas na resolugéo de 3500 x 3500 pixels. A analise computadorizada consiste
na medicao da textura do padrao por meio do software ImageJ (COLLINS, 2007) com
o plug-in Texture Analyzer (Cabrera 2003-2005) instalado.

De cada imagem, uma regiao retangular de interesse (1000 x 200 pixels) da
zona mediana foi selecionada aleatoriamente (de forma a ndo conter partes da zona
central ou externa [OZ]), recortada e convertida para 8- tipo de bit (pixels apenas em
escala de cinza). Em tais sele¢cdes de imagens preparadas, a analise de textura foi
realizada. Apenas o parametro entropia foi considerado para analise posterior, uma
vez que € sensivel as diferencas de intensidade de brilho entre os pixels e, portanto,
também a presenca ou auséncia de canais.

A Entropia das imagens ¢é dada pela férmula: Entropia =
=i 2@, j) log(p(i,/)), onde p(i,j) séo as entradas em uma matriz de dependéncia
espacial normalizada em tons de cinza (Haralick). Entropia (E): mede o grau de
dispersdo dos niveis de cinza e, também pode ser definida como um numero
quantificador da randomicidade da imagem, ou seja, quanto maior for este numero,
mais irregular, atipica ou despadronizada serd a imagem analisada. Quando a
entropia é alta, os valores matriciais sao iguais e é baixa quando os valores na
diagonal da matriz sdo altos, ou quando os valores de entrada da matriz de co-
ocorréncia sdo baixos (ZANCO, 2016). O parametro entropia € capaz de captar
alteracdes radiais nas imagens (Figura 18).

Foi utilizado também o ImageJ para medicbes das zonas, através da
calibracdo com escala graduada de paquimetro.

Para as analises morfolégicas dos cromatogramas foi utilizado o software
Scientific Laboratory®. As variaveis analisadas foram: Area, numero de fragmentos,
coeficiente de forma, entropia por isolinha, fractalidade espacial, comprimento de

isolinha.
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Figura 18 - Diagrama radial comumente visto nos cromatogramas.

KL

Trama radial no deseada

Restrepo e Pinheiro (2011).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Pelo estudo, observou-se que o software Scientific Laboratory®, inicialmente

criado para GDV, serve aos nossos propdésitos quando adaptado as medidas dos
cromatogramas digitalizados (Tabela 6).
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Tabela 6 - Medi¢cOes geradas a partir da ideia de um centro de massa para estimar

as caracteristicas morfolégicas dos cromatogramas.

Numero de Coeficiente  Entropia Comprimento

Fractalidade

Tratamentos Area (px?) fragmentos de forma por espacial de isolinha
(unidade) (px3) isolinha P (px)
Agua destilada 285782 b 8,36 bc 411,71 b 138,14 b 164,3 ™  7997,03 c

Alcool etilico 30% 292788 b 12,1 ab 637,71 a 175,49 a 173,9 s 149479 a

Calcarea 328525 a 543 c 392,73 b 144,00 ab 166,4 " 8317,68 c
carbonica 30CH

Silicea terra 30CH 235508 ¢ 13,3 a 558,22 ab 149,74 ab 1615 122494 b
CcVv 10,19 26,3 28,7 33,8 27,32 28,19

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Fonte:
Elaborado pelo autor (2021).

Observa-se que existem diferencas em varios aspectos dos cromatogramas.
Na variavel area dos cromatogramas, que mede a area total em pixels, a maior area
observada do tratamento composto por Calcarea carbonica 30CH, que apresentou
328525 px?, j& a menor area foi do tratamento Silicea terra 30CH que apresentou o
valor de 235508 px?. Valores de area estéo relacionados a maior ou menor capacidade
de capilarizardo do material e dizem respeito ao formato da camada mais externa,
tendo em vista que quando o liquido atinge a marca de 6cm é imediatamente retirado.
Solos com componentes moleculares menores terdo maior arraste nos
cromatogramas, sendo capazes de chegar as extremidades dos cromatogramas,
formando padrfes parecidos com nuvens onduladas (Restrepo & Pinheiro, 2011).

A variavel niumero de fragmentos, mede o numero de fragmentos, a
homogeneidade da distribuicdo dos liquidos nos cromatogramas. Silicea terra 30CH
que apresentou menor area, apresentou o maior numero de fragmentos, com o valor
de 13,3 unidades, Calcarea carbonica 30CH apresentou o menor valor 5,43 unidades.

A variavel coeficiente de forma, que diz respeito a forma que os
cromatogramas exibem, o grau de irregularidade do padrédo, sendo obtido pela
isolinha. E possivel afirmar que a forma dos cromatogramas das altas diluicbes
Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra 30CH, foi similar ao tratamento com agua
destilada, essa igualdade no nosso caso, demonstra que houve padronizacdo na
conducao dos cromatogramas.

A variavel entropia por isolinha que representa a medida da entropia da
isolinha mede o grau de aleatoriedade do comprimento radial da imagem desde o seu

centro de massa. A mesma nos mostrou que as altas diluicdes obtiveram um grau
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elevado de semelhanca com os controles compostos por Agua destilada e Alcool
etilico 30%. Isso significa que o método foi conduzido sem que houvesse grandes
diferencas radiais. O mesmo pode ser dito do parametro fractalidade espacial, que
tem relacao direta a forma do cromatograma, neste parametro em especial ndo houve
diferencas significativas entre os tratamentos com as altas diluicbes e os controles.

A variavel comprimento da isolinha que mede o comprimento da isolinha
apresentou diferencas nos tratamentos compostos por Silicea terra 30CH e Alcool
etilico 30%, esse comportamento expressa o carater total radial e essas diferencas
pode ser explicada por algum composto mais leve que € levado até as camadas mais
externas do cromatogramas. Nao necessariamente é algo positivo ou negativo, mas
diz respeito ao comportamento da camada mais externa e seus limites.

Diante do que foi exposto, 0 método passa pelas caracteristicas principais que
garantem a repetibilidade e consisténcia dos resultados obtidos pelo método. Pelo
nosso estudo, demonstra-se que € possivel a conducéo de experimentos envolvendo
a cromatografia circular de Pfeiffer desde que executada com critério. As diferencas
descritas demonstram a sensibilidade em captar diferengas nos tratamentos.

A interpretacdo dos cromatogramas podem ser interpretados a partir de pelo
menos trés diferentes zonas (PINHEIRO, 2015). Nas analises que seguem, as letras
Cz, Mz E Oz, onde Cz representa a zona central, Mz a zona média e Oz a zona
externa. Essas trés zonas, sdo as mesmas medidas por Kokornaczyk et al. (2017).

A variavel entropia se mostra interessante, onde a menor entropia foi obtida
pelo tratamento Silicea terra 30CH (Tabela 6). Os parametros area e perimetro foram
introduzidos para estimar a area central, também chamada de zona central (oxidacéo-
reducao), esta zona carrega as substancias minerais ou organicas dissolvidas que ao
passar sobre a parte impregnada com AgNO:; ha a formacé&o imediata de Hidroxido de
Prata (AgOH), a qual é instavel e forma um precipitado escuro de Oxido de Prata
(Ag.0), proporcional a quantidade da substancia. Se no ambiente do solo predomina
uma condicdo (anaerbbia), ndo permitindo a oxidacdo dos minerais, acumulam-se
substancias téxicas na atmosfera do solo, manifestando-se uma cor escura a preta.
Esta zona expressa primordialmente o0 metabolismo microbiano, portanto, de acordo
com a qualidade de vida do solo e a concentracdo de substancias nitrogenadas
presentes na amostra, este precipitado negro de Ag.O torna-se soluvel. A cor modifica
para tonalidade branco prateado e/ou de cor creme, isto é desejavel, formando assim
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o complexo diaminprata [Ag (NH.).]*. As cores que variam do preto (minimo
metabolismo microbiano aerdbico e maxima fermentacao anaerdbica) a prata maior
plenitude no metabolismo microbiano aerébico e harmonia estrutural (RESTREPO &
PINHEIRO, 2011; DOMINGUES et al., 2018).

Para a variavel entropia, Silicea terra 30CH foi o tratamento que obteve
maiores valores, pode haver uma relacéo inversa entre a area dos cromatogramas
com os valores de entropia. A entropia € sensivel aos padrdes formados nos

cromatogramas (Figura 19).

Figura 19 - Cromatogramas diferem em cor e padrbes, da esquerda para direita,

padrbes do tratamento 4gua destilada, alcool 30%, Calcarea carbonica 30CH e
Silicea terra 30CH

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Vale lembrar que o termo entropia aqui se refere unicamente a imagem, uma
vez que é sensivel as diferencas de intensidade de brilho entre os pixels e, portanto,
nos fornece informagdes sobre a presenca ou auséncia de canais (ja apresentados
na figura 18). N&o tiramos nenhuma concluséo sobre o fator ordem que os tratamentos
podem influenciar no sistema. Outro ponto que pode ser relacionado com a entropia
apresentada, pode ser o parametro numero de fragmentos (Tabela 6), que consiste
basicamente na quantidade de fragmentos gerados na imagem, novamente Silicea
terra 30CH, apresenta maior quantidade de fragmentos e consequentemente maior
entropia (Tabela 7).

Para a variavel Mz ou zona média, embora Calcarea carbonica 30CH né&o
tenha apresentado diferenca dos tratamentos compostos por Agua destilada e Alcool
etilico 30%, Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra 30CH obtiveram os maiores
valores Mz, 2,09 cm e 2,35 cm respectivamente, Silicea terra 30CH obteve valores

significativamente maiores que os demais tratamentos. Se comparados aos dados das
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respiracdes ja apresentadas no capitulo anterior, que sugerem maior atividade
microbiana nos tratamentos Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra 30CH, nossos
dados corroboram com Graciano et al. (2018) que apontou que na Mz (zona média)
h& forte correlacdo positiva com o carbono da massa microbiana do solo,

evidenciando a relacdo desta zona com a biologia do solo.

Tabela 7 - Medicdes de zona, analise de textura dos cromatogramas.

Parametros medidos

Area central Perimetro

Tratamentos Cz(cm) Mz (cm) Oz (cm) (cm?) central (cm) Entropia
Agua destilada 312 b 1,99 b 0,441 ¢ 2,265 b 1,794 bc 6,650 b
Alcool etilico 30% 3,24 ab 2,02 b 0,729 b 2,118 b 1,421 ¢ 6,120 d
Calcarea 3,37 a 209ab 0,462 ¢ 1,690 b 2,217 b 6,440 C
carbonica 30CH

Silicea 2 ,61¢c  235a 0979 a 3595 a 3170 a 6950 a
30CH

cVv 11,05 21,61 17,48 28,9 31,6 16,41

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Cz — Zona central, Mz — Zona média, Oz — Zona externa. Fonte: Producéo do proprio autor, 2021.

Silicea terra 30CH obteve maior grau de diferenciagdo se comparados aos
demais tratamentos, apresentou diferencas nos parametros; Area, comprimento da
isolinha, CZ, Area central, perimetro central e Entropia. Calcarea carbonica 30CH
apresentou diferencas na Area e Entropia. Sendo assim, esses parametros parecem
ser os mais sensiveis a diferencas. O parametro entropia foi o0 mais efetivo para captar
diferencas sutis entre as fases, assim sendo, qualquer efeito dos tratamentos no solo,
foi capaz de ser refletido neste parametro.

Com os avancos dos algoritmos, a Cromatografia circular de Pfeiffer, um tipo
de andlise qualitativa, pode se tornar quantitativa e possibilitou avancos por fornecer
novos pontos de vista e interpretacdo sobre os fendmenos. Outros autores tém
chegado nessa concluséo, Oliveira et al. (2020b) afirma que os trabalhos realizados
nos ultimos 10 anos trouxeram importantes avancos para o0 entendimento e

aprofundamento cientifico da Cromatografia Circular de Pfeiffer.
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4.4, CONCLUSAO

Silicea terra 30CH obteve maior grau de diferenciagdo se comparados aos
demais tratamentos, area, comprimento de isolinha, CZ, &rea central, perimetro
central e Entropia. Calcarea carbonica 30CH apresentou diferencas na Area e
Entropia.

O parametro entropia mostra-se ser o mais efetivo parametro da analise
digitalizada da cromatografica circular de Pfeiffer pelos algoritmos (14 no total)
presentes no plugin Texture Analyzer do ImageJ (HARALICK, 1973).

Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra 30CH obtiveram os maiores valores
Mz, sendo que Silicea terra 30CH obteve valores significativamente maiores que 0s
demais tratamentos. Esses dados sugerem maior atividade microbiana nos
tratamentos Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra 30CH, nossos dados corroboram
com as taxas de respiracdo medidas anteriormente.

E possivel verificar diferencas nos cromatogramas entre os tratamentos que
anteriormente poderiam ser obtidas apenas de modo qualitativo, embora mais estudos
nos trard maior consisténcia e confianca no método de andlise das imagens

cromatograficas digitalizadas.
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5. GDV EM PLANTAS DE FEIJOEIRO CULTIVADAS EM SOLO TRATADO
COM ALTAS DILUICOES DINAMIZADAS

5.1. INTRODUCAO

Seres vivos sdo complexos sistemas nao lineares consistindo em grande
namero de estruturas funcionais, onde a mudanca introduzida em qualquer nivel
desse sistema induzira mudanca em todos 0s outros niveis de organizacdo -
subsistemas, para acima e abaixo (BELL et al., 2002). A analise sistémica e
abordagem dinamica dos organismos vivos, podem ser apreciadas dentro do novo
paradigma de sistemas complexos (SHEPPERD et al., 1994; BERTALANFFY, 1977).

Niveis hierarquicos mais altos mudam mais lentamente do que os niveis mais
baixos (mais dinamicos), devido a diferenca na escala espacial e na dinamica, de
modo quantitativo. As variagbes em um nivel da hierarquia resultam em variagdes no
proximo nivel superior (JOARGENSEN, 2012). Estimulos em um nivel superior podem
causar alteragdes no nivel inferior (JORDAN & JBGRGENSEN, 2012).

Como exemplo, podemos perceber que em um ser vivo individualizado,
podemos considerar os construtos basicos - menores unidades desse sistema - as
células. Porém, cada célula serd composta, também, de subsistemas, cujas
substancias individualizadas chamamos de moléculas. No nosso trabalho sobre efeito
de altas diluicbes dinamizadas, a agua € de especial interesse. As moléculas de agua
individuais séo ligadas umas as outras por ligacdes de hidrogénio e formam o que séo
chamados de clusters (agua estrutural). Os clusters medem de dezenas de
nandmetros a milimetros em dimensdes que podem ser vistas nNno microscopio
eletrénico de transmissao (TEM) (HO, 2014, JERMAN & RATAJC; 2014)

A formagdo de um dominio coerente € uma propriedade emergente do
comportamento auto organizativo coletivo e espontaneo de todos os componentes de
um dado nivel de sistema, no nosso caso, as moléculas de agua (WALDROP, 2003).
De acordo com Giuliano Preparata, Emilio Del Giudice e colaboradores (PREPARATA
et al., 1999), a agua liquida é um sistema de dois fluidos que consiste em uma fase
coerente - cerca de 40 por cento do volume total a temperatura ambiente - e uma fase
incoerente. Os campos eletromagnéticos que estao presos nos dominios de coeréncia

da agua e em sua matriz coerente, produzem potenciais eletromagnéticos que
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regulam a fase de todo o sistema, que por sua vez da origem a atracdes seletivas
entre as moléculas do soluto (MURUGAN et al.,, 2014). As altas diluicbes podem
causar alteracdes estruturais no solvente aquoso que, por sua vez, desencadeiam a
formacao de agregados moleculares das moléculas de 4gua (YINNON & ELIA, 2013).
Assim, de acordo com essa ideia, mudancas estruturais na agua poderiam
desencadear mudancas em outros niveis, acima ou abaixo.

As altas diluicdes tém sido usadas na agricultura (FAEDO et al., 2020; VERDI
et al., 2020) e existem dados incontestaveis dos efeitos das altas diluicdes em plantas
(DOMINGUES et al., 2019; TEIXEIRA & CARNEIRO, 2017; TOLEDO et al., 2011). As
altas diluicdes dinamizadas estao regulamentadas para uso na producdo organica no
Brasil e ttm apresentado excelentes resultados na agricultura (ANDRADE & CASALI,
2011; BRASIL, 2014).

Levando em consideracéo que nos capitulos anteriores ficou evidente a acéo
das altas diluicdes nos microrganismos do solo, no presente capitulo, incluimos a
andlise das plantas com as altera¢des nas rela¢cdes dos microrganismos com o solo,
solo tratado com altas diluicbes e que possa refletir na parte aérea. Também
observamos que o préprio ato de tratar o solo com altas diluicbes dinamizadas pode
inferir organizacdo na agua presente no solo. Para capturar as alteracdes nas plantas
de feijdo comum, recorremos a biofoténica em plasma frio GDV.

Nos ultimos anos, houve aumento significativo do uso do GDV para avaliacfes
em diversas areas da pesquisa, como da saude, educacgéo, psicologia, medicina do
trabalho e desportiva, teste em plantas, avaliacdo de liquidos e outros materiais
(ZIBETTI, 2016). O GDV consiste no imageamento dos fluxos de elétrons capturados
da superficie de um objeto ou material bioldgico, induzidos por pulsos de voltagem
curta, mas de alta amperagem. Este fendmeno é pesquisado e conhecido na fisica e
na biofisica como “emissdo de fotoelétrons” (KOSTYUK et al., 2011). As particulas
excitadas, emitidas e aceleradas no campo eletromagnético, ocorrem como
avalanches eletrdnicas na superficie de o eletrodo de vidro causando uma descarga
de gas deslizante. A descarga de moléculas causa brilho natural devido a sua
excitacdo no meio com hidrogénio (GROZDEVA & DIKOVA, 2018).

As primeiras pesquisas em imagens de ionizacdo dos gases no entorno de
tecido vegetal foram feitas por Emboden et al. (1979), utilizando o método
kirliengrafico padrao Milhomens (KIRLIAN & KIRLIAN, 1963). O mesmo principio foi

82



aplicado por Konstantin Korotkov - St Petersburg State Technical University durante a
década de 90 para desenvolver o GDV (KOROTKOV, 1998).

As primeiras pesquisas em que o0 método de visualizagdo de descarga de gas
(GDV) foi aplicado em vegetais é relativamente recente, Weibel et al. (2005) utilizou o
meétodo de visualizacéo de descarga de gas (GDV) para estimar a qualidade em folhas
e frutos de maca. Portanto, o GDV € semelhante a “Fotografia Kirlian”, com
incorporacao da digitalizacdo da imagem ao aparato de captura dos gases ionizados
do entorno do espécime em analise. No método GDV, uma amostra de tecido vivo
fresco é exposta a um campo elétrico de alta tensédo e alta frequéncia (KOROTKOV,
2004). A imagem é gravada digitalmente, sequenciada em parametros de imagem
definidos, que entdo podem ser analisados estatisticamente (KOROTKOV &
KOROTKIN, 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar folhas de feijdo comum (Phaseolus
vulgaris) cultivado em solo tratado com altas diluicbes dinamizadas, para isso

recorremos ao uso do GDV.

5.2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Laboratério de Biologia e
de Solos da Escola de Educacéo Basica 25 de Maio, Fraiburgo, SC. Inicialmente, foi
necessario coletar amostras de solo para o experimento. As amostras de solo foram
obtidas em &rea de APP (area de preservagdo permanente). Tomou-se cuidado para
coletar solo ndo antropizado para que houvesse diversidade de microrganismos.
Foram coletados cerca de 65 kg de solo da camada superficial que corresponde a
uma profundidade maxima aproximada de 15 cm. Em seguida, o solo foi espalhado
para que se pudesse retirar pedras e raizes. O solo restante foi homogeneizado e
entdo passado por peneiras de 10 mm e na sequéncia por peneiras de 5 mm, para
que as amostras de solo tivessem homogeneidade granulométrica. Foram entéo
separados em 4 cubas com 15 kg cada (Figura 6).

Cada cuba recebeu seu respectivo tratamento, que foram: agua destilada
(T1), alcool etilico 30%(T2), Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra 30CH. A agua
destilada foi a mesma utilizada para preparacéo do élcool etilico 30% e o alcool etilico

30%, foi a mesmo utilizado na preparacéao de Silicea terra 30CH e Calcarea carbonica
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30CH. As altas diluicdes dinamizadas foram obtidas no laboratorio de Homeopatia e
Saude vegetal de Lages/Epagri. A preparacao das altas diluicdes dinamizadas seguiu
0s métodos descritos na Farmacopéia Homeopatica Brasileira (BRASIL, 2011).

As sementes de feijdo comum (Phaseolus vulgaris) eram provenientes da
selecdo de sementes crioulas que a propria escola realiza. As sementes foram
selecionadas para que tivesse tamanho semelhante e ndo apresentassem defeitos
visiveis. Foram utilizadas 15 parcelas com 3 plantas por vaso, contendo 1 Kg de solo
tratado com altas diluicdes. A andlise foi realizada quando as plantas atingiram o
estagio de desenvolvimento V2 (OLIVEIRA et al., 2018). Foi retirado uma folha por
vaso que possuia ao menos 3 cm de comprimento de cada vaso e desta folha foi
realizado um corte circular de 65 mm com auxilio de um cilindro oco de metal. Este
segmento foi imediatamente submetido ao GDV, tendo cuidado de manter o mais
centralizado possivel.

As amostras vegetais foram submetidas imediatamente ao teste. A captacao
das imagens foi feita pelo software GDV capture® por 35 segundos, taxa 25 fps,
resolucdo 720/576 pixels. Para a fragmentacdo do video foi utilizado software
imageGrab®, para as analises das imagens foi utilizado o software Scientific
laboratory®. De cada tratamento foram testadas 15 amostras e cada amostra gerou
500 imagens, totalizando 5000 imagens por tratamento e 30000 imagens analisadas
no total. Cada imagem foi testada em pelo menos 6 parametros: area, nimero de
fragmentos, coeficiente de forma, entropia de isolinha e comprimento de isolinha. As
sequéncias vao de 1 a 500, sendo que cada ponto representa a média de 10 medidas,
com isso, houve maior estabilidade nos dados das amostras vegetais, néo
apresentaram decaimento como ocorreu nas amostras das altas diluicbes descritas
no capitulo 2.

A figura 20 mostra em detalhes imagens das amostras das folhas, 30000

imagens obtidas a partir de 4 tratamentos, 15 repeticbes com 500 imagens cada.

Figura 20- Andlise de folhas, cortes realizados com 65mm de diametro, foram

analisadas 30000 imagens. Abaixo, exemplos de imagens dos tratamentos.
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Agua potavel

Alcool 30%
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Calcarea carbonica 30CH

Silicea terra 30CH

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Foi realizada contagem de folhas e contagem de plantas para estimar a
mortalidade, ndo foi observada diferenca estatistica nos tamanhos das plantas e

mortalidade.

5.2.1. Anélises estatisticas

Levando em consideracdo que os dados ndo sdo nem normais nem
homogéneos, optou-se por usar o teste Kruskal - Wallis com limite de significancia
estatistica foi fixado em 5% (P<0,05). Sempre que houve significancia estatistica, a
analise foi complementada por meio do teste de subconjuntos homogéneos baseados
em significancias assintdticas com limite de significancia estatistica fixado em 5%

(P<0,05). Os dados foram tabulados e analisados utilizando o R Core Team (2020).
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenciacdo das amostras controle se comparadas com Silicea terra
30CH e Calcarea carbonica 30CH no que diz respeito a area em pixels. Nota-se que
a area de Silicea terra 30CH e Calcarea carb6nica 30CH foram inferiores a 50000 px?,
enguanto que nos tratamentos de agua destilada e alcool etilico 30%apresentaram
area superior a 60000px? (Figura 20). Os dados sdo semelhantes aos encontrados
por BELL et al. (2003), em que Natrum muriaticum 30CH, Lachesis muta e Pulsatilla
30CH foram menores em area das altas diluicdes do que os controles compostos por
agua destilada (Figura 21).

Figura 21 - Area em pixels. Fraiburgo, SC, 2020
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Para a variavel comprimento de isolinha foi observado que nos tratamentos
que receberam Silicea terra 30CH e Calcarea carbonica 30CH, o comprimento foi
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menor que 85 px, Silicea terra 30CH — 80,91 px e Calcarea carbonica 30CH — 80,05
pX, enquanto que nos tratamentos que receberam Agua destilada — 94,60 px e Alcool

etilico 30% - 96,30, os comprimentos foram maiores que 90 pixels (Figura 22).

Figura 22 - Comprimento da Isolinha. Fraiburgo, SC, 2020.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Em relacdo ao parametro area (px?), os tratamentos Calcarea carbonica 30CH
e Silicea terra 30CH apresentaram 0s menores valores, enquanto que o tratamento
com agua destilada apresentou maior area. O teste Kruskal — Wallis mostrou que ha
efeito dos tratamentos sobre a area [X?(3) = 1681,81; p<0,001)], os valores para

Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra 30CH foram menores que os controles. BELL
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et al. (2003) observaram, também, diferencas significativas entre a dinamizacéo 30CH
e seu controle, utilizando os parametros de area para comparar altas diluicdes na
30CH. O teste Kruskal — Wallis mostrou que ha efeito dos tratamentos sobre a
fractalidade espacial [X? (3) = 973,32; p<0,001]. Silicea terra 30CH diferenciou dos
demais tratamentos. O tratamento com agua destilada foi notavelmente maior que os

demais tratamentos, quanto a area total das imagens GDV (Figura 23 e Tabela 8).

Figura 23 - Area e Fractalidade espacial. Fraiburgo, SC, 2021.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

O teste Kruskal — Wallis mostrou que ha efeito dos tratamentos sobre o
numero de fragmentos [X?(3) = 871,90; p<0,001), em relacdo ao nimero de
fragmentos o tratamento com Calcarea carbonica 30CH diferenciou dos controles,
Silicea terra 30CH apresentou valores semelhantes a agua destilada. O teste Kruskal
— Wallis mostrou que houve efeito dos tratamentos com altas diluicbes sobre o
coeficiente de forma [X?(3) = 94,49; p<0,001), o Coeficiente de forma foi
significativamente inferior nos tratamentos que envolveram Calcarea carbonica 30CH
e Silicea terra 30CH. BELL et al. (2003) também observaram diferencas significativas
entre a dinamizagdo 30CH e seu controle, utilizando os parametros coeficiente de

forma (Figura 24 e Tabela 8).
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Numero de fragmentos

comprimento de isolinha [X?(3) = 1535,92; p<0,001), foi possivel diferenciar os
tratamentos Silicea terra 30CH e Calcarea carbonica 30CH dos controles Agua
destilada e Alcool etilico 30%. O teste Kruskal — Wallis mostrou que ha efeito dos
tratamentos sobre entropia de isolinha [X?(3) = 270,91; p<0,001), todos os tratamentos
apresentaram resultados diferentes estatisticamente, no entanto, os tratamentos
Calcarea e Silicea apresentaram os menores valores. Este talvez foi o parametro mais
interessante, que demonstra de maneira inequivoca a capacidade do GDV captar
diferencas entre os tratamentos que possuiam alcool, bem como foi capaz de

diferenciar os controles da Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra 30CH (Figura 25

Figura 24 - Numero de fragmentos e Coeficiente de forma. Fraiburgo, SC, 2021.
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e Tabela 8).

Entropia de isolinha (px)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

O teste Kruskal — Wallis mostrou que houve efeito dos tratamentos sobre

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

90

Figura 25 - Entropia e Comprimento da isolinha. Fraiburgo, SC, 2021.
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Tabela 8 - medidas do GDV a partir das folhas de Phaseolus vulgaris,

complementando as informacdes das figuras

Comprimento

Fractalidade ¢ Nimero de Coeficiente  Entropia S
Tratamentos . Area (px?) S de isolinha
espacial fragmentos de forma de isolinha (pX)
Agua 1678,79 a 1718,11 a 594,25 ¢ 104590 b 1356,92 a  1396,81 b
Alcool etilico 30% 692,67 ¢ 1282,88 b 1457,47 a 1172,31 a 794,92 c 1603,85 a
Calcarea c. 30CH 701,81 ¢ 384,19 d 1296,35 b 95454 ¢ 922,18 b 543,61 ¢
Silicea t. 30CH 928,72 b 616,80 ¢ 653,92 ¢ 829,23 d 927,97 b 457,71 d
Ccv 21,80 30,21 14,30 23,84 13,85 18,24

Testes nédo paramétricos de Kruskal — Wallis. Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem
entre si pelo teste de subconjuntos homogéneos baseados em significAncias assintoticas (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Esforgos para explicar como o GDV pode se relacionar com tecidos vivos tém
sido propostos, alguns autores supdem que os elétrons excitados na medi¢do, estdo
intimamente relacionados ao trifosfato de adenosina e ao oxigénio ativo, que sao a
base da energia in vivo, e isso pode ser considerado um indice de saude do corpo. A
area e a intensidade podem ser interpretadas como fisicamente relacionadas a
energia do foton e sdo definidas como energia de reserva ou convertidas em energia
retida (SUBOUCHI et al., 2018).

Em relacdo as aplicacbes no solo, de acordo com Modolon et al. (2016),
aplicacbes de preparados homeopéticos na agua de irrigagdo do milho sdo mais
efetivas no controle de lagartas, do que aplicacdes aéreas em plantas de milho.
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5.4. CONCLUSAO

E possivel diferenciar os tratamentos dos solos, pela analise em GDV de
folhas de feijoeiro oriunda de plantas cultivadas sobre esses solos tratados. Tanto a
area como o comprimento da isolinha apresentaram diferencas nos tratamentos que
foram plantados em vasos que receberam Silicea terra 30CH e Calcarea carbonica
30CH. No comprimento de isolinha foram observadas diferencas significativas na
Silicea terra 30CH — 80,91 px e Calcarea carbonica 30CH — 80,05 px, enquanto que
nos tratamentos que receberam agua destilada — 94,60 px e alcool etilico 30%- 96,30.
A diferenciagéo dos tratamentos nos parametros analisados a partir do imageamento
GDV pode estar relacionada ao metabolismo primario da planta, bem como na
producdo de metabdlitos secundarios e/ou absorcdo de nutrientes. Altas diluicbes
dinamizadas de Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra 30CH proporciona acgéo
significativa no feijoeiro, mesmo quando aplicadas nos solos nos quais as plantas sao
cultivadas.

A gquantidade de imagens GDV analisadas foi suficiente para determinar que

o efeito das altas diluicbes no sistema solo-planta ndo é um fenémeno aleatério.
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6. DISCUSSAO GERAL

As altas diluicGes se provaram capazes de causar alteracdes em organismos
vivos em uma historia que ja dura mais de 200 anos Samuel Hahnemann através de
um sentido de observacéao privilegiado, sabia que mesmo quantidades infinitesimais,
seus medicamentos trariam saude ao organismo. A homeopatia e as altas dilui¢des,
tem sido motivo de intenso debate cientifico ao longo de muitos anos, essa situacéo
esta longe de acabar. Ao mesmo tempo que novas evidéncias surgem, surgem novos
guestionamentos.

No meio agricola, ha uma cultura cientifico-formal e demanda pratica de alta
intervencdo nos processos produtivos por agentes excludentes de organismos
indesejaveis, intervencgdes que ndo levam em consideracao as altera¢des na dinamica
do todo agroecossistema (BOFF, 2009). A agroecologia € um ramo da ciéncia que
busca o entendimento do funcionamento de agroecossistemas complexos, suas
diferentes interacdes, principios que envolvem a conservacdo e a ampliagdo da
biodiversidade dos sistemas agricolas, tendo isso por base para produzir auto
regulacdo e consequentemente sustentabilidade (ASSIS & ROMEIRO, 2002;
CANUTO, 1998). A Homeopatia busca a cura e respeita a complexidade biologica
existente e integra-la ao pensamento agroecoldgico contribui para o desenvolvimento
de sistemas sustentaveis na producao de alimentos, fibras e bioenergia (BOFF, 2009).
Assim, as ideias gerais deste trabalho foram além de testar o efeito bioldgico apenas,
algo esperado na éarea agronOmica, tentamos observar, a qualidade das altas
diluicdes, seu efeito nos microrganismos do solo, como essas alteragcdes causaram
mudancgas nas relagdes solo/microrganismos e por fim como isso foi refletido nas
plantas.

A abordagem moderna dos sistemas proposta por Jgrgensen et al. (2011),
adaptada aos sistemas agricolas também foi contemplada, de acordo com a
termodinamica classica, todos os sistemas isolados se moverdo em dire¢cdo ao
equilibrio termodindmico. Todos o0s gradientes e estruturas do sistema seréo
eliminados e um sistema morto homogéneo serd o resultado, ou seja, a entropia
sempre aumentara em um sistema isolado. Como a capacidade de trabalho é
resultado de gradientes em certas variaveis intensivas, como temperatura, pressao e

potencial quimico, etc., um sistema em equilibrio termodinamico ndo pode funcionar.
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Mas os sistemas agricolas estao se afastando do equilibrio termodinamico com uma
taxa quase cada vez mais rapida a cada dia. Isso significa que nossos sistemas
agricolas ndo podem ser sistemas isolados. Passaros, insetos, microrganismos e
sementes entram de fora em nossos sistemas agricolas. Assim, o sistema agricola,
como todos 0s outros ecossistemas, € um sistema aberto. Os sistemas agricolas séo,
antes de tudo, abertos as entradas de energia da radiacdo solar, que sé&o
absolutamente necessérias para evitar que o sistema se mova em direcdo ao
equilibrio termodindmico. Sem radiacdo solar, o sistema morreria. Dessa forma, é
impossivel no atual estado do conhecimento, desconsiderar as complexas relacbes
gue ocorrem em sistemas abertos. As novas teorias ecologicas ja discutem que as
alteragbes podem ter inicio no nivel molecular e chegar até os niveis mais altos da
organizacdo dos seres vivos, 0 que se convencionou chamar por hierarquia
(BERTALANFFY, 1977; ODUM & OTTENWAELDER, 1972). Assim, alteracdes nos
niveis moleculares, poderiam causar altera¢cées nos demais niveis. Podemos afirmar
qgue foi possivel captar, através de diferentes ferramentas, com graus variados de
sensibilidade, diferencas desde os preparados em altas diluicdes, e em sua aplicacéo
no solo e no feijoeiro.

N&o deixamos de considerar 0os avancos nas teorias que explicam as altas
diluicdes, que envolvem as caracteristicas Unicas das moléculas de agua, como
clusteres de moléculas que foram fotografados, a Zona de exclusdao, quantum
coherence domain e a influéncia do comportamento da agua nos seres vivos (Del
GIUDICE et al. 1988, HO, 2014, JERMAN & RATAJC, 2014; PREPARATA, 1988).

As implicacdes dos resultados relatados, sugerem que existe sensibilidade
suficiente nos microrganismos do solo e no feijoeiro para apresentar mudancas
mensuraveis em diferentes niveis advindos do uso das altas dilui¢cdes. A aplicacao de
altas diluicbes nos sistemas agricolas € investigada ha muito tempo e o uso de
equipamentos cada vez mais sensiveis, que avaliem caracteristicas tdo profundas
como o GDV faz, nos possibilita resultados e aplicacdes sem precedentes.

Os resultados de trabalhos recentes ligados as altas diluicbes tem se apoiado
com sucesso em novas teorias do funcionamento da matéria condensada, na fisica
classica, os atomos e moléculas da matéria estdo completamente confinados em sua
localidade no espaco e no tempo e se movem ao longo de um caminho bem definido.

Na fisica quantica, tanto a matéria quanto os campos eletromagnéticos sao
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considerados campos quanticos que flutuam no espagco e no tempo e apresentam
sobreposicoes de estados agindo sobre distancias que excedem em muito 0s
comprimentos das ligacdes quimicas e dao origem a dominios espaciais dentro dos
quais todos os atomos e moléculas oscilam (SMITH, 2004).

Em resumo, nesta tese testamos as altas diluicbes e notamos que eram
diferentes de nossos controles (Capitulo 2). No capitulo 3 seguimos a hipotese que
isso poderia causar alteragdes mensuraveis nos microrganismos do solo. No capitulo
4, sugerimos que essas alteragcdes ndo eram apenas passageiras, restritas a maior
atividade nas taxas de respiracdo, mas sim causaram alguma bifurcacéo, levando o
sistema a outro nivel de organizacdo. No ultimo capitulo das investigacdes, o capitulo
5, mensuramos como essas intervengdes no solo causaram alteracdes nas plantas.

Por fim, acreditamos que as altas diluicdes possuem grande potencial agricola
e que as intera¢des entre 0s organismos na agricultura é a chave para as aplicacdes
das altas diluicbes e homeopatia. Foi no minimo inesperado, captar tantas diferencas
sobretudo no GDV, de fato, o organismo agricola é sensivel a estimulos, mesmo que
sejam sutis, como é o caso das altas diluigbes. O estudo das altas diluicbes esta
aberto a novas abordagens, sendo que hipéteses que levem em consideracao as
teorias da informacéo, poderdo ser bem-sucedidas. Sdo grandes os esforcos, para
gue a homeopatia na agricultura seja ampla e contemple todo o ambiente e suas
relacdes ecoldgicas, desta forma compativel a agricultura limpa e sustentavel, pilares

da agroecologia.
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ANEXO A - EXEMPLO DOS RELATORIOS CRIADOS, PRIMEIRA AMOSTRA DE
ALCOOL ETILICO 30%

Detailed report of processing GDV images in the GDV Scientific Laboratory

program

The following GDV parameters of GDV images were calculated during
processing:

Area

Number of fragments

Form coefficient

Entropy by isoline

Spatial fractality

Length of isoline

Samples of GDV parameters:
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The tables of data statistics

Area Average Number of [Form Entropy by
intensity fragments |coefficient |isoline

Count 500 500 500 500 500
Sum 2.08e+007 |4.976e+004|6.54e+004 |2.283e+004|1017
Min 2.256e+004 |96.3 82 27.91 1.443
Max 5.911e+004|107.5 211 67.85 2.193
Mean 4.161e+004 {99.51 130.8 45.65 2.034
RMS 7772 1.58 26.06 7.952 0.1193
Median 4.204e+004|99.37 129 43.73 2.06
25 3.702e+004 | 98.37 110 40.42 2.011
percentile
75 4.839e+004|100.5 150 49.74 2.104
percentile
Skewness |-0.2754 0.9476 0.3821 0.6605 -2.419
Excess -0.6941 3.052 -0.5443 0.03278 7.413
Confidence [681.4 0.1385 2.285 0.6972 0.01046
interval
Entropy 2.112 1.71 2.04 1.977 1.531
Fractality 1.484 1.959 1.842 1.688 1.903
Fractality 0.1914 0.1119 0.1028 0.1204 0.05756
RMS

Spatial Fractality Mean Normalized |Length  of

fractality RMS error |radius  of |[RMS of |isoline

isoline isoline
radius

Count 500 500 500 500 500
Sum 956 58.55 4.348e+004 |359.2 1.228e+007
Min 1.709 0.05671 35.01 0.4357 1.298e+004
Max 1.95 0.2143 108 1.575 3.344e+004
Mean 1.912 0.1171 86.96 0.7183 2.456e+004
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RMS 0.03192 0.02314 11.16 0.1666 3309
Median 1.922 0.1145 89.26 0.6788 2.466e+004
25 1.9 0.1021 83.38 0.6259 2.268e+004
percentile
75 1.932 0.1293 94.24 0.7431 2.664e+004
percentile
Skewness |-2.699 0.7321 -1.981 2.468 -0.2976
Excess 11.25 1.521 5.484 7.899 0.4939
Confidence [0.002799 0.002029 |0.9782 0.01461 290.1
interval
Entropy 1.35 1.769 1.612 1.48 1.874
Fractality 1.822 1.954 1.919 1.809 1.776
Fractality 0.07217 0.04929 0.05311 0.07904 0.1319
RMS

Length  of | Fractality Mean Normalized |Length  of

isoline RMS error |radius  of | RMS of [isoline

isoline isoline
radius

Count 500 500 500 500 500
Sum 1.228e+007 [ 58.55 4.348e+004 |359.2 1.228e+007
Min 1.298e+004 | 0.05671 35.01 0.4357 1.298e+004
Max 3.344e+004 |0.2143 108 1.575 3.344e+004
Mean 2.456e+004|0.1171 86.96 0.7183 2.456e+004
RMS 3309 0.02314 11.16 0.1666 3309
Median 2.466e+004 |0.1145 89.26 0.6788 2.466e+004
25 2.268e+004|0.1021 83.38 0.6259 2.268e+004
percentile
75 2.664e+004|0.1293 94.24 0.7431 2.664e+004
percentile
Skewness |-0.2976 0.7321 -1.981 2.468 -0.2976
Excess 0.4939 1.521 5.484 7.899 0.4939
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Confidence [290.1 0.002029 |0.9782 0.01461 290.1
interval

Entropy 1.874 1.769 1.612 1.48 1.874
Fractality 1.776 1.954 1.919 1.809 1.776
Fractality 0.1319 0.04929 0.05311 0.07904 0.1319
RMS
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ANEXO B - PARAMETROS DO IMAGEJ UTILIZADOS NAS MEDICOES DOS
CROMATOGRAMAS

Area Area de selecdo em pixels quadrados ou em unidades quadradas calibradas (por exemplo,
mmz2, 11 mz2, etc.) se ANALISAR [> DEFINIR ESCALA... | foi usado para calibrar espacialmente a imagem.

Valor de cinza modal Valor de cinza de ocorréncia mais frequente na selecéo. Corresponde ao
pico mais alto do histograma.

Nivel de cinza minimo e méaximo Valores de cinza minimo e maximo dentro da selecao.

Centroid O ponto central da selecdo. Esta € a média das coordenadas xey de todos os pixels na
imagem ou selecdo. Usa oscabecalhos X e Y.

Centro de massa Esta é a média ponderada de brilho das coordenadas xey de todos os pixels na
imagem ou selecdo. Usa ostitulos XM e YM. Essas coordenadas sdo os momentos espaciais de
primeira ordem.

Perimetro O comprimento do limite externo da selecdo. Usa o titulo Perim..Com |J 1.44f e
posterior, o perimetro de uma selecdo composta € calculado decompondo-o em selecBes
individuais. Observe que o perimetro composto e a soma dos perimetros individuais podem ser
diferentes devido ao uso de métodos de calculo diferentes.

Retangulo  delimitador O menor retdngulo que envolve a selecdo.Usa os
titulos BX, BY, Width e Height , onde BX e BY sdo as coordenadas do canto superior esquerdo do
retangulo.

Diametro de Feret A distancia mais longa entre dois pontos quaisquer ao longo do limite de selecéo,
também conhecido como calibre maximo. Usa o titulo Feret . O angulo (0--180 graus) do diametro do
Feret € exibido como FeretAngle, bem como o didmetro minimo do calibre ( MinFeret). As
coordenadas iniciais do diametro de Feret (FeretX e FeretY ) também sao exibidas.

Densidade integrada A soma dos valores dos pixels na imagem ou selecédo. Isso € equivalente ao
produto da area e do valor médio de cinza. Com 1J 1.44c e posterior, a densidade integrada bruta
(soma dos valores de pixel) é exibida sob o titulo RawIntDen quando a densidade integrada esta
habilitada.

Mediana O valor mediano dos pixels na imagem ou selecao.

Curtose O momento de quarta ordem sobre a média. Usa o titulo Kurt

REFERENCIAS
RASBAND, Wayne S. et al. ImageJ. 1997.
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ANEXO C - VALORES DAS OBTIDOS NAS COMPARACOES POR METODO DE PAR, PARA AMOSTRAS DE RESPIRACAO

Tabelas complementares as disponibilizadas no Capitulo 3

Tabela 9 - Medidas de respiracdo, comparadas por método pairwise. Lages, SC, 2020.

Diferenca média (I-J)

Tratamentos , 09/04/2020 10/04/2020 11/04/2020 12/04/2020 13/04/2020 14/04/2020 15/04/2020 16/04/2020 17/04/2020
Agua Alcool etilico 30% -23,819" 1,562" 1,569 -3,081" -1,122° -4,482" 1,046 0,346 -0,036
Calcarea c. 30CH -33,871° 0,828 0,887 -3,087" -1,574" -4,605" 849 -1,134 -1,829"
Silicea t. 30CH -38,670" 0,623 0,974 -1,031 -,147 -1,347 1,176 -,459 -1,576"
Alcool  etilico Agua 23,819 -1,562" -1,569" 3,081 1,122 4,482 -1,046 -,346 ,036
30% Calcarea c. 30CH -10,052" -0,735 -0,682 -0,006 452 _124 -,197 11,481 -1,794'
Silicea t. 30CH -14,852" -0,940 -0,594 2,049 976" 3,134 1130 -,805 -1,540°
Calcarea c. Agua 33,871" -0,828 -0,887" 3,087 1,574 4,605 -,849 1,134 1,829"
30CH Alcool etilico 30% 10,052" 0,735 0,682 0,006 452 124 197 1,481 1,794°
Silicea t. 30CH -4,800* -0,205 0,088 2,056" 1,427 3,258" 327 676 0,254
Siliceat. 30CH  Agua 38,670" -0,623 -0,974" 1,031 147 1,347 -1,176 459 1,576"
Alcool etilico 30% 14,852" 0,940 0,594 -2,049" -,976" -3,134" -,130 805 1,540"
Calcarea c. 30CH 4,800* 0,205 -0,088 -2,056° -1,427° -3,258" -,327 -,676 -,254

*A diferenca média é significativa no nivel 0,05. Ajustamento para diversas comparacdes: Bonferroni.
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Tabela 10 - Medidas de respiracdo, comparadas por método pairwise. Lages, SC, 2020

Diferengca média (I-J)

Tratamentos 28/04/2020 29/04/2020 30/04/2020 01/05/2020 02/05/2020 03/05/2020 04/05/2020 05/05/2020 06/05/2020
Agua destilada  Alcool etilico 30%  -31,610* -1,058* 0,679 -2,784* 0,422 -1,276* -0,153 -0,067 -2,073
Calcareac. 30CH  -42,543* -1,954* 0,076 -1,190* -2,503* -1,593* -0,384 -0,198 -2,955"
Silicea t. 30CH -40,812* -3,241* 0,546 -,516 1,335* -0,286 -1,507* -0,523 -4,470°
Alcool etilico 30% Agua destilada 31,610* 1,058* -0,679 2,784* -0,422 1,276* 0,153 0,067 2,073
Calcareac. 30CH  -10,933* -,896* -0,603 1,594* -2,925* -0,317 -0,231 -0,130 -,882
Silicea t. 30CH -9,201* -2,183* -0,133 2,268* 0,912 0,990* -1,353* -0,456 2,397
Calcarea c. 30CH Agua destilada 42 543* 1,954* -0,076 1,190* 2,503+ 1,593* 0,384 0,198 2,955
Alcool etilico 30% 10,933+ 0,896* 0,603 -1,594* 2,925+ 0,317 0,231 0,130 ,882
Silicea t. 30CH 1,731 -1,286* 0,470 0,674 3,837+ 1,307* -1,123* -0,326 -1,515
Siliceat. 30CH  Agua destilada 40,812* 3,241* -0,546 0,516 -1,335* 0,286 1,507* 0,523 4,470°
Alcool etilico 30% 9,201* 2,183+ 0,133 -2,268* -,912 -0,990* 1,353+ 0,456 2,397
Calcarea c. 30CH -1,731 1,286* -0,470 -0,674 -3,837* -1,307* 1,123+ 0,326 1,515

*A diferenca média é significativa no nivel 0,05. Ajustamento para diversas comparacdes: Bonferroni.
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Tabela 11 - Medidas de respiracdo, comparadas por método pairwise. Lages, SC, 2020

Diferenca média (I-J)

Tratamentos ] 16/05/2020 17/05/2020 18/05/2020 19/05/2020 20/05/2020 21/05/2020 22/05/2020 23/05/2020 24/05/2020
Agua destilada  Alcool etilico 30%  -24,776" 0,102 1,550 -,775 -,396 -2,234 -1,626 -,101 -,812
Calcareac. 30CH  -34,976" -0,899"* 0,291 -,888 -,291 -3,710° -2,290 177 -,039
Silicea t. 30CH -36,028" -1,364" 0,618 -,016 -,085 -1,877 -,558 -1,332" -1,076
Alcool etilico 30% Agua destilada 24,776" -,102 -1,550" 775 396 2,234 1,626 101 812
Calcareac. 30CH  -10,201" -1,001* -1,259* -,112 ,105 -1,476 -,664 279 774
Silicea t. 30CH -11,253" -1,466" -,932" 760 311 ,358 1,068 -1,231" -,264
Calcarea c. 30CH Agua destilada 34,976 ,899" -0,291 ,888 ,291 3,710 2,290 -177 ,039
Alcool etilico 30% 10,201" 1,001 1,259 112 -,105 1,476 664 -,279 - 774
Silicea t. 30CH -1,052 -,465 0,327 872 ,205 1,833 1,732 -1,510° -1,037
Siliceat. 30CH  Agua destilada 36,028 1,364 -0,618 ,016 ,085 1,877 ,558 1,332 1,076
Alcool etilico 30% 11,253 1,466 0,932 -,760 -,311 -,358 -1,068 1,231 264
Calcarea c. 30CH 1,052 465 -0,327 -0,872 -,205 -1,833 -1,732 1,510" 1,037

*A diferenca média é significativa no nivel 0,05. Ajustamento para diversas comparacdes: Bonferroni.
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ANEXO D - EXEMPLO DOS RELATORIOS CRIADOS DAS ANALISES DE FOLHAS
DE FEIJOEIRO COMUM

Detailed report of processing GDV images in the

GDV Scientific Laboratory program

The following GDV parameters of GDV images were calculated

during processing:
Area
Number of fragments

Form coefficient

Samples of GDV parameters:

58377

|\ Meee o] 'Il..l « ..| ..ml"il!ll“lﬂdl I l, | ol ‘
;. "!v' I '<1!1¢?=1fnm*'w

38918 : : 1 : 1 : 1 : 1 : 1 : 1 . L . 1
1 51 101 151 201 251 301 351 401 451 501
—&#—— Sample 1

122



__________________________________________________________________

‘ ll/l II \IH

—&—— Sample 1

". E ,lﬁl,,,, /IH T l" i .J“il

,\ r , 1"’ ll rt|l“||a. ‘|| ||I'IN||! T

401

123



' ' ' , , , , , oo
: : : _ _ : : _ 23

[
R s
' ' ' _ _ : : _ $h
“ : : “ ; : . YR}

o [o2] =) M~ o wn < [y o — a ] .

ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ



/

/

(2]

+—

c

(5]

< 2 I 3
o I Y o <t & [ e e e ) ud
© . . . . . _ o o o X uw 2 | . | . . " . . . @ © o~
= R S g s © = k=) R S S S W 83 S
S A ”e .~ O £ A .

o v, ' ' v wn S = (<]} [75)
o

[<5]

Q8 o s L
o ()] o o )

= @ «© ~ © [E] < © o — o [<5] P o = 3 © ~ o~ o «© © < o o
s =) o ~ © [rs! <+ 3] o - c [%9) o o = =3} @ ~ © <+ 5] N -

////////////////



Excess: -0.0983781
Kolmogorov-Smirnov test: d = 0.0383198, p = 0.454962

The tables of data statistics

Area Number of | Form coefficient
fragments

Count 500 500 500
Sum 2.446e+007 8124 7851
Min 4.075e+004 3 12.23
Max 5.549e+004 44 20.28
Mean 4.893e+004 16.25 15.7
RMS 3005 7.846 1.445
Median 4.887e+004 15 15.71
25 percentile 4.688e+004 10 14.63
75 percentile 5.083e+004 21 16.51
Skewness -0.1172 0.8545 0.2159
Excess -0.2722 0.7644 -0.09838
Confidence interval |263.4 0.6879 0.1267
Entropy 2.102 1.995 1.983
Fractality 1.891 1.959 1.958
Fractality RMS 0.0842 0.04942 0.04198

The following GDV parameters of GDV images were calculated

during processing:

Entropy by isoline
Spatial fractality
Fractality RMS error

Length of isoline
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Samples of GDV parameters:
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Length of isoline

150

135

120

105

90

75

60

abservation count:

— 7 =
B I . / / / o
Skewness: -0.603968
Excess: 1.04229
Kolmogorov-Smirnov test: d = 0.0240587, p = 0.934383
The tables of data statistics
Entropy by | Spatial Fractality RMS | Length of
isoline fractality error isoline
Count 500 500 500 500
Sum 1017 949 75.79 3.473e+006
Min 1.706 1.841 0.09484 5121
Max 2.208 1.94 0.2254 9012
Mean 2.034 1.898 0.1516 6946
RMS 0.07099 0.01956 0.02678 650.4
Median 2.044 1.9 0.1479 6935
25 percentile 1.99 1.884 0.13 6478
75 percentile 2.088 1.913 0.1699 7385
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Skewness -0.604 -0.3575 0.4835 0.1061
Excess 1.042 -0.3315 -0.3176 0.08798
Confidence 0.006224 0.001715 0.002348 57.03
interval

Entropy 1.728 2.072 2.092 1.925
Fractality 1.976 1.933 1.956 1.973
Fractality RMS [0.04575 0.06462 0.05704 0.03955
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ANEXO E — DADOS PRELIMINARES DE ENTROPIA APROXIMADA E ENTROPIA
DA AMOSTRA

O objetivo da entropia aproximada (ApEn) e da entropia da amostra (SampEn)
€ estimar a aleatoriedade de uma série de dados sem qualquer conhecimento prévio
sobre a fonte geradora do conjunto de dados (DELGADO-BONAL & MARSHAK,
2019). A Entropia Aproximada foi derivada da entropia de Kolmogorov-Sinai (K-S) que
permite estimar a taxa de geracéo de informac&o de um sistema. A entropia K-S, foi
modificada por diversos autores, até que Pincus (1991) fez adaptacdes para analise
das propriedades de sinais com pequeno numero de amostras, fornecendo
informacédo sobre o nivel de complexidade dos mesmos (BURIOKA et al., 2005). A
Entropia Aproximada pertence a um grupo de metodologias estatisticas que permite
investigar o nivel de regularidade de um sinal (PINCUS & KEEFE, 1992; PINCUS &
GOLDBERG, 1994).

Na pratica, o viés da ApEn tem duas implicagBes importantes. A primeira é
gue, conforme mencionado anteriormente, a consisténcia relativa ndo é garantida, e
dependendo do valor de r os resultados podem ser diferentes. A segunda € que o
valor de ApEn depende do comprimento da série de dados. Para evitar esses dois
problemas, Richman e Moorman (2000) definiram o SampEn, uma estatistica que nao
possui autocontagem. SampEn (m, r, N) é o valor negativo do logaritmo da
probabilidade condicional de que duas sequéncias semelhantes de m pontos
permanecam semelhantes no proximo ponto m+1, contando cada vetor sobre todos
0S outros vetores, exceto sobre si mesmo. Isso implica que SampEn mantém a
consisténcia relativa e também € principalmente independente do comprimento da
série.

Como estes dados deveriam ser analisados em conjunto, esses foram

colocados como Anexo.

Metodologia

Os dados analisados foram obtidos das observacdes da area do GDV, ja

citados nos capitulos 2 e 5, foram usados os dados de area porque é um parametro
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nao processado, apenas mensurado. As analises foram feitas com auxilio do software
R Core Team (2020), com o pacote PRACMA instalado.

Resultados preliminares

A entropia aproximada das amostras das altas diluicdes submetidas ao GDV,
mostrou que o0 comportamento que a area da agua destilada exibiu, foi menor que os
demais tratamentos, Calcarea carbonica 30CH e Silicea terra 30CH, obtiveram valores
intermediarios, enquanto que o tratamento composto por alcool etilico 30%, foi o que
mais apresentou diferencas.

Para as comparacdes que ndo dependem do tamanho da amostra, o SampEn,
os valores obtidos foram extremamente baixos, onde mesmo a agua destilada que
obteve o maior valor, SampEn = 0,235, ndo pode ser considerado alto, pois a grosso
modo, valores préximos a zero, mostram séries com pouco grau de aleatoriedade.
Esse tipo de observacdo nos remete a ideia de normalidade, em termos estatisticos,
nao é uma medida totalmente adequada ao GDV, e assim como muitos fenébmenos
fisicos e biolégicos, carecem de metodologias adequadas as condi¢cdes que

apresentam.

Entropia aproximada (parametro area)

—#— ApEn=0,1041 - agua destilada
g - 2 —— ApEn=0,2479 - dgua destilada + dlcool 30%
g —4— ApEn=10,1858 - Calcarea carbonica 30CH

= —*— ApEn=0,2188 - Silicea terra 30CH
(=] ow
£ ©
L
z
(]
E < _|
= S
a
o
< o

(o]

(]

2

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

noise filter, r/'a

Elaborado pelo autor (2021).
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Entropia da amostra (parametro area)

—&—  SampEn = 0,056 - 4gua destilada
o | —— SampEn=0,235 - 4gua destilada + dlcool 30%
™ —4— SampEn=0,181 - Calcarea carbonica 30CH
—*— Sampkn =0,201 - Silicea terra 30CH
a v |
9 -
=
L]
= o |
g -
1]
w
w |
(o]
o |
(]

0.0 0.5 1.0 1.5 20

noise filter, r/'a

Elaborado pelo autor (2021).

Valores obtidos para medicdes da area do GDV das folhas

Os valores obtidos da Entropia aproximada para folhas demostram que agua
destilada apresentou os maiores valores, ApEn = 1,4099, isso significa que houve
maior aleatoriedade nos dados da série temporal, 0 menor valor de ApEn foi obtido na
avaliacao da série de dados da Calcarea carbonica 30CH.

Para os valores de entropia da amostra, que independe do N amostral, Silicea
terra 30CH obteve menor valor com SampEn = 1,8195, desta vez o maior valor de
entropia ficou com o tratamento com agua destilada.

Nos dois casos, as altas diluicbes apresentaram maior regularidade, ou seja,
comparados pelo N amostral, ApEn, e por uma estimativa que nao leva em
consideracdo o numero de amostras, 0 SampEN.

Ressalta-se que esse tipo de avaliagdo, comum em séries temporais nao
lineares, pode contribuir para dar mais clareza a dados obtidos pelo GDV, que por sua
natureza elétrica, produzem sinais ruidosos que por vezes passam a impressao de

serem aleatorios.
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Entropia aproximada (parametro area)

| —&— ApEn=1,3202 - d4gua destilada
- —— ApEn=1,4099 - dgua destilada + dlcool 30%
—4— ApEn=1,3172 - Calcarea carbonica 30CH
= —+— ApEn=1,3344 - Silicea terra 30CH
o
£ o |
T
z
m
E
=
(=]
o v _|
o (o]
<
o |
(]

noise filter, ris
Elaborado pelo autor (2021).

Entropia da amostra (parametro éarea)

T —8— SampEn = 1,8901 - 4gua destilada
—e— Sampkn =1,8598 - dgua destilada + alcool 30%
< —A— SampEn=1,8399 - Calcarea carbonica 30CH
—4— SampEn=1,8195 - Silicea terra 30CH
a2
(=]
5 o -
[
Ll
i)
a
E o T
L8]
w
o -

noise filter, r/s

Elaborado pelo autor (2021).
Conclusbes preliminares

O GDV produz séries temporais néo lineares, o estudo da entropia da amostra
e da entropia aproximada, pode caracterizar diferentes matérias. Pela natureza

elétrica, a interacdo entre o sinal gerado e a amostra produzira padrdes unicos, que
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tratados de forma adequada podem contribuir com a interpretacao dos dados obtidos

das imagens de GDV.
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ANEXO F — ISOLINHAS E ALGORITMOS USADOS

A descricdo matematica das imagens de descarga de gas de gotas de
solugdes inorganicas € menos complicada em comparagdo com objetos biologicos,
uma vez que podemos assumir que a queda rotacional € simétrica. Portanto, todos os
desvios da rotacéo simetria observada na imagem de descarga de gas séo devidas a
processos aleatorios de descarga de gas em si. Isso permite um para diminuir
radicalmente o numero de pardmetros numeéricos suficiente para caracterizacdo da
imagem.

Para processar a imagem numericamente, primeiro encontramos a posicao
de seu centroide (com a luminosidade desempenhando o papel de densidade da
imagem). Em seguida, construimos curvas de luminosidade constante (isolinhas), que
sdo curvas fechadas em torno do centroide. Em principio, é suficiente nos
restringirmos a qualquer uma das isolinhas para extrair informacfes matematicas
relevantes. No entanto, para obter a melhor combinacdo de estabilidade e
sensibilidade dos parametros, € conveniente para tirar a isolinha correspondente a
meédia luminosidade da imagem.

O software Scientific laboratory®, utiliza o centro de massa e posteriormente

o algoritmo desenvolvido por Bresenham (1965) para obter as isolinhas (Figura a).

Figura a - Captacao das imagens pelo software.
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A esquerda, como os raios sdo dispersos a partir do centro de massa, a direita a sele¢éo do pixel em

angulo, metodologia criada por Bresenham (1965).
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Esta curva pode ser descrita numericamente como um conjunto de numeros f
n, onde n51, . .., N é um “angulo discreto” (as imagens tem resolucao suficiente para
dividir todo o angulo 2p em 1028 pecas, ou seja, tomamos N=1028). Numero f n

medidas (em pixels) a distancia do centroide a isolinha.

Adaptado de:

BRESENHAM, J.E. Algorithm for Computer Control of a Digital Plotter, IBM Systems
Journal, Vol. 4, No.1, pp. 25-30. January. 1965.

KOROTKOV, K.G. KOROTKIN, D.A. Concentration Dependence of Gas Discharge
Around Drops of Inorganic Electrolytes. Journal of Applied Physics. St Petersburg,
V. 9, p. 4732-4726, 2001.
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ANEXO G — ESPECIFICACOES GDV USADO NOS EXPERIMENTOS

KELSY system consists of the following mainframes:

The high-voltage television scanner. It transforms a Kirlian picture to analogue

television signal.

Specifications:

Diagonal of picture, mm 100

Resolution, TVL 400

Maximum impulse voltage, kV 25

Regulation range of power of voltage impulses, % 10- 100

Maximum impulses frequency, Hz 1000

Digitizer transforms an analogue television signal to a digital code. For standard PC
integration it is possible to use a device with the following ports and buses:

USB (maximum frequency is 5 frames per second);

LPT (maximum frequency is 5 frames per second);

ISA; PCI and other internal buses of a computer (maximum frequency is up to 50
frames per second);

CD with software allows handling and systematizing captured Kirlian images.
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