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COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA DE ESPECIES DE
Nectandra E Stevia rebaudiana

Botucatu, 2014. 77p. Tese (Doutorado em Agronomia/Horticultura) - Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista .

Autor: ELZA DE OLIVEIRA FERRAZ

Orientador: GIUSEPPINA PACE PEREIRA LIMA

1. RESUMO

Com o aumento no interesse por produtos naturais o estudo de
plantas medicinais nativas tornou-se relevante quanto aos componentes fitoquimicos e
as atividades biologicas desconhecidas, em contraste com plantas nativas da Europa,
que ja foram exaustivamente estudadas. O presente estudo foi dividido em trés artigos, a
tematica dos dois primeiros artigos foi a caracterizagao bioquimica de espécies nativas
do género Nectandra. Durante um ano foram realizadas coletas, no meio de cada
estagdo do ano, de folhas e cascas das espécies Nectandra lanceolata, Nectandra
grandiflora e Nectandra megapotanica, na Fazenda experimental Edgardia e Fazenda
Lageado pertencentes ao Campus Botucatu — Unesp, situadas no municipio de Botucatu,
Sao Paulo. O primeiro artigo objetivou avaliar a efeito da sazonalidade nos teores de
compostos fenolicos e na atividade antioxidante em folhas e cascas de Nectandras. Os
resultados evidenciaram que a época de coleta influenciou a presenga de compostos
fenodlicos nas espécies nas diferentes partes da planta, dando-se um maior destaque para
a espécie N. megapotdamica. Assim como, para a atividade antioxidante, cuja espécie em
evidéncia foi N. lanceolata. O segundo artigo avaliou a influéncia da sazonalidade no
teor, caracterizacdo quimica e atividade antimicrobiana frente a cepas de Escherichia
coli sp. e Staphylococcus aureus sp. Os resultados deste estudo mostraram que as
espécies N. grandiflora e N. lanceolata apresentaram muita semelhanca em seus
compostos volateis durante o ano, diferentemente da N. megapotamica. As espécies N.
megapotamica ¢ N. lanceolata se mostraram promissoras quanto a atividade
antibacteriana. O terceiro artigo, realizado durante o estagio de Doutorado Sanduiche

em Padova, visou avaliar o efeito das diferentes doses de macronutrientes (NPK) no



rendimento e qualidade de Stevia rebaudiana Berth. O experimento foi conduzido
durante a estacdo de verao na Italia em ambiente protegido, com esquema fatorial split-
splot de 3 x 3 x3. A dosagem mais adequada que relaciona a produtividade da espécie e

o teor de glicosideos de esteviol foi a N 0.25g/L P 0.5g/planta e K 1.5g/planta.

Palavras-chave: Epoca de coleta, compostos volateis, atividade antioxidante, estevia.



CHEMICAL COMPOSITION AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF SPECIES
Nectandra AND Stevia rebaudiana

Botucatu, 2014. 77p. Tese (Doutorado em Agronomia/Horticultura) - Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista .

Author: ELZA DE OLIVEIRA FERRAZ

Adviser: GIUSEPPINA PACE PEREIRA LIMA

2. SUMMARY

The growing of the interest in natural products, the study about
native medicinal plants has been relevant as the phytochemical constituents and
biological activities, in contrast to Europe plants, which have been extensively studied.
This study was divided into three articles, the theme of the first two articles was the
biochemical characterization of native species of Nectandra genre. For a year have been
collected, in the middle of each season, leaves and bark of the species Nectandra
lanceolata, Nectandra grandiflora and Nectandra megapotdamica in the Edgardia Farm
and Lageado Farm belonging to the Campus Botucatu - UNESP, located in Botucatu,
Sao Paulo. The first article aimed to evaluate the effect of seasonality in phenolic
content and antioxidant activity in leaves and barck of Nectandras. The results showed
that the sampling time influenced the presence of phenolic compounds in the species in
different parts of the plant, giving greater prominence to the species N. megapotamica.
As for the antioxidant activity whose species was evidence N. lanceolata. The second
article assessed the influence of seasonality in content, chemical and antimicrobial
activity of strains of Escherichia coli sp. and Staphylococcus aureus sp. The results of
this study showed that species N. grandiflora and N. lanceolata showed a lot of
similarity in their volatile compounds during the year, differently of N. megapotamica.
The species N. megapotamica and N. lanceolata proved promising on the antibacterial
activity. The third article, accomplished during Sanduiche Doctoral stage in Padova,
aimed to evaluate the effect of different doses of macronutrients (NPK) on the yield and
quality of Stevia rebaudiana Berth. The experiment was conducted during the summer

season in Italy in greenhouse, with a factorial split-splot 3 x 3 x3. The most appropriate



dose that relates the productivity of the species and the steviol glycosides content was

0.25g/L' N, 0.5g/plant and K 1.5g/plant.

Keywords: Collection epoch, volatile compounds , antioxidant activity, stevia.



3. INTRODUCAO

Atualmente, estd fundamentado nas pesquisas cientificas que a
produgdo de metabdlitos secundarios representa uma interface quimica entre as plantas
e o ambiente circundante, portanto, sua sintese ¢ frequentemente afetada por condicdes
ambientais, tornando-se relevante associar as condi¢des intrinsecas e extrinsecas mais
apropriadas com o maior teor de principios ativos de interesse nas espécies medicinais.

Uma diversidade de espécies medicinais e aromaticas contém
compostos quimicos que apresentam propriedades biologicas, como a atividade
antioxidante e antimicrobiana. Pesquisas estdo sendo desenvolvidas com intuito de
descobrir novos antioxidantes naturais para a futura aplicagdo em formulacdes de
alimentos, de produtos cosméticos e farmacéuticos. Outra linha de pesquisas com
extratos e 0leos essenciais visa uma possivel aplicacao racional de principios ativos no
tratamento de doengas (NASCIMENTO et al.,, 2000). No entanto, a informacao
cientifica sobre as propriedades biologicas de varias plantas, particularmente aquelas
que sdao menos utilizadas na culinaria ou na medicina, como ¢ o caso de algumas
espécies florestais, ainda ¢ bastante escassa, abrindo uma lacuna para o
desenvolvimento de tais produtos.

Deste modo, devido ao contemporaneo interesse por
investigacdes de novas substincias naturais provindas de espécies inexploradas,
permite-se o aprofundamento de estudos que viabilizem uma exploragdo de metabdlitos

secundarios benéficos ao ser humano de uma maneira sustentavel e consciente.



A espécie Stevia rebaudiana Bertoni. é nativa da América do
Sul, na regido fronteiri¢a entre Brasil e Paraguai. Sua utilizagdo remete aos costumes
indigenas por ser fonte de glicosideos diterpénicos derivados de esteviol que possuem
alto poder adogante. Devido a abertura no comércio desta espécie no mercado europeu,
desperta a necessidade de estudos agrondmicos que respaldam o seu cultivo e sua
produtividade. Assim, o presente estudo vém a colaborar com uma parte das
informacoes ainda incipientes na regido do norte da Itélia.

A Tese foi dividida em trés capitulos, o primeiro intitulado
“Atividade antioxidantes em trés espécies brasileiras de Nectandra (Lauraceae)
influenciadas pela sazonalidade” foi formatado de acordo com as normas da Revista
Industrial Crops and Products, o segundo cujo o titulo ¢ “Sazonalidade: Influéncia
sobre o rendimento, composi¢do quimica e atividade antimicrobiana de 6leos essenciais
de espécies de lauraceas” foi formatado de acordo com as normas da Revista Natural
Product Research e o terceiro capitulo, desenvolvido durante o estdgio de doutorado
sanduiche, intitula-se “Efeito das doses de nitrogénio, foésforo e potassio no rendimento
e na qualidade de Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) cultivados em vasos” foi adequado

as normas da Revista Industrial Crops and Products.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 A Familia Lauraceae

4.1.1. Historico e importancia das Lauraceas

A utilizagdo de produtos naturais com propriedades terapéuticas
¢ tdo antiga quanto a civilizagdo humana. Por muito tempo, produtos manipulados a
base de minerais, vegetais e animais foram as principais fontes de drogas utilizadas
pelos seres humanos. A busca por alivio e cura de enfermidades empregando-se as
plantas talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizagdo dos produtos naturais.
A historia do desenvolvimento das civilizagdes Oriental e Ocidental € rica em exemplos
de recursos naturais na medicina que foram utilizados no controle de pragas e em
mecanismos de defesa.

A histéria do Brasil estd intimamente ligada ao comércio de
produtos naturais, os quais determinaram as varias disputas de posse da nova terra e, por
fim, a coloniza¢@o portuguesa. A convivéncia e o aprendizado com os mais diferentes
grupos étnicos trouxeram valiosas contribuigdes para o desenvolvimento da pesquisa
em produtos naturais, do conhecimento da relagdo intima entre a estrutura quimica de
um determinado composto e suas propriedades bioldgicas e interagdo ambiente-planta.
Assim sendo, a natureza forneceu muitos modelos moleculares que inspiraram o
desenvolvimento da sintese organica classica (VIEGAS JUNIOR, 2006).

As Lauraceas formam uma grande familia de arvores e arbustos,

predominantemente tropicais, com a exce¢do de Cassytha, popularmente conhecida



como cipd-chumbo, uma herbacea parasita. A familia estd mais representada nos
tropicos americanos e asiaticos, tendo também um grande numero de espécies na
Australia e Madagascar, mas é pobremente representada na Africa (Figural).
Atualmente sdo reconhecidos por volta de 50 géneros e o numero estimado estd entre
2.500 - 3.000 espécies (MORAES, 2005; WERFF; RICHTERM, 1996).

Na regido neotropical ocorrem 30 géneros da familia Lauraceae,
sendo que, no Brasil identificaram-se 22 géneros. Destes, apenas 16 estdo representados
nos atuais remanescentes da Mata Atlantica brasileira: diouea, Aniba, Beilschimiedia,
Cassytha, Cinnamomum, Cryptocarya, Endlicheria, Licaria, Mezilaurus, Nectandra,
Ocotea, Persea, Phyllostemonodaphne, Rhodostemonodaphne, Urbanodendron e
Williamodendrom. Apenas o género monotipico Phyllostemonodaphe ¢ exclusivo do
bioma. Sua ocorréncia € restrita a floresta pluvial atlantica da regido sudeste. Dentro dos
géneros estiao espécies com ocorréncia igualmente restrita, constituindo-se em exemplos
de endemismos, restritos ou ndo. Entre estes podemos citar Mezilaurus navalium
Taubert ex Mez, inica espécie do género da floresta pluvial atlantica do sudeste, muito
explorada para a construg@o naval, pois produz madeira de alta densidade e durabilidade

(BAITELLO, 2014).

Figura 1—‘:Mapa coma distribﬂigéo mundlaT
Do ponto de vista econdmico, formam um importante grupo,
pois muitas espécies sao produtoras de madeira de alta qualidade e frutos comestiveis,
sintetizam metabolitos secundarios que sdo usados na industria alimenticia, cosmética e
farmacéutica. Somando-se a importancia econdmica, as laurdceas neotropicais,
incluindo as brasileiras, sdo também ecologicamente importantes (BAITELLO, 2001).
As espécies aromaticas pertencentes a familia Lauraceae estdo

entre as mais utilizadas por essas industrias. Cinnamomum camphora (L.) Presl. e



Lindera benzoin (L.) Blume sdo reconhecidas como algumas das principais espécies
produtoras de Oleos essenciais da familia. A espécie C. camphora (L.) Presl.,
popularmente conhecida como céanfora, ¢ conhecida desde a Grécia antiga. Possui
utilizagdo na industria de perfumaria e medicamentos, devido ao odor agradavel
produzido pelo linalol. Da espécie L. benzoin (L.) Blume, se extrai o 6leo de benjoin
(COE-TEIXEIRA, 1980). As espécies do género Aniba Aubl. destacam-se pelo alto
valor econdémico, devido a constituicdo do Oleo essencial encontrado em grande
quantidade principalmente no lenho e na casca.

Dentre as espécies mais famosas podemos citar Aniba
rosaeodora Ducke, espécie nativa da Regido da Amazonica. O dleo essencial desta ¢
caracterizado pelo alto teor de linalol, substancia quimica muito utilizada na industria
cosmética, em especial na area de perfumaria. Esta espécie, at¢ a década de 1950,
representou grande parcela na balanca comercial da Amazodnia através da exportagdo do
seu Oleo essencial. Porém, a intensa exploracdo do pau-rosa nas matas naturais, aliada a
falta de uma politica de reposi¢ao contribuiu fortemente para que esta espécie tivesse
seus recursos genéticos empobrecidos (MARQUES, 2001; OHASHI et al., 2004).

O género Laurus, considerado bastante representativo para a
familia, ¢ composto somente por duas espécies nativas da Regido Mediterranea: o
Laurus azorica (Seub.) ranco e o Laurus nobilis L. As folhas de Laurus nobilis L., o
loureiro, eram utilizadas pelos antigos gregos € romanos para confeccionar coroas, com
as quais se homenageavam guerreiros e atletas vitoriosos, e estdo entre os condimentos
conhecidos da culinéria de todo o mundo. As folhas sdo utilizadas como aromatizante
na industria alimenticia devido a presenga de oleos essenciais. Além disso, o extrato
aquoso na medicina popular turca ¢ considerado anti-inflamatorio, antisséptico,
digestivo, diurético e como antidoto contra picada de cobra. Estas atividades bioldgicas
sdo atribuidas devido a presenca de flavondides, lactonas e alcaloides (MUNIZ-
MARQUEZ et al., 2013).

As espécies do género Cinnamomum sao conhecidas pela grande
producao de oleo essencial e o valor comercial dos 6leos depende da espécie e da parte
da planta utilizada. Os 6leos essenciais mais importantes no mercado mundial sdo os
obtidos de Cinnamomum verum J. Presl, popularmente conhecida como ‘“canela
condimento”, Cinnamomum cassia (L.) J. Presl, “canela cheirosa”, Cinnamomum
camphora (L.) J. Presl, “canfora” e Cinnamomum zeylanicum Blume, “canela-da-india”

e “canela-do-ceilao”. Este género ¢ originario de algumas regides da Asia, como a India
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e o Ceildo. As partes internas da casca do tronco e dos ramos constituem a canela do
comércio, com vasto uso mundial na perfumaria e na culindria, devido suas
propriedades aromadticas e condimentares além de ser, popularmente, utilizada como
estimulante, tonica, carminativa e antiespasmodica. A canela e o seu 0leo essencial sdo
empregados como corretivos do odor e do sabor na preparagdo de alguns medicamentos
(PIO CORREA, 1984; COSTA, 2002; LIMA et al., 2005).

No Brasil, destacam-se especialmente as espécies de Ocotea e
de Nectandra, conhecidas popularmente como canelas, loureiros ou embuias, que
remontam ao comeco da coloniza¢do, quando foram exploradas para o emprego na
construgao naval e movelaria de luxo (CANTE, 1988; QUINET; ANDREATA, 2002).
O género Ocotea destaca-se pelo maior nimero de espécies que sdo empregadas como
medicinais, sendo utilizadas contra cefaleias, reumatismo, intoxicagdes metalicas,
sifilis, dermatoses, problemas no trato urinario, como tdnicas, estomaquicas, diuréticas,
etc. (ZSCHOCKE et al., 2000a; 2000b; MARQUES, 2001; BACKES; IRGANG, 2009)
A Ocotea odorifera (Vell.) Rowher, conhecida como canela-sassafras, ¢ uma das
espécies nativas mais populares, distribuindo-se nos dominios da Mata Atlantica, do sul
da Bahia até o Rio Grande do Sul. E considerada uma espécie importante no processo
de recuperagdo de matas ciliares, além de possuir destaque por sua composi¢ao
fitoquimica, pela sintese de flavondides, polipropanoides, esterdides, sesquiterpenos e
0leos essenciais (CARVALHO 1994). Um dos principais componentes do seu OE, o
safrol, foi o motivo pelo qual milhares de individuos de canela-sassafras foram
sacrificados nas matas do sul do Pais até a década de 1990, levando a espécie a ser

incluida na lista oficial de espécies ameacadas de extingdo (CARMO et al., 2007).

4.1.2 Género Nectandra e suas aplicacoes

No Estado de Sado Paulo, através de levantamentos floristicos
realizados, a familia Lauraceae figura entre aquelas que apresentam maior numero de
espécies no bioma da Mata Atlantica, e os géneros Nectandra se encontram bem
representados e caracterizados pela presenca de alcaloides na sua composi¢cdo
fitoquimica (TABARELLI; MANTOVANI, 1999). Espécies do género Nectandra sao
amplamente utilizadas na medicina popular devido a sua atividade antirreumatica,
digestiva e diurética. Algumas das propriedades medicinais foram comprovadas por
alguns estudos, como em Nectandra salicifolia (Kunth) Nees, cujo extrato alcodlico da

casca evidenciou propriedade relaxante muscular, atividade antifingica e antimalarica,
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devido a presenca do alcaloide costaricina obtido do extrato metandlico da casca
(GUTERREZ, 2008). Propriedades anti-inflamatoérias também foram relatadas para a
espécie N. angustifolia (Schrad.) Nees (MELO et al., 2006). Segundo Marques (2001),
frutos e folhas de N. pichurim (Kunth) Mez sdao odoriferos e usados contra colicas e
problemas gastricos e o lenho de N. rodiei Schomb. ¢ reconhecido como tonico,
antipirético, relaxante vascular e antimalarico.

Dentre outras espécies representativas na regido sudeste do
Brasil pode-se citar Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez, vulgarmente conhecida
como canela-louro, canela-preta, canela-ferrugem e canela-fedorenta, muito utilizada
como planta ornamental no Estado de Sao Paulo (LORENZI, 2002). Ocorre desde o sul
de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul e também na regido Centro-Oeste. Segundo
Lorenzi (1998), trata-se de uma planta perenifoliada ou semidecidua, sem preferéncia
definitiva por tipo de solo, desenvolvendo-se em solos umidos até os de drenagem
rapida. Apresenta ampla dispersdo pela floresta ombrofila em geral, sendo menos
frequente nas associagdes pioneiras e secundarias. E uma que integra a lista das espécies
ameacadas de extingdo (BAITELLO, 2001).

Estudos relatam que a espécie possui agdo anti-inflamatoria e
analgésica (SILVA FILHO et al. 2004). A composi¢do quimica do Oleo essencial
provindo das folhas e galhos evidenciou a presenca de sesquiterpenos como o E-
nerolidol, espatulenol, 6xido de cariofileno e guaiol. Nas folhas, o componente
majoritario do 6leo essencial foi o E-nerolidol e este ¢ conhecido pela sua atividade
antimalarica. J4 nos galhos, o guaiol foi encontrado como componente majoritario do
6leo essencial e lhe ¢ atribuida atividade antibacteriana (MARIN et al., 2010). A casca
de N. megapotamica ¢ utilizada na medicina popular como antirreumatico e analgésico
(DA SILVA FILHO et al., 2004).

A espécie N. grandiflora é encontrada predominantemente nos
biomas Mata Atlantica e Cerrado, entre os estados de Minas Gerais ¢ Rio Grande do
Sul. (QUINET et al., 2010). Também ¢ considerada como uma espécie ameacada de
extingdo. Conhecida popularmente como canela-amarela, canela-fedida e canela-
cheirosa, ¢ uma planta heliofila e secundéria, sendo uma das espécies de melhor
regeneragdo dentro da floresta (LORENZI, 2002). Na medicina popular, a espécie ¢
utilizada como anti-reumatica, diurética e digestiva (RAGGI, 2008). A atividade
antimicrobiana em Nectandra grandiflora, sobre o crescimento de Staphylococcus

aureus foi descrita por Cunico et al. (2010). Os mesmos autores aferem a presenca de
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espatulenol, a-pineno, cariofileno e copaeno no odleo essencial da espécie. Estudo
cromatografico do extrato etandlico das folhas de N. grandiflora verificaram que o
isolamento de dois flavondides glicosilados tiveram atividade antioxidante inibindo a
oxidacdo do p—caroteno (RIBEIRO et al., 2005). Estudos quimicos e farmacologicos
preliminares realizados com essa espécie evidenciaram atividade antitumoral do extrato
etanolico de sua casca, que produziu efeito inibitorio do sarcoma 180 e do carcinoma de
Ehrlich implantados em ratos (MORENO et al, 1993).

A espécie N. grandiflora, por possuir comportamento sazonal na
produgdo de sementes pode-se tornar vulneravel a agdes antropicas e susceptiveis ao
processo de extingao.

A N. laceolata caracteriza-se por ser arvore perenifolia, com 10
a 15 m de altura e 20 a 50 cm de Dap, ocorrendo principalmente na Floresta Ombrofila.
Sua madeira ¢ indicada na construgdo civil, para ser usada como materiais de
sustentacdo e moveis, além de ser também fonte de energia quando usada como lenha e
carvao (CARVALHO, 2002). Sao inexistentes estudos sobre a caracterizagdo quimica e
atividade biologica nesta espécie.

O Brasil, com a grandeza de seu litoral, de sua flora e, sendo o
detentor de grande biodiversidade no planeta, ndo pode abdicar de sua vocagdo para os
produtos naturais. Muitas das plantas medicinais nativas sdo consumidas e propagadas
por usudrios ou comerciantes, porém possuem incipiente comprovacao de suas
propriedades farmacologicas, bem como, de seus constituintes quimicos. Muitas vezes
essas plantas sdo, inclusive, empregadas para fins medicinais diferentes daqueles
utilizados pelos silvicolas. Nao obstante, a escassa inovagdo tecnologica em pesquisa e
exploracdo de produtos naturais ¢ uma das caracteristicas marcantes de paises em
desenvolvimento. Em consequéncia disso, torna-se relevante o trabalho conjunto de
pesquisadores na universidade com agéncias de fomento que estimulem e promovam o
descobrimento de novas substancias biologicamente ativas que possuam futura

aplicagdo na industria farmacéutica, cosmética ou em alimentos.

4.2 Stevia Rebaudiana Bertoni

4.2.1 . Caracteristicas da espécie S. rebaudiana Bertoni
A espécie Stevia rebaudiana Bertoni ¢ um arbusto ramificado

pertencente a familia Asteraceae, nativa da regido de fronteira entre Brasil e Paraguai,
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estendendo-se também pelo Brasil e Argentina. Conhecida popularmente como estévia,
folha-doce ou erva-doce, caracteriza-se por ser uma espécie herbacea perene, semiereta,
com altura variando entre 40 a 80 cm, folhas lanceoladas e flores esbranquigadas
eunidas em capitulos terminais (SOEJARTO, 2002; LORENZI; MATOS, 2002).

A tribo indigena “Guaranis” utilizava a espécie de Stevia
rebaudiana, que eles chamaram caa-hé-e (" erva doce "), como adogante em erva-mate e
chas medicinais para o tratamento de azia e outras doencas (BRANDLE; TELMER,
2007). Por meio desses conhecimentos étnicos, a espécie S. rebaudiana tem promovido
crescente interesse cientifico como fonte de compostos secundérios, em especial o
esteviosideo, presente abundantemente nas folhas. Atualmente, o cultivo de estévia
abrange outras regides do mundo além do Brasil, incluindo Canada e algumas partes da
Asia e Europa (LEMUS-MONDACA, 2012).

A estévia ¢ uma espécie com grande sensibilidade ao
fotoperiodo, exigindo dias curtos para seu melhor desenvolvimento. A exigéncia de
fotoperiodo fez com que pesquisadores concluissem que o cultivo em areas temperadas
no verdo seria ideal para alta produgdo de esteviosideo. A temperatura ideal para o seu
cultivo varia em torno de 20° a 25°C, porém a espécie tolera ocasionalmente
temperaturas inferiores a 9°C (RAMESH et al. 2006).

Quanto a exigéncia nutricional, a espécie caracteriza-se pela
adaptabilidade a solos pobres em macro e micronutrientes, desde que estes fornegam
umidade e drenagem adequada para um bom desenvolvimento das plantas (GOENADI,
1987). Porém, estudos revelam estreita correlagdo entre o suprimento nutricional e o
actimulo de glicosideos (RAMESH et al., 2006).

A baixa taxa de germinacao das sementes ¢ um fator que limita
a sua producdo em larga escala, além de ndo permitir a produ¢do de populacdes
homogéneas, resultando grande variabilidade em caracteristicas importantes, como 0s
niveis de edulcorantes e composi¢do (NAKAMURA; TAMURA, 1985). Usualmente a
propagacao da espécie ¢ feita por estacas, entretanto, a técnica ¢ ainda limitada para a
estévia, devido ao pequeno numero de individuos que podem ser obtidos
simultaneamente a partir de uma unica planta. Devido a estas dificuldades, a técnica de
propagacdo via cultura de tecidos t€ém sido a melhor alternativa para a propagagdo em
massa da espécie, todavia, envolve altos custos de producdo, e muitas vezes nao ¢

economicamente vidvel a sua aplicacao (SIVARAM; MUKUNDAM, 2003).
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As plantas se regeneram ap0s a colheita e a producao pode durar
até oito anos em uma mesma area, sendo que, as plantas podem ser colhidas até seis
vezes por ano. A producao de folhas secas por planta varia de 15 a 35 gramas por planta
e um hectare pode produzir entre 1000 e 1200 kg de folhas secas por colheita (MISHRA
et al., 2010).

4.2.2 .Os glicosideos

O composto esteviosideo ocorre principalmente nas folhas e o
seu teor pode variar entre 4% a 20 % da biomassa seca das folhas, dependendo do
cultivar e das condi¢des de cultivo. O esteviosideo 3 ¢ o principal responsavel pelas
propriedades edulcorantes da planta. Outros compostos presentes, mas em menor
concentragao sao: steviolbioside 2, rebaudioside A4, B5, C6 D 7E 8, F 9 e dulcoside
A 10. O esteviosideo apresenta a formula quimica de um glicosideo diterpeno
(C38Hs00158) (KENNELLY, 2001). Todos os glicosideos diterpenos isolados de folhas
de S. rebaudiana tem a mesma estrutura quimica do esteviol e diferem principalmente
na quantidade de hidratos de carbono (R1 e R2) (KOVYLYAEVA et al., 2007).

Os diferentes 6rgaos das plantas sintetizam quantidades de
glicosideos, que diminuem na seguinte ordem: folhas, flores, caule, sementes e raizes.
De acordo com Bondarev et al. (2003), a razdo pelas folhas possuirem altos niveis de
esteviosideo, se deve ao fato destas servirem como principal tecido entre a sintese e
acumulacdo primaria do composto. Durante a ontogenia, o aumento gradual na
concentracdo de esteviosideo foi observado em folhas maduras e nos caules, e este
processo durou da fase de brotamento ao inicio da floragdo. Observou-se também que o
conteudo de glicosideos diminuiu gradualmente até o inicio do florescimento. E durante
a frutificagdo os niveis encontrados foram muito baixos.

Durante anos a estévia t€m sido empregada como adogante na
América do Sul, Asia, Japao, China, e em diferentes paises da Unido Europeia. No
Brasil, Coréia do Sul e Japao as folhas de estévia sdo transformadas em edulcorante de
baixa caloria (MIZUTANI; TANAKA, 2002). Nos Estados Unidos o extrato das folhas
de estévia ¢ consumido como um suplemento dietético. A utilizagdo do esteviosideo
como suplemento alimentar ¢ vantajosa devido ao baixo teor caldrico do composto e
possibilidade de ser implementado na dieta de pessoas diabéticas e obesas como
alternativa para a ingestdo do agticar (GEUNS, 2003). A comissao da OMS / FAO em

Aditivos Alimentares (JECFA) aprovou como seguro o uso de glicosideos de esteviol
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como aditivo alimentar e recomendou uma taxa de ingestdo didria aceitavel de 2 mg/kg
de peso corporal/dia expresso como esteviol (EFSA, 2011). O comité da Autoridade
Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) aceitou o uso de glicosideos
extraidos das folhas de Stevia como aditivo alimentar, apenas em 2011.

Observando a crescente demanda por matéria prima de
qualidade pelo mercado europeu existe a necessidade de estudos que estabelegam as
técnicas agrondmicas adequadas, em decorréncia das condigdes ambientais, visando a

maxima produtividade de glicosideos de esteviol.



16

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BAITELLO, J. B. A Importancia das Lauraceae na Mata Atlantica Brasileira. Sao
Paulo: Secretaria do Meio Ambiente, 2014. Disponivel em:
<http://www.ambiente.sp.gov.br/pesquisaambiental/pesquisas/a-importancia-das-
lauraceae-na-mata-atlantica-brasileira/>. Acesso em: 4 fev. 2014.

BAITELLO, J. B. Novas espécies de Lauraceae para a Flora brasileira. Acta Botanica
Brasileira, Sao Paulo, v. 15, n. 3, p. 445-450, 2001.

BRANDLE, J.; TELMER, P. Steviol glycoside biosynthesis, Phytochemistry, New
York, v. 68, n. 14, p. 1855-1863, 2007.

CANTE, T. O movel do século XIX no Brasil. Rio de Janeiro: CGPM, 1988. 190 p.

CARMO, F. M. S.; BORGES, E. E. L; TAKAKI, M. Alelopatia de extratos aquosos de
canela-sassafras (Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer). Acta Botanica Brasilica, Sao Paulo,
v.21, n.3, pp. 697-705, 2007.

CARVALHO, P. E. R. Espécies florestais brasileiras: recomendagdes silviculturais,
potencialidades e uso da madeira. Colombo, Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria, Centro Nacional de Pesquisas Florestais,1994.

CARVALHO, P. E. R. Canela-branca. Circular técnica Embrapa 63. Colombo
Colombo, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Centro Nacional de Pesquisas
Florestais, 2002.

COSTA, A. F. Farmacognosia. Lisboa: Fundagao Calouste Gulbenkian, 2002. 1036 p.

CRONQUIST, A. The Evolution and classification of flowering plants. New York:
Botanical Garden, 1988. 517 p.

CUNICO, M. M.; VIEIRA, G.; LIMA, C. P.; COCCO,L. C.; YAMAMOTO, C. 1;
AUER, C. G.; SANQUETTA, C. R. Estudo Preliminar Antimicrobiano e Fitoquimico
do Oleo Essencial Foliar da Nectandra grandiflora Nees (canela-amarela). In:



17

INTERNATIONAL CONFERENCE ON EDUCATION FOR SUSTAINABLE
DEVELOPMENT, 2010, Curitiba. Anais... Curitiba, 2010.

DA SILVA FILHO, A. A.; SILVA, M. L. A;; CARVALHO, J. C. T.; BASTOS, J. K.
Evaluation of analgesic and antiinfl ammatory activities of Nectandra megapotamica
(Lauraceae) in mice and rats. Journal of Pharmacy and Pharmacology, London, v. 56, n.
9, p. 1179-1184, 2004.

EFSA. Revised exposure assessment for steviol glycosides for the proposed uses as a
food additive. The EFSA Journal v.9, n.1, p.1972, 2011.

GEUNS, J.M.C., AUGUSTINS, P., MOLS, R., BUYSE, J.G.,, DRIESSEN, B.
Metabolismof stevioside in pigs and intestinal absorption characteristics of Stevioside,
Rebaudioside A and Steviol. Food and Chemical Toxicology. New York, v. 41, n. 11, p.
1599-1607, 2003.

GOENADI, D. H. Efect of slope position on growth of Stevia rebaudiana in Indonesia.
Communications in Soil Science and Plant Analysis, New York, v. 18, n.11, p. 1317-
1328, 1987.

GUTERRES, Z. R. Investigacdo das atividades mutagéncia, antiimutagéncia e
antioxidante de extratos etanolicos de Aiouea trinervis, Nectandra cissiflora, Ocotea
minarum (Lauraceae) e dos alcaloides triptofol, ocateina e dicentrina. 2008. Tese
(Doutorado em Genética e Bioquimica) - Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia, 2008.

KENNELLY, E.J., Sweet and non-sweet constituents of Stevia rebaudiana (Bertoni)
Bertoni. In: Kinghorn, A.D. (Ed.), Stevia, the Genus Stevia. Medicinal and Aromatic
Plants—Industrial Profiles. Taylor and Francis, London, v. 19, p. 78-195, 2002.

KOVYLYAEVA, G.I.; BAKALEINIK, G.A.; I. STROBYKINA, YU.; GUBSKAYA,
V.I; SHARIPOVA, R. R.; AL’FONSOV, V.A.; KATAEV, V.E., TOLSTIKOV, A.G.
Glycosides from Stevia rebaudiana. Chemistry of Natural Compounds, New York, v.43,
n 1, p. 81-85, 2007.

LEMUS-MONDACA, R.; VEGA-GALVEZ, A.; ZURA-BRAVO, L.; AH-HEND, K.
Stevia rebaudiana Bertoni, source of a high-potency natural sweetener: A
comprehensive review on the biochemical, nutritional and functional aspects. Food
Chemistry, London, v.132, n. 3, p.1121-1132, 2012.

LIMA, M. P.; ZOGHBI, M. G. B.; ANDRADE, E. H. A.; SILVA, T. M. D
FERNANDES, C. S. Constituintes volateis das folhas e dos galhos de Cinnamomum
zeylanicum Blume (Lauraceae). Acta Amazonica, Manaus, v. 35, p. 363-366, 2005.

LORENZI, H. Arvores brasileiras: manual de identifica¢do e cultivo de plantas arboreas
nativas do Brasil. Nova Odessa: Instituto Plantarum, 2002. v. 1, 384 p.

LORENZI, HEE.; MATOS, F.J. Plantas medicinais no Brasil/ Nativas e exoticas. Nova
Odessa: Instituto Plantarum, 2002, v.1, 512 p.



18

MARIN, R.; SILVA, G. T.; FONTOURA, J. B.; GIORDANI, R. B.; HENRIQUES, A.
T.; APEL, M. A. Composi¢ao quimica do o6leo essencial obtido de Nectandra
megapotamica (Spreng) Chodat et Hassler do Sul do Brasil. In: 33A REUNIAO
ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE QUIMICA, 2010, Aguas de Lindéia.
Anais... Aguas de Lindoia, 2010.

MARQUES, C. A. Importancia econdmica da familia Lauraceae lindl. Floresta e
Ambiente Seropédica, v. 8, n. 1, p. 195-206, 2001.

MATHEW, S.; ABRAHAM, T. E. In vitro antioxidant activity and scavenging effects
of Cinnamomum verum leaf extract assayed by different methodologies. Food and
Chemical Toxicology, Kansas, v.44, n. 2, p.198-206, 2006.

MELO, J. O. et al. Anti-inflammatory activity of crude extract and fractions of
Nectandra falcifolia leaves. Biological & Pharmaceutical Bulletin, Tokyo, v. 29, n. 11,
p. 2241-2245, 2006.

MISHRA P, SINGH R, KUMAR U, PRAKASH V. Stevia rebaudiana — A magical
sweetener. Global Journal of Biotechnology & Biochemistry, Dubai, v. 5, p.62-74,
2010.

MIZUTANI K, TANAKA O Use of Stevia rebaudiana sweeteners in Japan. In:
Kinghorn, A.D. (Ed.), Stevia, the Genus Stevia. Medicinal and Aromatic Plants—
Industrial Profiles, Taylor and Francis, London, v. 19, p. 78-195, 2002.

MORAES, P. L. R. Sinopse das lauraceas nos estados de goids e tocantins, Brasil. Biota
Neotropica, Campinas, v. 5, n. 2, p. 253-270, 2005.

MORENQO, P. R. H. et al. Chemical constituents and antitumor activity of Nectandra
grandiflora. International Journal of Pharmacognosy, v.31, p.189-192, 1993

MUNIZ-MARQUEZA, D. B.; MARTINEZ-AVILAB, G. C.; WONG-PAZA, J. E;
BELMARES-CERDAA, R.; RODRIGUEZ-HERRERAA, R.; AGUILARA, C. N.
Ultrasound-assisted extraction of phenolic compounds from Laurus nobilis L.and their
antioxidant activity. Ultrasonics Sonochemistry, Kansas, v. 20, p. 1149-1154, 2013.

NAKAMURA, S. AND TAMURA, Y. Variations in the main glycosides of stevia. Jap.
Journal of Tropical Agriculture, Kerala, v. 29, p. 109-115, 1985.

NASCIMENTO, G. G. F.; LOCATELLI, J.; FREITAS, P. C.; SILVA, G. L.
Antibacterial activity of plant extracts and phytochemicals on antibiotic-resistant
bacteria. Brazilian Journal of Microbiology, Sao Paulo, v. 31, n. 4, p. 247-256, 2000.

OHASHI, S. T.; ROSA, L. S.; MEKDECE, F. S. Influéncia do didmetro e da altura de
corte das cepas na brotagdo de pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke). Revista de Ciéncias
Agrarias, Belém, n. 41, p. 137-144, 2004.

PIO CORREA, M. Dicionario das plantas tteis do Brasil ¢ das exdticas cultivadas. Rio
de Janeiro: Ministério da Agricultura - Instituto Brasileiro de Desenvolvimento
Florestal, 1984. p. 458-459.



19

QUINET, A.; ANDREATA, R. H. P. Lauraceae Jussieu na Reserva Ecolégica de Macaé
de Cima, Municipio de Nova Friburgo, Rio de Janeiro, Brasil. Rodriguésia, Rio de
Janeiro, v. 53, n. 82, p. 59-121, 2002.

RAGGI, L. Estudo da composicdo quimica e das atividades bioldgicas dos oleos
volateis de espécies de Lauraceae, em diferentes épocas do ano. 2008. Dissertacdo
(Mestrado em Biodiversidade Vegetal e Meio Ambiente) — Instituto de Botanica da
Secretaria de Estado do Meio Ambiente, Sao Paulo, 2008.

RAMESH, K.; SINGH, V.; MEGEJI, N.W. Cultivation of stevia [stevia rebaudiana
(Bert.) Bertoni: a comprehensive review. Advances in Agronomy, San Diego, v. 89, p.
137-177, 2006.

RANK A. H., MIDMORE D. J. 2006. Stevia, an intense, natural sweetener. Australian
Government: Rural Industries Research and Development Corporation. < Diponivel em
file:///C:/Users/admin/Downloads/06-020%20(1).pdf>

RIBEIRO, A. B.; BOLZANI, V. S.; YOSHIDAB, M.; SANTOS, L. S.; EBERLIND, M.
N.; SILVA, D. H. S. A New Neolignan and Antioxidant Phenols from Nectandra
grandiflora. Journal of the Brazilian Chemical Society, Campinas, v. 16, n. 3, p. 526-
530, 2005.

SAHIN, K., KUCUK, O., SAHIN, N., & SARI, M. Effects of vitamin C and vitamin E
on lipid peroxidation status, some serum hormone, metabolite, and mineral
concentrations of Japanese quails reared under heat stress (34 C). International Journal
for Vitamin and Nutrition Research, Berne, v. 72, p. 91-100, 2002.

SIKKEMA, J.; DE BONT, J. A. M.; POOLMAN, B. Interactions of cyclic
hydrocarbons with biological membranes. The Journal of Biological Chemistry, New
York, v. 269, p. 8022-8028, 1994.

SILVA FILHO, A. A.; SILVA, M. L. A.; CARVALHO, J. C. T.; BASTOS, J. K.
Evaluation of analgesic and anti-inflammatory activities of Nectandra megapotamica
(Lauraceae) in mice and rats. The Journal of pharmacy and pharmacology, London, v.
56,1n. 9, p. 1179-1184, 2004.

SIVARAM, L.; U. MUKUNDAN. In Vitro culture studies on Stevia rebaudiana. In In
Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant , Columbia, v. 39, p. 520-523. 2003.

SOEJARTO, D. Botany of Stevia and Stevia rebaudiana. In A. Kinghorn (Ed.), Stevia:
The genus Stevia Medicinal and Aromatic Plants—Industrial Profiles. Taylor and
Francis, London, p. 18-39, 2002.

TABARELLI, M.; MANTOVANI, W. A riqueza da floresta Atlantica de encosta no
Estado de Sao Paulo (Brasil). Revista Brasileira de Botanica, Sao Paulo, v. 22, n. 2, p.
217-223, 1999.

VIEGAS JUNIOR, C.; BOLZANI, V. S.; BARREIRO, E. J. Os produtos naturais ¢ a
quimica medicinal moderna. Quimica Nova, Sao Paulo, v. 29, n. 2, p. 326-337, 2006.



20

WERFF, H. W. D.; RICHTER, H. G. Toward and improved classification of Lauraceae.
Annals of the Missouri Botanical Garden, Missouri, v. 83, p. 419-432, 1996.



21

Capitulo 1: Atividade antioxidante em trés espécies brasileiras de Nectandra
(Lauraceae) influenciadas pela sazonalidade.
Ferraz, E.O.}; Lima, G. P. P.%; Borguini, M. G. !; Nicoletto, C. 2; Sambo, P. 2.

1 Departamento de Agronomia/ Horticultura, Botucatu, Universidade Estadual Paulista
*“ Julio de Mesquita Filho”, Parque Residencial Primavera — CEP 18610307 - Botucatu,
SP

2 Dipartimento Agronomia Animali Alimenti Risorse Naturali e Ambiente (DAFNAE),
Agripolis — Universita degli Studi di Padova, Viale dell’Universita 16, 35020 Legnaro
(PD), Italy

RESUMO

A familia Lauraceae ¢ amplamente distribuida nas regides tropicais e subtropicais do
planeta. As Lauraceas se destacam entre as outras familias pela sua importancia
econdmica pelo fornecimento de recursos madeireiros, Oleos aromaticos e outros
metabdlitos importantes que sdo amplamente utilizados nas industrias farmacéutica e
alimenticia. O objetivo foi avaliar o efeito da sazonalidade nos niveis de flavondides,
compostos fenodlicos totais e atividade antioxidante em folhas e casca, ¢ o teor de 6leo
essencial em Nectandra lanceolata, N. megapotamica e N. grandiflora. Os resultados
mostraram diferencas nos niveis de compostos fendlicos e atividade antioxidante entre
as espécies durante as estagdes do ano e evidenciaram o conteido de compostos
fenolicos em N. megapotamica em relacdo as outras espécies. No que diz respeito a
acdo antioxidante das espécies, estas ndo exibiram a mesma resposta para ambos 0s
métodos, no entanto, pode dar-se um destaque para a espécie N. lanceolata.
PALAVRAS CHAVE: Compostos fendlicos, compostos volateis, atividade
antioxidante.

ABSTRACT

The Lauraceae family is widely distributed in tropical and subtropical regions of the
planet. The Lauraceae stand out among the other families for their economic importance
as they provide valuable timber, aromatic oils and important substances that are widely
employed in the pharmaceutical and food industries. The aim was to evaluate the effect
of seasonality in the levels of flavonoids, total phenolics and antioxidant activity (DPPH
and FRAP) in leaves and bark and yield essential oil in Nectandra lanceolata, N.
megapotamica and N. grandiflora. The results showed differences in the levels of
phenolic compounds and evidence the antioxidant activity between species during each

season and conpounds phenolics in N. megapotamica was higher than others. In respect
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to the antioxidant action of the species was not the same answer for both methods,
however can give a highlight for the specie N. lanceolata.

KEYWORDS: Phenolic compounds, volatile compounds, antioxidant activity.

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as plantas medicinais t€ém sido extensivamente estudadas com
o intuito de descobrir novos antioxidantes, alimentos funcionais e nutracéuticos. O uso
de antioxidantes naturais ¢ amplamente aceito, porque eles ndo sao materiais sintéticos.
Globalmente, a familia Lauraceae tem aproximadamente 50 géneros e 2.500 espécies e,
no Brasil existem cerca de 25 géneros e 400 espécies (Cronquist, 1981;. Chanderbali et
al, 2001). Espécies de consideravel interesse do ponto de vista econdomico pertencem a
esta familia. Alguns exemplos podem ser citados como o abacate (Persea americana),
canela (Cinnamomum verum) e espécies de plantas aromaticas que sdo utilizadas para
perfumes, como o sassafras (Ocotearea odorifera) e pau-rosa (Aniba rosaeodora)
(Marques, 2001; Quinet; Andreatta de 2002) cujos produtos possuem alto valor
comercial e sdo utilizados em larga escala em todo o mundo. As espécies do género
Nectandra sdao importantes do ponto de vista econdmico, pela utilizacdo da madeira em
construcgdo civil e industria de méveis, sendo considerada de boa qualidade (Rohwer,
1993). Algumas espécies deste género sdo amplamente utilizadas na medicina popular,
como diuréticos, anti-fingico e anestésicos (Melo et al. 2006; Brito, 2009).

Os estudos que confirmam o potencial farmacologico do género sdo ainda
incipientes e também sugerem um destino de partes de plantas que sdo consideradas
como remanescentes, folhas e casca, como potenciais matrizes Uteis de extracdo para
produtos farmacolédgicos ativos. Trabalho realizado pelo Ciccio et al., (2009) e Werka et
al. (2007), confirmaram as propriedades antitumorais de Nectandra salicina e
Nectandra membranosa. O O6leo essencial de Nectandra megapotamica mostrou
potencial antimicrobiano contra a bactéria gram-positivas Staphylococcus aureus
(Britto, 2009), propriedades anti-inflamatorias (Apel et al., 2006), e atividade anestésica
(Tondolo, 2011).

Atualmente, existem literaturas bem fundamentadas que comprovem que a
quantidade e qualidade dos metabolitos secundarios sintetizados pelas plantas esta
intimamente associado com a radiacdo, a temperatura, a precipitacdo, ventos fortes, a
altitude, a nutricdo do solo e a época de coleta. Guenther (1997) citou que outros fatores
podem afetar os terpenos de emissoes, tais como a idade da folha, os eventos

fenoldgicos, o acumulo de nitrogénio na folha, herbivoria, ferimentos e outras formas de
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estresse que pode variar durante o ano. Assim, este ¢ o primeiro estudo que objetivou
avaliar o potencial antioxidante da casca e folhas de trés espécies de género Nectandra
nativas. Neste contexto, o nosso objetivo foi avaliar o potencial antioxidante, bem
como os niveis de flavondides e fenodis, em folhas e casca, € Oleo essencial de
Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez, Nectandra grandiflora Nees & Mart. ex Nees
Nectandra lanceolata Nees & Mart. nas quatro estagdes do ano.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizagéo do local e material vegetal

O material vegetal das espécies Nectandra lanceolata Nees & Mart. foi coletado
na Fazenda Experimental Edgardia (latitude: 22° 49°S, longitude: 48° 23°’W e a altitude
variando entre 500 e 800 m). E as demais espécies, Nectandra megapotdnica (Spreng.)
Mez, Nectandra grandiflora Nees & Mart. ex Nees foram coletadas na Fazenda
Lageado (latitude 22° 53" altitude 48° 29' e altitude 966m). Ambas as fazendas
pertencem a Universidade Estadual Paulista UNESP Campus de Botucatu no Estado de
Sao Paulo, Brasil. Durante todas as coletas considerou-se 5 individuos para a espécie N.
lanceolata e N. megapotdmica e 4 para a espécie N. grandiflora.

As matas da Fazenda Edgardia enquadram-se na unidade fitogeografica
denominada Floresta Estacional Semidecidual (IBGE, 1991) ou no tipo Floresta
Mesofila Semidecidua (Rizzini, 1979), ocorrendo na area de transicdo da Depressao
Periférica para Cuesta Basaltica.

Foram preparadas, identificadas e depositadas exsicatas das trés espécies de
Lauraceas, N. megapotanica, N. grandiflora ¢ N. lanceolata, no Herbario “Irina
Delanova Gemtchiijnicov” — BOTU, do Departamento de Botéanica, do Instituto de
Biociéncias, UNESP, Campus de Botucatu, que sob os respectivos nimero de registro
30066, 30011 e 30067.

As coletas das folhas e cascas de cada espécie foram realizadas no meio de cada
estagdo do ano, assim sendo no més de agosto ( inverno) e novembro (primavera) do
ano de 2012 e, fevereiro (verdo) e maio (outono) do ano de 2013. Apos a coleta, o
material foi colocado em estufa de circulagdo forcada de ar (40°C) para o processo de
secagem até que o material estivesse com o peso constante.

2.2 Produtos quimicos e equipamentos utilizados

Os produtos utilizados para as analises de antioxidante foram o metanol, acido

acético, acetona, Folin—Ciocalteu, carbonato de sodio, acetato de soddio anidro, cloreto

de ferro III da marca Merck (Darmstadt, Alemanha). O 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
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(DPPH), 24,6- tristripyridyl-S-triazine (TPTZ), o padrdo rutina e 4cido galico da marca
Sigma-Aldrich Corporation (ST. Louis, Estados Unidos). Os equipamentos empregados
nas analises foram estufa de circulacdo for¢ada de ar, moinho tipo Willey, balanca
analitica, banho ultrassonico, centrifuga e espectofotometro UV-VIS (Schimadzu — UV
1800).
2.3 Analises Bioquimicas
2.3.1 Teor de Fendis Totais

A andlise de fenois totais foi realizada de acordo com o método
espectrofotométrico com o uso do reativo de Folin-Ciocalteu (Singleton & Rossi Jr.,
1965). Utilizou-se trés repetigdes para cada espécie. As amostras das folhas e cascas
secas foram pesadas (30mg e 50mg, respectivamente), colocadas em tubos contendo
acetona 50% e transferidas a centrifuga. Em seguida, foram levados para o banho
ultrassonico por 20 minutos e posteriormente centrifugados a 6.000 x g (Hettich
Zentrifugen Mikro 220R) durante 10 minutos e o sobrenadante foi recolhido. O
precipitado foi re-extraido e os sobrenadantes combinados. Aliquotas de 0,1 mL do
sobrenadante foram transferidas para tubos de ensaio, juntamente com 0,5 mL do
reagente Folin-Ciocalteau e 2,5 mL de solug@o saturada de Na,COs;. Apds 1 hora de
reacdo a leitura de absorbancia foi feita a 725 nm (Pharmacia Biotech Ultrospec 2000) e
os resultados expressos em mg g de massa seca, em equivalente de 4cido gélico.
2.3.2 Flavondides Totais

A extragdo para andlise dos teores dos flavonoides totais foram feitas de acordo
com o método de Awad et al. (2000), segundo as adaptacdes realizadas por Popova et
al. (2004). Utilizou-se trés repeticdes para cada espécie. As amostras de folhas e cascas
secas foram pesadas (0,01g e 0,03, respectivamente), adicionou-se metanol acidificado a
10%. Posteriormente, foram levadas para banho ultrassonico durante 30 minutos e
adicionado ao conteudo cloreto de aluminio 5% e centrifugadas por 20 minutos a 10000
X g (Jouan MR 18 12). Em seguida, as amostras foram filtradas e a leitura de
absorbancia realizada a 425 nm. Os resultados foram expressos em mg 100g™' de
amostra seca, em equivalente de rutina.
2.3.4. Atividade antioxidante pelo método pelo DPPH

A metodologia utilizada foi a de Brand-Williams et al. (1995). A solugdo de
DPPH foi preparada a 2,10% g mL! (0,010 mg de DPPH em 50 mL de metanol a
99,8%). Para a extracao das amostras foram pesados 0.03 g da amostra e diluidas em 10

mL de metanol a 99,8% em tubo para centrifuga, utilizou-se trés repeticdes por espécie.
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As amostras foram centrifugadas a 2.000 x g (Hettich Zentrifugen Mikro 220R) por 10
minutos a 5°C. Para a andlise das amostras provenientes das folhas, foram coletadas
aliquotas de 0.05 mL do sobrenadante das espécies Nectandra megapotimica, N.
grandiflora e adicionou-se 3.45 mL de metanol P.A. Para as espécies N. lanceolata
coletou-se a aliquota de 0.03 mL do sobrenadante completando o volume para 3.5 mL
com metanol P.A. As amostras provindas das cascas coletaram-se 0.03 mL do
sobrenadante de todas as espécies. Adicionou-se 300 ul de DPPH 2x10™* g¢.mL™, e apos
a homogeneizacao, os tubos de ensaios foram armazenados no escuro por 60 minutos.
Um controle negativo foi feito com 0.3 mL de DPPH em metanol. A leitura obtida a
517 nm foi convertida em porcentagem de atividade antioxidante pela férmula: %
Inibigao = [(Aa — Ab) / Aa] x 100, na qual Aa ¢ a absorbancia da solugao de DPPH e Ab
¢ a absorbancia da solugao de DPPH reduzido nas amostras.
2.3.5 Atividade antioxidante pelo método FRAP
Foi utilizada a metodologia de Benzie & Strain (1996). Para a extracdo foram

pesados 0.030 g da amostra de folhas e cascas secas, depois foram diluidas em 10 mL
de metanol a 99,8% em tubo para centrifuga. As amostras foram centrifugadas a 2.000 x
g (Hettich Zentrifugen Mikro 220R) por 10 minutos a 5°C. Apds, adicionou-se 900 pL
do reagente FRAP aquecido a 37°C, 30 uL das amostras 90 uL de dgua destilada. Apds
adicionar todos os reagentes e aguardar 10 minutos foi feita a leitura no comprimento de
onda 593-595 nm (subtraindo o branco). As leituras foram feitas utilizando a cubeta
com uma largura de 1 cm e volume de ImL. Com base na calibracdo com FeSOs, a
atividade foi expressa em micromoles Fe reduzido por g (Fe? L.
2.3.6 Extracdo do 6leo essencial

A extracao dos 6leos essenciais das folhas foi realizada por hidrodestilacio em
Clevenger, utilizando-se 100 g de matéria seca em 1000 mL de dgua destilada por um
periodo de 120 min. Para o célculo do rendimento de Oleo essencial, foram feitas
extracdes em triplicata de cada repeti¢ao. O 6leo extraido foi armazenado em frascos
eppendorf, protegido da luz e refrigerado a 0°C.
2.4 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada de acordo com um esquema fatorial com 3
espécies e 4 estagdes com o total de 12 tratamentos com 3 repeti¢des. Os dados foram
analisados por meio de analise de variancia. No caso de um valor de F significativo, as

médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de P <0,01.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Flavonoides

O género Nectandra mostrou diferengas significativas em teores de flavonoides
em todas as espécies para a época de coleta. A espécie N. megapotamica apresentaram
niveis mais elevados de flavonoides em relagdo as outras duas espécies em ambas as
amostras provenientes das folhas e casca da planta (Tabela 1). Para a sazonalidade, o
alto conteudo de flavonoides nas folhas ndo apresentaram diferenca significativa entre o
inverno, primavera e verdo, com a exce¢ao a estacdo do outono que se obteve menores

teores (148 mg).

Tabela 1 Contetdo de flavonoides nas folhas e cascas do género Nectandra em
diferentes estagdes.

Tratamentos Flavonoides

(mg eq. rutina 100 g'!)
Espécies Folhas Casca
Nectandra lanceolata 153 b 30.053 b
Nectandra grandiflora 167 b 312410
Nectandra megapotamica 247a 51.880a
Significance (ANOVA) *x oAk
Estac0Oes
Inverno 207 a 39.0b
Primavera 200 a 33.8d
Verao 201 a 413 a
Outono 148 b 36.6 ¢
Significancia (ANOVA) * ok
Espécie x Sazonalidade *x otk

n.s., ¥ ¥ ***: njo significante, significante a P <0.05, P <0.01, P < 001.
Dentro de espécies e estagdes do ano, os valores da coluna com letras iguais ndo
diferem-se significativamente em P < 0,01 (teste de Tukey HSD).

Houve interacdo significativa entre as estagdes do ano e as espécies nas amostras
provindas das folhas. Percebe-se que a espécie N. megapotamica permanece com valor
superior nos teores de flavonoides durante o inverno, a primavera e o verao, diminuida
no outono e se iguala aos niveis de outras espécies (Figura 1A). Para a casca, a estagdo
do verdo que exibiu teor mais elevado (41,3mg), seguido pelo outono, inverno e
primavera (Tabela 1).

Entre as espécies e as estacoes do ano nas amostras de casca houve uma
interacao significativa, destacando-se a espécie N. megapotamica pelos altos teores de

flavonoides e estabilidade durante as quatro estagdes, o que ndo foi observado para as
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demais. Em geral, a espécie N. grandiflora tem valores intermediarios, com excecdo da

estacdo da primavera que ¢ superada pela N. lanceolata (Figura 1B).

Mudangas no fotoperiodo nas diferentes estagdes podem interferir com a producao de

metabolitos secundarios de plantas, como uma estratégia de defesa de plantas (Harbone,

1994), principalmente compostos fendlicos que sdo agentes de protecdo contra diversos

tipos de stress causados por agentes patogénicos ou condigdes ambientais adversas

(Coutinho et al, 2010;. Treutter, 2001).
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Figura 1 Diferentes efeitos da sazonalidade em teores de flavonoides em folhas (A) e casca (B) de

espécies de Nectandra.
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3.2 Atividade antioxidante e fenois totais

As espécies N. lanceolata e N. grandiflora sobressairam-se em relacdo aos
teores de fendis, diferindo significativamente da espécie N. megapotamica (Tabela 2).
No entanto, quando analisamos o contetido de casca este comportamento ¢ revertido nas
trés espécies, e a N. megapotamica apresenta maior valor (Tabela 3). Os teores de fenois

em folhas e casca nao diferiram durante as estagoes do ano.

Tabela 2 Conteudo de fendis, atividade antioxidante pelos métodos DPPH ¢ FRAP ¢
teor de 6leo essencial em folhas do género Nectandra.

Folin DPPH Frap

Tratamentos (mg AG g-1 ms) (TEAC mmolg' ms) (mmol Fe kg ms)
Espécie

Nectandra lanceolata 578 A 148 b 425 a
Nectandra grandiflora 523 A 191 a 284 b
Nectandra megapotamica 392b 77 c 226 ¢
Significancia (ANOVA) ok ok ok
Estac0Oes

Inverno 5.08a 128 b 373 a
Primavera 4.57 a 138 ab 316 ab
Verao 495a 142 ab 275b
Outono 520a 146 a 283 b
Significancia (ANOVA) n.s. * ok
Espécie x Sazonalidade n.s. ok ok

n.s., ¥ ¥ ***: njo significante, significante a P <0.05, P <0.01, P < 001.
Dentro de espécies e estagcdes do ano, os valores da coluna com letras iguais nao
diferem significativamente em P < 0,01 (teste de Tukey HSD).

A variacdo de compostos fenolicos entre espécies do mesmo gé€nero foi relatado
por PROSAD et al. (2009). Os autores avaliaram os niveis de flavondides e atividade
antioxidante de extrato de folhas de cinco espécies de canela na China. Os resultados
foram que a espécie C. zeylanica continha o teor fendlico total alto (2708,7 mg /g)
enquanto C. tamala apresentava o valor mais baixo (20,62 mg /g).

As espécies selecionadas neste trabalho possuem estudos incipientes sobre a
composi¢ao quimica e atividade bioldgica. Um desses estudos foi realizado em Mato
Grosso do Sul com o extrato da casca e folhas de N. megapotamica para a identificagao
de compostos fenolicos e sua atividade antioxidante. Os autores isolaram e
identificaram quatro fenilpropandides, elemicina, isoelemicina, (%)-eritro-1-(3,4,5-
trimetoxifenil)-1,2-propanodiol e (£)-treo-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-1,2-propanodiol, um
derivado do acido galico, acido 3,4,5-trimetoxibenzoico, uma flavana, (-)-epicatequina e

um sesquiterpeno, trans-1(10)-epdxi-4(15)-cariofileno. Dentre os compostos aromaticos
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obtidos, a (-)-epicatequina apresentou atividade antioxidante frente ao DPPH e ao B-
caroteno/acido linoléico, enquanto que o dacido 3,4,5-trimetoxi-benzodico inibiu a
oxidagdo do B-caroteno/acido linol€ico. Os fenilpropanoides, por sua vez, apresentaram
atividade pré-oxidante neste ensaio (Garcez et al., 2009).

Especificagdes técnicas de produtividade de cascas e folhas em quilogramas por
planta sdo inexistentes para as espécies estudadas, uma vez que sao espécies novas na
pesquisa cientifica. Entretanto, os dados encontrados demonstram que as partes da
planta ndo utilizadas na indéstria de constru¢do, podem ser utilizadas na industria
quimica como uma fonte de metabolitos secundarios, uma vez que a sintese de

flavonoides e fenodis é muito elevada nas cascas e nas folhas.

Tabela 3 Conteudo de fendis e atividade antioxidante pelos métodos DPPH e da FRAP
em casca de trés espécies Nectandra.

Folin DPPH Frap

Tratamentos (AG g' ms) (TEAC mmol g' ms) (mmol Fe kg'! ms)
Espécies

Nectandra lanceolata 581b 113b 502 a
Nectandra grandiflora 6.05b 91b 336 b
Nectandra megapotamica 9.84a 179 a 276 b
Significancia (ANOVA) Hok ok koK
Estacoes

Inverno 7.00 a 162 a 496 a
Primavera 6.61 a 127 b 385D
Verao 7.79 a 128 ab 348 b
Outono 7.52a 94 b 257 ¢
Significancia (ANOVA) n.s. ok ok
Espécie x Sazonalidade n.s. ok *

n.s., ¥, ** ***: njo significante, significante a P <0.05, P <0.01, P < 001.
Dentro de espécies e estagdes do ano, os valores da coluna com letras iguais ndo
diferem significativamente em P < 0,01 (teste de Tukey HSD).

3.3 Método DPPH

Observou-se o poder antioxidante nas folhas das trés espécies pelo método de
DPPH, notou-se que a espécie N. grandiflora infere melhor atividade em relagdo as
outras. No entanto, quando analisamos a casca observa-se que o N. megapotamica € a
espécie que se destaca (Tabela 2). A interagdo entre espécies e as estacdes para amostras
oriundas das folhas ¢ significativa e pode-se observar que a espécie N. grandiflora
possui maior poder antioxidante no inverno, primavera e outono. Na estacdo do verdo a

espécie N. lanceolata supera a N. grandiflora destacando-se. A espécie N.
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megapotamica permanece com valores mais baixos, comparando-se as outras duas

espécies, em todas as estagdes do ano (Figura 2A).
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Figura 2 Efeito das diferentes estacfes do ano na atividade antioxidante pelo método DPPH em
folhas (A) e casca (B) de trés espécies de Nectandra.

Analisando-se a casca, a estacdo de inverno foi a que se destacou em relagdo a
outras estagdes, porém, ndo diferiram estatisticamente do verdo (Tabela 2). O outono ¢ a
estacdo que exibiu a menor atividade. Avaliacdo da interagdo entre os dois fatores,
pode-se observar que as espécies N. megapotamica possui maior atividade ao longo do

ano, com a exce¢do do inverno quando foi superada por N. lanceolata (Figura 2B).
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3.4 Frap

A maior atividade antioxidante utilizando o método Frap foi observada para a
espécie N. lanceolata. Quanto as estacdes, o inverno e a primavera destacaram-se das
demais (Tabela 2).

Verificou-se que as interagdes de amostras provindas das folhas e cascas
possuem comportamento similar, sendo que a N. lanceolata se prevalece em todas as
estacdes do ano (Figura 3A e 3B). As espécies N. megapotamica e N. grandiflora

alternam a atividade ao longo do ano, mas elas sdo sempre inferiores aos valores de N.

lanceolata.
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Figura 3 Efeito das diferentes esta¢cBes do ano na atividade antioxidante pelo método FRAP em
folhas (A) e casca (B) de trés espécies de Nectandra.
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4. CONCLUSAO

As espécies sofrem variagdes nos niveis de compostos bioativos de partes das
plantas e entre os métodos utilizados para medir a atividade antioxidante durante as
estagdes do ano. Pode notar-se que a espécie N. megapotamica € proeminente entre as
outras nos teores de flavondides e fendis na casca, embora estes compostos possam ter
variado durante o ano. Quant a atividade antioxidante ¢ anotado que os métodos
utilizados nao possuem resultado semelhante, observando que todas as espécies

apresentaram valores altamente significativos.
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Capitulo 2: Sazonalidade: Influéncia sobre o rendimento, composi¢édo quimica e

atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de espécies de lauraceas
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Resumo

O Brasil € o pais com a maior biodiversidade de plantas do mundo, contando com um
numero estimado de mais de 20% do niimero total de espécies do planeta. O objetivo do
estudo foi analisar o rendimento, a composi¢do quimica e a atividade antimicrobiana
dos 6leos essenciais de trés espécies de laurdceas brasileiras. Coletou-se durante um
ano, no meio de cada estacdo, folhas das espécies Nectandra lanceolata, Nectandra
grandiflora e Nectandra megapotamica. O Oleo essencial foi extraido por
hidrodestilacdo ¢ a andlise de composi¢do quimica efetuada por CG/EM e CG/DIC.
Utilizou-se a metodologia de microdiluicdo para determinagdo da concentragdo
inibitoria minima (CIM) para verificar a agdo antimicrobiana a frente de cepas de S.
aureus ¢ E. coli. Verificou-se que as espécies N. lanceolata e N. grandiflora
apresentaram o rendimento de 6leo essencial similar, bem como, a composi¢do quimica.
As principais classes de substancias encontradas nestas espécies foram hidrocarbonetos
sesquiterpénicos e sesquiterpenos oxigenados. Os constituintes majoritarios do dleo
essencial, espatulenol e isobiociclogermacreno, variaram somente para a espécie N.
lanceolata. A N. megapotdmica nao apresentou alteracdo durante a sazonalidade e os
constituintes majoritarios foram o-pineno e [-pineno e classes quimicas que
sobressairam-se foram os hidrocarbonetos mooterpénicos e hidrocarbonetos
sesquiterpénicos. Em relagdo a atividade antimicrobiana a espécie N. megapotamica
apresentou melhor atividade para a bactéria gram negativa e a N. lanceolata para a
bactéria gram positiva.

Palavras-chave: Compostos volateis, atividade biologica, Lauraceae.

Abstract

Brazil is the country with the highest biodiversity of the world's plant, with an estimated
over 20% of all species on the planet. The aim of the study was to analyze the yield,
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chemical composition and antimicrobial activity of essential oils of three species of
Brazilian Lauraceae. Was collected during one year, in the middle of each season,
leaves the species Nectandra lanceolata, Nectandra grandiflora and Nectandra
megapotamica. The essential oil was extracted by hydrodistillation and analysis of
chemical composition performed by GC / MS and GC / FID. We used the method of
minimum inhibitory concentration (MIC) to determine the antimicrobial action of the
front strains of S. aureus and E. coli. It was found that the species N. lanceolata and N.
grandiflora showed similar oil yield, as well as the chemical composition. During the
seasonality the major constituents of essential oils, spathulenol and
isobiociclogermacreno, only varied for the species N. lanceolata. The main classes of
compounds found in these species are sesquiterpene hydrocarbons and oxygenated
sesquiterpenes. The specie N. megapotamica did not change during the seasonality and
the major constituents were a-pinene and B-pinene and chemical classes that stood out
were the mooterpénicos hydrocarbons and sesquiterpene hydrocarbons. For
antimicrobial activity the species N. megapotamica showed better activity for gram-
negative bacteria and N. lanceolata for gram-positive bacteria.
Keywords: Volatile compounds, biological activity, Lauraceae.
1. Introducéo

A familia Lauraceae compreende cerca de 3000 espécies distribuidas nas regides
subtropicais e tropicais do leste da Asia, América do Sul e América do Norte. A maioria
das espécies possuem raizes, caules e frutos aromaticos (Simié et al., 2004). Algumas
espécies da familia sdo amplamente empregadas pela medicina popular, na culinria ou
pela industria cosmética como o louro, canela, canfora, abacate, canela sassafras e pau-
rosa. Pesquisas associando o 6leo essencial de varias espécies de laurdceas com a
potencial atividade antioxidante, antimicrobiana, acao citotoxica e atividade inibidora
da principal enzima envolvida nos estagios de desenvolvimento e diferenciagdo do
Trypanosoma cruzi, tem sido relatadas por varios autores (Schmidt et al., 2006;
Moriarity et al., 2007; Setzer et al., 2007; Wright et al., 2007; Josh et al., 2010).

Inumeros fatores acarretam variagdes na quantidade e constancia da composigao
de metabdlitos secundarios, como fatores ambientais e climaticos, poluigdo atmosférica,
irradiagdo solar, solo, quantidade de 4gua, bem como fatores inerentes a propria planta,
como idade e ciclo de desenvolvimento. A influéncia das condi¢des climaticas na
biossintese de metabolitos secundarios em espécie da familia Lauraceae foram

observados por Taveira et al. (2003). Logo, pode-se dizer que a época de coleta ou
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colheita de uma planta odorifera ¢ um dos fatores de maior importancia quando
objetiva-se alcangar uma matéria-prima de qualidade e com concentracdes desejaveis de
compostos ativos (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

A caracterizagdo quimica de Nectandras ¢ ainda pouco estudada, considerando a
sua diversidade de plantas nos mais diversos biomas. Citagdes relatam como
componentes majoritarios em N. salicina, o o-pineno, viridifloreno B-cariofileno e o
sesquiterpeno oxigenado atractilona foram os constituintes majoritarios encontrados nas
folhas e nos galhos atractilona e germacreno D. (Chaverri & Ciccio, 2009), em N.
augustifolia, p-menta-1(7), 8-dieno e o-terpinoleno, (Torres et al., 2005), em N.
umbrosa (Kunth) Mez foi encontrado cadinol, germacreno B e espatulenol no o6leo
essencial dos frutos (Valley & Scora, 1999) e em N. rigida (Kunth) Nees, os
constituintes majoritarios foram a-felandreno e B-felandreno (Morais et al., 1971).

Notando-se a escassez de pesquisas que caracterizem os 6leos essenciais e sua
potencialidade biologica em espécies do género Nectandra, o presente estudo objetivou
analisar o rendimento, a composi¢cdo quimica e a atividade microbiologica dos oleos
essenciais de Nectandra megapotdnica (Spreng.) Mez, Nectandra grandiflora Nees &
Mart. ex Nees, Nectandra lanceolata Nees & Mart. nas quatro estagdes do ano.

2. Material e Métodos
2.1 Caracterizacao do local e do material vegetal

Folhas de N. megapotamica e N. grandiflora foram coletadas na Fazenda
Experimental Edgardia (latitude: 22° 49°S, longitude: 48° 23°W e a altitude variando
entre 500 e 800 m) e a N. lanceolata na Fazenda Lageado (latitude 22° 53" altitude 48°
29' e altitude 966m), ambas pertencente a Universidade Estadual Paulista
UNESP/Campus de Botucatu no Estado de Sdao Paulo. As matas da Fazenda Edgardia
enquadram-se na unidade fitogeografica denominada Floresta Estacional Semidecidual
(IBGE, 1991) ou no tipo Floresta Mesofila Semidecidua (RIZZINI, 1979).

As espécies caracterizaram-se como arvores perenifolias, de aproximadamente
15 m de altura, com tronco ereto, mais ou menos cilindrico, com cerca de 50 a 70 cm de
diametro a altura do peito (DAP).

As coletas das folhas de cada espécie foram realizadas no meio de cada estacao
do ano, nos meses de agosto e novembro do ano de 2012 e fevereiro e maio de 2013,
correspondendo a época de inverno, primavera, verao e outono. Para a retirada das
amostras, consideraram-se cinco individuos para as espécies N. megapotamica ¢ N.

lanceolata e quatro individuos para a espécie N. grandiflora, que foram as mesmas
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arvores utilizadas durante todo o experimento. As folhas retiradas, cerca de 1.5 kg, de
modo aleatorio em toda a planta, procurando selecionar as folhas quando ja estavam
bem desenvolvidas, expandidas e verdes. Apds a coleta, o material foi homogeneizado,
seco em estufa de circulagdo forgada de ar com temperatura de 40°C e triturado
manualmente.

Foram preparadas exsicatas de N. megapotamica, N. grandiflora e N. lanceolata,
que foram identificadas por Mariana Esteves Mansanares e depositadas no Herbario
“Irina Delanova Gemtchiijnicov” — BOTU, do Departamento de Botanica, do Instituto
de Biociéncias, UNESP, Campus de Botucatu, sob os respectivos nimeros de registro
30066, 30011, 30067.

2.2 Extracdo e analise do 6leo essencial
2.2.1 Extracéo do 6leo essencial

A extragdo dos 6leos essenciais das folhas foi realizada por hidrodestilagio em
aparelho Clevenger, utilizando-se 100 g de matéria seca em 1000 mL de dgua destilada
por um periodo de 120 min. Para o calculo do rendimento de 6leo essencial, foram
feitas extragdes em triplicata de cada repeti¢do. O 6leo extraido foi armazenado em
frascos eppendorf, protegido da luz e refrigerado a 0°C para posteriores analises.

2.2.2. Analise dos 0leos essenciais

As anélises quantitativas (método de normalizagdo de area) dos 6leos essenciais
foram realizadas por cromatografia a gds com detector de ioniza¢dao de chama (GC/DIC,
Shimadzu, modelo GC-2010), equipado com coluna capilar de silica DB-5 (J&W
Scientific, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Utilizou-se o hélio como gas de arraste, vazao
de 1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 230 °C e
240 °C, respectivamente. A temperatura inicial do forno foi de 60 °C com uma rampa de
temperatura de 3° C/min até 240 °C. O 6leo essencial (1 pL) foi diluido em acetato de
etila (1mL), grau cromatografico e injetado 1,0 uL de solucdo, no modo split (1:20).

As analises qualitativas dos 6leos essenciais foram realizadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS, Shimadzu, modelo QP-5000)
operando por impacto eletronico a 70 eV, em modo varredura, a uma velocidade de 1,0
scan/s, com um intervalo de aquisicido de massas de 40-500 m/z. As condigdes
cromatograficas foram as mesmas empregadas nas analises quantitativas.

As substancias foram identificadas por comparagao dos seus espectros de massas
com dados de literatura (Adams, 2007) e a biblioteca do sistema GC/EM (Wiley

139.Lib) e os indices de retengdo (IR) determinados por meio da inje¢do de uma série de
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n-alcanos, Co-Czs4 (Sigma Aldrich 99%) injetados nas mesmas condigdes
cromatograficas das amostras aplicando-se a equacao de Van den Dool e Kratz (Van
Den Dool & Kratz, 1963 ).

2.3 Atividade antimicrobiana pelo método de concentracdo inibitéria minima
(CIM)

As linhagens padrdes de Escherichia coli (ATCC 43895) e Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) foram cultivadas em meio Brain Heart Infusion (37°C por 24
horas). Apds, realizou-se a padronizagao na escala 0,5 de MacFarland, obtendo, assim,
concentragdes ao redor de 105 Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mL. Placas de
microdilui¢dao (96 pogos) contendo 200 uL. de meio Muller Hinton (MH) (acrescido de
Tween 80 a 0,5%) foram utilizadas na técnica. Volumes do o6leo essencial de cada
espécie de laurdceas coletadas referentes as diferentes concentragdes a serem testadas
foram adicionados ao meio MH. As placas foram incubadas a 37°C pelo periodo de 24
horas. Para verificar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais utilizou-se quatro
repeticdes nas quatro épocas de coleta.

As concentragdes testadas foram: 0,5%; 1%; 2%, 3%, 4%, 4,5%, 5%, 5,5%., 6%,
6,5% 7%, 7,5%, 8%, 8,5%, 9%, 9,5%, 10% e 10,5%, para Escherichia coli, e: 0,025%,
0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,4%, 0,6%, 0,8%, 1%, 1,5%, 2% e 3% para Staphylococcus
aureus. Os ensaios foram realizados em duplicata.

A verificagdo do crescimento bacteriano foi realizada com a adig¢do de 50 uL do
indicador de 6xi-redugdo resazurina a 0,01%, seguido da anotacdo dos valores de CIM
para cada linhagem bacteriana frente aos Oleos essenciais testados. As menores
concentragdes sem crescimento aparente foram definidas como as concentragdes que
inibem completamente o crescimento bacteriano.

4. Analise Estatistica

Os resultados de rendimento dos Oleos essenciais e a analise do CIM das
espécies foram analisados pelo teste de Tukey (P<0,05) de probabilidade (Assistat Beta
7.7). Para a analise de composicao quimica utilizou-se o programa GENES. A anélise
de variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey (P<0,05) com auxilio do
programa GENES.

5. Resultados e Dicussao
O periodo do experimento foi caracterizado por temperaturas médias elevadas

(20 -24°C), e precipitagao acentuada durante a primavera e o verao (£132 mm).
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5.1 Rendimento e composi¢ao dos 6leos essenciais

Os o6leos essenciais caracterizaram-se pela coloragao levemente amarelada. As
espécies estudadas apresentaram baixos rendimentos de 6leo essencial, variando entre
0.03% a 0.2%.

Analisando-se a interagdo entre as espécies e a €poca de coleta, observa-se que
esta foi significativa e que os Oleos essenciais das espécies variaram o rendimento no
decorrer do ano. As espécies N. lanceolata e N. grandiflora mostraram diferencga
significativa entre as épocas de coleta, além de apresentarem variagdes similares entre
os seus rendimentos. J& o rendimento da espécie N. megapotamica foram baixos e
mostraram valores semelhantes entre as estagdes do ano (£0.036%). Comparando-se as
épocas de coleta, as estagdes da primavera e do outono destacaram-se entre as espécies,
em especial a N. grandiflora e N. lanceolata, enquanto no inverno observaram-se os
menores rendimentos (Figural).

Em relacdo a espécie N. grandiflora, os valores observados foram inferiores aos
verificados por Silva (2013). O autor verificou que o rendimento de 6leo essencial (OE)
médio da espécie foi cerca de 0.51% e o observado neste experimento foi 0.33%.
Porém, os dados corroboram quando se considera a sazonalidade, na primavera houve
maior rendimento de OE, sendo também o periodo que coincide com a floracdo da
planta. O inverso ¢ verificado para o inverno, sendo a época de menor rendimento, e que
a planta se encontrava em estadio vegetativo.

Este ¢ o primeiro estudo avaliando o rendimento na espécie N. lanceolata, e
notou-se que esta espécie também ¢ influenciada pela sazonalidade, sendo que nas
estagdes da primavera e outono apresentam maiores rendimentos (0.17%), as plantas
estavam em época de florescimento, € na época do outono, quando as plantas se
encontravam em estadio vegetativo.

Teores de OE sem variagdo significativa durante o ano em N. megapotdmica
também foram obtidos por Brito (2009).

Estudos verificaram que os compostos volateis alteram os rendimentos com a
sazonalidade em espécies da familia Lauraceae (Silva, 2013; Castelani et al., 2006;
Brito, 2009; Taveira et al., 2003;). Estudo realizado por Cunha (2011) com Aniba
rosaeodora Duckey, observou que a estagcdo seca, na regido da Amazdnia, pode ser
considerada a mais produtiva no teor de 6leos essenciais (cerca 1,84%) e no teor do

componente majoritdrio do dleo essencial, o linalol (76,69%). O autor inferiu que
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quanto maior for o teor de umidade, maior a quantidade de substancia liberada no
ambiente.

Assim pode-se dizer, que por mais que as espécies sejam proximas sob o ponto
de vista taxondmico, a quantidade e o rendimento de OE muitas vezes sdo dependentes

de caracteristicas inerentes a espécie, suas fases fenoldgicas e mudangas climaticas.

Rendimento de 6leo essencial (%)

0,3 -
0,25 -
A 0.23aA
0,2 - / \ 0.2aA
0.17 aA
0,15 - N
0.08aB / e
0,1
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Inverno/2012 Primavera/2012 Verdo/2013 QOutono/2013

—&— Nectandralanceolata=—# Nectandra grandiflora= 1 = Nectandra megapotamica

Figura 1- Rendimento de 6leo essencial (%) de espécies de lauraceas do género
Nectandra em funcdo com a sazonalidade
*Médias seguidas por mesma letra ndo diferenciam-se pelo Teste de Tukey (p<0,1).,

sendo que as letras maiusculas se referem a influéncia da sazonalidade e as
minusculas comparam-se as espécies.

5.2 Composigdo quimica dos 0leos essenciais

Quanto a andlise de composicdo quimica dos Oleos foram identificados
substdncias das seguintes classes: hidrocarboneto monoterpénico, monoterpeno
oxigenado, hidrocarboneto sesquiterpénico e sesquiterpeno oxigenado. Nota-se que a
composicdo quimica do o6leo essencial das espécies N. grandiflora e N. lanceolata
(Figura 2) ¢ semelhante. Ambas possuem maior propor¢do relativa de substincias
pertencentes a classe dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos oxigenados (57.7 a 62.2%
para L. grandiflora; 44.9 a 58.2% para L. lanceolata), apresentando como substancias
majoritarias o espatulenol (11.1 a 20.5% e 7.6 a 20.2%, para L. grandiflora e L.
lanceolata, respectivamente) e isobiciclogermacrenal (L. grandiflora: 27.8 a 39.60%; L.
lanceolata: 30.0 a 41.8%).

Comparando-se o perfil dos dleos essenciais da espécie N. megapotamica com

as outras duas espécies observou-se divergéncia (Figura 2), uma vez que, estes
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apresentam como classes mais abundantes os hidrocarbonetos monoterpénicos (40.3 a
62.0%) e hidrocarbonetos sesquiterpénicos (27.0 a 44.2%). Dentre as substancias
majoritarias encontram-se o a-pineno (10.5 a 25.1%) e B-pineno (9.6 a 22.3%) (Tabela
1).

Os constituintes majoritarios encontrados em N. megapotamica corroboram com
o estudo da composi¢do quimica na espécie realizado por Amaral et al. (2012), onde
identificaram as substancias biciclogermacreno, a-pineno e -pineno nas concentragdes
de 31,80%; 21,06% e 15,37% respectivamente e diferem dos detectados por Brito
(2009). Isto comprova a grande diversidade de substancias quimicas volateis
sintetizadas pela espécie.

Com relacdo a sazonalidade, observou-se homogeneidade das substancias
quimicas com as €pocas de coleta das trés espécies. Os componentes majoritarios das
espécies exibem uma pequena variacdo em relagdo a proporc¢do relativa, porém, a
maioria destes, ndo apresentou diferenga significativa (Tabela 1). De uma maneira geral,
observou-se que somente a espécie N. lanceolata exibiu variagdes entre 0s compostos
majoritarios, sendo que o espatulenol expressou maior teor no inverno € o
isobiociclogermacreno apresentaram maiores teores nas €pocas de primavera e outono.

Comportamento semelhante foi observado em o6leo essencial das folhas Laurus
novocanariensis na estagdo da primavera e outono, ndo exibindo grandes diferencas
entre os constituintes, com exce¢do da presenca dos compostos o-felandreno, d-
cadineno e espatulenol em pequenas concentragdes na estagdo da primavera (Rodilla et
al., 2008).

Resultados obtidos no experimento estdo de acordo com Silva (2013), o qual nao
verificou influéncia da sazonalidade sobre a composi¢cao quimica do OE das folhas de
N. grandiflora. Os autores sugerem que a pequena variagdo observada entre as amostras
pode ser devida em grande parte aos fatores genéticos dos individuos analisados.
Entretanto, o principal composto constatado pelo autor foi o deidrofuquinona, ja no
presente estudo, este composto nao foi dectado e o isobiciclogermacrenal evidenciou-se
em todas as coletas. Por sua vez, resultados obtidos por Brito (2009) nao exibiram
alteracdes na composi¢do quimica e no rendimento do OE durante a sazonalidade em N.
megapotamica, entretanto, o autor evidenciou a variabilidade quimica entre individuos
da mesma espécie.

Outros exemplos com espécies medicinais ndo pertencentes a familia Lauraceae,

também sdo relatados pela variacdo sazonal na sintese dos seus metabolitos secundarios,
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como € o caso da Siparuna guianensis Aubl. A espécie diminuiu a produgdo de oleo
essencial no periodo vegetativo, e aumentou nos meses reprodutivos (Valentini et al.,
2010). O constituinte majoritario da espécie Artemisia annua L., a artemisinina, também
estd presente em maiores concentracdes no periodo vegetativo, € em maior quantidade

nas folhas do que nos galhos (Gupta et al., 2002).
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Tabela 1 — Composicdo quimica média (%) dos 6leos essenciais das espécies de Nectandra em funcao da sazonalidade (1. Inverno/2012; 2.
Primavera/2012; 3. Verao/2013 e 4. Outono/2013).

Nectandra grandiflora Nectandra lanceolata Nectandra megapotimica

Substancias 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
o-pineno 0,6a 0,3ab 0,1b 0,5ab 1, 4a 1,0a 0,5a 0,6* 20,5a 18,2a 10,5a 25,1a
Canfeno - - - - 0,2a 0O,la 0,1a 0,12 0,8a 0,6a 0,3a 0,9a
Sabineno - - - - 0,1a 0,1a 0,1a 0,1% - - - -
B-pineno 0,4a 0,2ab  0,0b 0,3a 1,3a  0,9a 0,5a 0,5* 18,52 16,2a 9,6a  223a
Mirceno - - - - - - - - 1,1a 1,6a 1,3a 1,4a
o-felandreno - - - - - - - - 0.,4a 10,0a 11,0a 0,3a
Limoneno 0,4a 0,3a 0,1a 0,3a 0,4a 0,3a 0,2a 0,2% 5,8a 7,3a 5,5a 7,7a
1,8 cineol — — - - - - - — 1,1a 1,9a 1,3a 1,3a
Z-B-ocimeno - - - - 0,l1a 0,3a 0,2a 0,22 - - - -
(E)-B-ocimeno 0,1b 0,2ab  0,1b 0,7a 0,7b 1,8a 1,3ab 1,7ab 0,8a 1,2a 0,7a 2,5a
Terpinoleno - - - - - - - - 0,2a 0,3a 0,1a 0,5a
Linalol 0,4a 0,4a 0,4a 0,5a 33a 0,7a 1,9a 1,0a - - - -
terpinen-4-ol — — - — - - - - 0,1a 0,3a 0,2a 0,3a
cis-3-hexenil butanoato 0,2a 0,2a 0,2a 0,3a 0,2a 0,la 0,3a 0,2% 0,1a 0,0a 0,0a 0,3a
(3Z)-hexenil-2-metilbutanoato — — - — - - - - 0,1a 0,3a 0,1a 0,5a
acetato de isobornila — — - — 0,2a 0,0a 0,1a 0,1% - - — -
d-elemeno 0,4b 0,9ab  0,6b 1,5a - - - - 0,4a 0,3a 0,5a 0,3a
o-cubebeno — - - — - - - — 4.2a 3,5a 5,8a 3,6a
a-copaeno - - - - - - - - 3,6a 2,0ab 2,7ab 1,8b
-bourboneno — - - — - - - — 0,1a 0,1a 0,2a 0,2a
B-cubebeno - - - - - - - - 1,8a 1,3a 1,9a 0,9a
B-elemeno 0,2ab  0,3ab 0,1b 0,4a 0,2a 0,0a 0,0a 0,0a 0,1a 0,0a 0,0a 0,0a
trans-cariofileno 0,7a 0,9a 0,5a 0,9a - - - - 5,6a 4,1a 4,6a 3,0a
o-humuleno 0,2a 0,1a 0,1b 0,1a - - - - 2,1a 1,6a 2,2a 1,3a
allo-aromadendreno - - - - - - - - 0,7ab  0,7ab 1,1a 0,5b
y-muuroleno — — - — - - - — 0,6a 0,5a 0,7a 0,5a
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Nectandra grandiflora Nectandra lanceolata Nectandra megapotamica
Substancias 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
B-selineno 2,8a 2,6a 3,0a 23a | 39a 5,6a 3,5a 3,1% - - - -
biciclogermacreno 1,1bc  2,9ab 0,8c 42a | 52a 12,6a 4,8a 5,5% 10,6a 8,7a 14,8a 9,la
o-muuroleno - — - - - - — 0,2a 0,1a 0,2a 0,0a
germacreno A 0,0a 0,0a 0,0a 0,1a - - - - - - - -
d-amorfeno - - - - - - - - 0,7a 0,7a 1,0a 0,9a
7-epi-a-selineno 0,1a 0,1a 0,0a 0,1la - - - - - - - -
d-cadineno - - - - - - - - 2,7a 1,7a 1,9a 1,3a
elemol 0,3a 0,3a 0,32 0,3a | 0,2a 0,2a 0,1a 0,12 - - - -
germacreno B - - - - 0,1a 0,3a 0,3a 0,42 — — — -
espatulenol 20,5a 13,3bc 18,5ab 11,1c| 20,2a 7,6a 159a 11,9* 3,2a 4,1a 5,5a 4,1a
oxido de cariofileno 3,3ab  1,9bc 4.4* I,5¢c | 1,8a 1,0a 1,5a 1,74 1,2a 1,4a 1,7a 1,3a
1-epi-cubenol - - - - - - - - 0,1a 0,1a 0,1a 0,2a
muurola 4,10 (14) dien 1-B-ol 2,8a 3,3a 1,9% 3,2a - - - - - - - -
cubenol — - — - — — - — 0,2a 0,2a 0,4a 0,3a
o-murolol - - - - - - - - 0,1a 0,1a 0,2a 0,2a
B-eudesmol 1,0a 0,8a 1,4% 0,9a — — - — 0,2a 0,1a 0,3a 0,3a
o-eudesmol 0,2a 0,5a 0,3% 0,5a - - - - - - - -
epi-zizanona 3,0a 3,1a 3,2% 3,0a | 1,8a 2,1a 2,4a 2,6% — — — —
isobiciclogermacrenal 29,6ab 39,1a 27,8b 39,6a| 30,0a 34,1a 34,3a 41,8 - - - -
rosadieno 15,1a 11,6a 16,6a 112a| 6,la 3,9a 4,5a 3,6% — - — -
kaureno 5,0a 3,9a 4,32 2,2a | 3,la 2,7a 2,5a 1,1% — - — —
Hidrocarboneto monoterpénico 14 1,1 0,3 1,8 4,2 45 2,8 3,3 49,2 57,3 40,3 62
Monoterpeno oxigenado 0,5 0,6 0,5 0,8 3,7 0,9 2,2 1,2 0,4 0,6 0,3 1,1
Hidrocarboneto sesquiterpénico 6,2 7,9 54 9,7 10 19,4 9,1 9,5 40,6 30,4 44,2 27
Sesquiterpeno oxigenado 60,7 62,2 57,7 60,1 | 538 449 542 58,2 5 6 8,2 6,4
Outras classes 20,1 15,5 209 134 9,1 6,7 7 4,7 0 0 0 0
Total identificado 89 87,3 84,8 859 | 80,8 76,3 75,4 76,9 95,1 94,3 93 96,5

*Médias seguidas por letras distintas, na linha, diferem entre si pelo teste comparativo de médias pelo Teste de Tukey (p<0,5)
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Figura 2. Composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de todos os individuos de trés espécies de Nectandra coletados em fungao da

sazonalidade.
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5.3 Atividade antimicrobiana pelo método de concentracdo inibitéria minima
(CIM)

Nos resultados de concentragdo minima inibitéria (CIM), nota-se que houve
resposta positiva a aplicacdo dos 6leos essenciais frente as duas bactérias. A interagao
foi significativa entre OF das lauraceas com as épocas de coleta, somente para a E. coli.
As concentragdes dos Oleos essenciais necessarios para a inibi¢do do crescimento
bacteriano foram maiores para a E. coli (Gram negativa) do que para a S. aureus (Gram
positiva).

Observa-se que quanto menor a concentracdo de OE, maior a sensibilidade da
bactéria frente aos componentes do 6leo essencial, e consequentemente, maior o seu
poder antibacteriano. De uma maneira geral as duas bactérias foram sensiveis a época
do inverno e da primavera, sendo necessaria menor concentracdo do dleo essencial das
lauraceas para inibir o crescimento das bactérias. A espécie que se destacou no ensaio
biologico contra a bactéria E. coli foi a Nectandra megapotamica. Ja a espécie
Nectandra lanceolata apresentou melhor atividade para a bactéria S. aureus. Em relagio
a época de coleta, os resultados apresentados mostraram que para a E. coli a época do
inverno e primavera exigiu menores concentracdes de OE para controlar a cepa

bacteriana (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) de diferentes 6leos essenciais de
Lauraceas em fung¢do com a sazonalidade frente a cepa padroes ATCC de Escherichia
coli e Staphylococcus aureus.

Tratamentos E. coli S. aureus
Espécies Concentracao OE (% v/v)
Nectandra lanceolata 8.12 a 0.60 b
Nectandra grandiflora 7.81a 227 a
Nectandra megapotamica 4.37Db 1.68 a
Significancia (ANOVA) *x *x
Estacgdes

Inverno/2012 541b 1.18a
Primavera/2012 4.58b 1.46 a
Verao/ 2013 9.00 a 145a
Outono/2013 8.08 a 1.98 a
Significancia (ANOVA) ok ns
Espécie x Estacdo ok ns

* Médias seguidas por letras distintas, na linha, diferem entre si pelo teste comparativo
de médias pelo Teste de Tukey (p<0,1).
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Os dados obtidos em N. megapotamica corroboram com Brito (2009). O autor
verificou inibi¢cdes acima de 96% para a bactéria S. aureus, mostrando-se praticamente
constante em todos os meses analisados. Outro estudo inferindo potencial acdo
antimicrobiana frente a S. aureus em OE de N. grandiflora foi realizado por Cunico et
al. (2010). Sartoratto et al. (2004) sugerem que a presenca de monoterpenos como
linalol, eugenol e timol, poderiam causar perturbagdes nas membranas das bactérias.
Observou-se para a espécie N. megapotdmica a grande presenga hidrocarbonetos
monoterpenicos, o que pode ter influenciado sua resposta positiva frente a bactéria S.
aureus.

Este ¢ o primeiro ensaio envolvendo a espécie N. lanceolata, a espécie exibiu
grande potencial antibacteriano frente a bactéria gram-positiva € maior concentragdo de
sesquiterpeno oxigenado em sua composicao quimica. Todavia, inferir maior ou menor
concentragdo de componetes quimicos a atividade antibacteriana ¢ arriscado, ja que o
OE ¢ uma mistura diversificada em substancias volateis que ligadas umas as outras
podem induzir ou ndo a atividade antimicrobiana. Assim, pode-se dizer, que as trés
espécies estudadas sugerem que as substancias ativas presentes no OE possuem grande
potencial antimicrobiano, necessitando de estudos complementares e mais
aprofundados.

Dados da literatura evidenciam que outras espécies da familia possuem atividade
antimicrobiana comprovada. Simi¢ et al. (2004) estudaram a atividade antifingica de
6leos essenciais de quatro espécies de Lauraceae, pelo mesmo método utilizado no
presente estudo. Diante dos resultados, definiu-se que as espécies Cinnamomum
zeylanicum apresentou melhor atividade antifliingica, obtendo concentracdes de
0.1puml/ml para vérias cepas, logo, em seguida vieram as espécies Aniba roseodoara e
Sassafras albidum. Hamer et al. (1999) ja havia citado o efeito antifingico de Aniba
roseodora apresentando as porcentagens de 0.12% e 0.25%, para inibir o crescimento
de E.coli e S.aureus, respectivamente.

Oleos essenciais de outras espécies nativas do Himalaia exibiram efeito
antimicrobiano contra S. aureus e P. multocida, como a Lindera pulcherrima,
Dodecadenia grandiflora e Persea gamblei. Enquanto que para a E.coli, somente a
Persea gamblei mostrou-se eficiente no controle da bactéria. (Josh et al., 2010). Outra
espécie largamente estudada acerca do OE, Rosmarinus officinalis, confirmou a
influéncia dos fatores extrinsecos ¢ intrinsecos como determinantes na acao

antimicrobiana dos Oleos essenciais, que relacionou o aumento da atividade
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antimicrobiana do 6leo essencial em amostras coletadas na primavera (Celiktas et al.,

2007).

6. Conclusoes

Concluiu-se que os rendimentos de dleo essencial nas quatro estagcdes do ano
variaram somente para as espécies N. lanceolata e N. grandiflora. Estas duas espécies
também caracterizaram-se pela semelhanca na composi¢do quimica do OE, enquanto a
espécie N. megapotamica apresentou diferenca em seu perfil quimico. A sazonalidade
interferiu na sintese do OE somente para a N. megapotamica.

As espécies se mostraram promissoras no controle das duas cepas de bactérias,
sendo que a N. megapotamica e a N. lanceolata apresentaram eficiéncia no controle no
crescimento de E. coli e S. aureus, respectivamente. A época influenciou a atividade
antibacteriana somente para a bactéria E. coli., sendo que o inverno e a primavera

sobressairam-se das demais.
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Capitulo 3: Efeito das doses de nitrogénio, fésforo e potassio no rendimento e na
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RESUMO

Os estudos que avaliam os aspectos agrondmicos na produtividade, qualidade e
economia em Stevia rebaudiana Bertoni sao escassos na Europa. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a influéncia de diferentes doses de trés macronutrientes (NPK) na
produtividade, absor¢des de nutrientes, teor de esteviosideo e rebaudiosideo, em folhas
e caules de estévia. Para estes fins, os tratamentos avaliados foram trés doses de
nitrogénio (0.10, 0.25 e 0.40 g/L de N, com fertirrigacdo semanal), trés doses de fosforo
(0.5, 1.0 e 1.5 g/planta P>Os e trés doses de potassio (1.5, 3.0 e 4.5 g/planta de K,O)
ambos distribuidos no momento do transplante. As plantas foram cultivadas em vasos,
em casa de vegetagdo em filme plastico durante o periodo de primavera-verao de 2014.
Observou-se que as doses de macronutrientes apresentram influéncia positiva no
acumulo de matéria seca de caule e folhas em S. rebaudiana. A dose mais apropriada
foi de 0.25 g/L' N, 0.5 g/planta P e 1.5 g/planta K. O contetido de glicosideos de esteviol
apresentaram pouca variagcdes entre os tratamentos, no entanto, ¢ significativamente
diferente quando associada com a produtividade de massa seca.

PALAVRAS-CHAVE: Macronutrientes; matéria seca; absor¢do de nutrientes,
produtividade, esteviosideo.

ABSTRACT

Studies that evaluate the agronomic aspects on yield, quality and economic in Stevia
rebaudiana Bertoni are scarce in Europe. The purpose of the present study was to
evaluate the influence of different doses of the three macronutrients on productivity,
nutrient uptakes, steviol and rebaudioside glycoside, in leaves and stem of stevia. For
these purposes, the evaluated treatments were three doses of nitrogen (0.10, 0.25 and
0.40 g/L of N, throughout weekly fertigation), three doses of phosphorus (0.5, 1.0 and
1.5 g/plant P,Os distributed at transplant) and three doses of potassium (1.5, 3.0 and 4.5

g/plant of K>O distributed at transplant). Plants were grown in pots, in a plastic-film
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greenhouse during the period of spring-summer 2014. We observed that the doses of
macronutrients had positive influence in the accumulation of dry matter of stem and
leaves in S. rebaudiana.

The most appropriate dose was N 0.25 g/L, P 0.5 g/plant e K 1.5 g/plant. The stevioside
content had little variation among treatments, however, is significantly different when
associated with productivity.

KEYWORDS: Macronutrients; dry matter; nutrient uptake, productivity, stevioside.

1. INTRODUCAO

A espécie Stevia rebaudiana Bertoni é uma erva perene que pertence a familia
Asteraceae. A estévia foi originalmente cultivada na América do Sul, particularmente na
fronteira entre Brasil e Paraguai, onde ¢ conhecida como folha mel ou Kaa-he-e. Os
povos nativos utilizaram o extrato de estévia como adogante na medicina tradicional por
centenas de anos (Soejarto, 2002). Atualmente o cultivo da espécie espalhou-se para
outras regides do mundo, incluindo o Canada e algumas partes da Asia e da Europa
(Amzad-Hossain et al., 2010). Entretanto, em seu habitat natural a estévia ¢ uma planta
rara (Brandle & Telmer, 2007). A produ¢do comercial da espécie e pesquisas que
otimizem as técnicas de cultivo € incipiente para as condi¢des edafoclimaticas da
Europa, em especial no Norte da Italia.

A espécie € conhecida por seu alto teor de diterpenos nas folhas com teores
variando entre 4% a 20% e estes compostos sdo responsaveis pelo sabor adocicado da
planta. Dentre as 230 espécies pertencentes ao género Stevia, somente a espécie S.
rebaudiana ¢ S. phlebophylla produzem glicosideos de esteviol (Lemus-Mondaca et al.,
2012; Prakash et al., 2008; Brandle & Telmer, 2007).

O esteviosideo ¢ 300 vezes mais doce do que a sacarose e esta presente de 60% a
70% do total dos glicosideos produzidos pela espécie. O sabor adocicado do
rebaudiosideo A ¢ similiar ao sabor adocicado que a sacarose provoca, todavia, este
apresenta-se com o poder adocante de 450 vezes a mais que a sacarose (Chatsudthipong
& Muanprasat, 2009).

O extrato de estévia possui ampla aplicagdo industrial, pode ser largamente
usado na industria de alimentos e também na industria farmacéutica (Rank & Midmore,
2000).

Devido a presenga de esteviosideo, o extrato de estévia pode auxiliar no

tratamento de diabetes mellitus, obesidade, hipertensao e prevengao da caries (Pol et al.,
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2007). De acordo com a literatura, outros glicosideos que sdo encontrados na planta, tais
como rebaudiosideo A, esteviol e isoesteviol, podem oferecer beneficios terapéuticos
complementares e ter acdo anticancerigena, antiinflamatéria e imunomoduladora
(Mondaca-Lemus et ai., 2012) .

O uso de glicosideos de esteviol ndo possuia restricdes em alguns paises
Asiaticos, da América do Sul, Isracl e Russia. Porém, abordou-se o assunto no ano de
1990 pelas Nacdes Unidas através do Comité Cientifico Internacional de Especialistas
em Aditivos Alimentares (JECFA). A Comissdo preconizou a necessidade de estudos
mais aprofundados acerca da espécie em diversos paises, incluindo os paises europeus.
Os resultados foram apresentados as autoridades japonesas e asseguraram o consumo de
glicosideos de esteviol como aditivo alimentar com a recomendag¢do de uma taxa de
ingestao diaria de 2 mg/kg de peso corporal/dia expresso em esteviol (Rank &
Midmore, 2006). O Comité da Autoridade de Seguranca Alimentar Europeia (EFSA)
aceitou o uso de glicosideos de esteviol como aditivo alimentar, apenas em 2011.

Devido ao alto teor de glicosideos a espécie pode representar uma opg¢ao de
cultivo para as pequenas areas de plantio, j& que, um hectare de S. rebaudiana
corresponde a cerca de 6-7 hectares de cana ou 11-12 hectares de beterraba sacarina.
Assim, o cultivo de estévia pode contribuir para uma utilizacdo econdmica das terras
araveis (Yang et al., 2013).

Devido ao recente interesse no cultivo de estévia na Europa, suas exigéncias
agronOmicas ndo foram extensivamente estudadas, entretanto, sabe-se que o
crescimento e produtividade sdo intensamente influenciadas pelos nutrientes aplicados.
Um dos primeiros estudos aplicando-se a adubacdo nitrogenada foi realizado por
Kawatani et al. (1977), os autores inferiram que o efeito do N promoveu o crescimento
da planta, o aumento na espessura do caule e no nimero de ramos. Por outro lado, a
deficiéncia de N, K e Mg reduziram o crescimento vegetativo em termos de produgao
de folhas, diminuindo assim, o valor de mercado da planta. A adubacdo potassica
também auxiliou o crescimento da espécie (Kawatani et al., 1980).

A concentragdo de metabdlitos secundarios na planta, em especial os glicosideos
de esteviol, € o principal interesse para os produtores de estévia e a adi¢do de nutrientes
durante o cultivo da espécie ¢ associada ao aumento de sua sintese. De acordo com
Allam et al. (2001), a adubagao nitrogenada aumenta significativamente o teor de
esteviosideos nas folhas de estévia, em contrapartida, deficiéncias de K e Ca reduziram

a concentracao de esteviosideo (Utumi et al., 1999).
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Observando a recente e promissora demanda por matéria prima de qualidade
pelo mercado europeu e a necessidade de estudos para estabelecer as técnicas
agrondmicas que correspondam a producdo de biomassa com a sintese de glicosideos de
esteviol, este trabalho veio para preencher parte dessa falta de conhecimento,
favorecendo o cultivo extensivo. Em soma, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar os efeitos
sobre a produtividade e aspectos de qualidade em S. rebaudiana cultivados em vasos
em casa de vegetacao, utilizando-se diferentes doses de macronutrientes (N, P, K).

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Os tratamentos experimentais

O experimento foi conduzido em estufa plastica na fazenda experimental da
Universidade de Padua (Itdlia), durante a primavera-verdo de 2014.

Quanto ao material vegetal, uma muda foi colocada em 16 de Junho, em vasos
de volume de 3L, preenchido com substrato Hawita-Flor Orf Kultur contendo 1 g/L de
fertilizante PG Mix 14-16-18. O ensaio consistiu-se de vinte e sete tratamentos,
decorrentes da combinacgao fatorial de trés doses de NPK e trés repetigdes. As doses dos
macronutrientes utilizados foram: 0.10, 0.25 e 0.40 g/L de N (N1, N2 e N3,
respectivamente), com solucdo de uréia (46% de N), aplicando 0.5 L/planta
semanalmente; 0.5, 1.0 e 1.5 g/planta P ( P1, P2 e P3, respectivamente) com
superfosfato triplo (20,1% de P) aplicados no momento do transplante e as doses de 1.5,
3.0 e 4.5 g/planta (K1, K2 e K3, respectivamente) de K, aplicando-se sulfato de
potassio (41,7% de K) no momento do transplante.

O delineamento experimental utilizado foi o de parcelas subdivididas, em blocos
casualizados com trés repeti¢cdes de nove plantas por tratamento (combinagdo de N, P e
K). As doses de N foram relacionadas ao fator principal, as de P e K as subparcelas. A
irrigagao foi realizada uma vez por dia, mas em dias muito quentes, foi composto por
duas vezes.

Realizou-se duas colheitas, a primeira aos 60 dias apds o transplante e a segunda
ap6s 40 dias da primeira colheita. Pouco antes do inicio da floragdo, as plantas foram
cortadas a 5 cm do nivel do substrato e as folhas foram separadas das hastes. Em
seguida, os 6rgdos das plantas foram pesados antes e depois de secagem em estufa a 65
°C durante 72 horas.

O material vegetal foi moido a 0,2 mm para as andlises bioquimicas de
esteviosideo e rebaudiosideo A, assim como para a determinacao de teores foliares dos

macronutrientes. Os teores de glicosideos de esteviol foram determinados em folhas e
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caules separadamente, enquanto que os teores de NPK foram determinados de todos os
orgaos da planta.
2.2 A identificacdo e quantificacao dos glicosideos de esteviol

A determinagdo de esteviosideo e rebaudioside-A foi realizada utilizando os
métodos Woelwer-Rieck U. et al. (2010) com as modificagdes apropriadas. Foram
extraidos 0.2 g de amostra seca com 50 mL de 4gua desmineralizada deixando em
ebulicdo durante 10 minutos. Subsequentemente, em seguida completou-se o volume
para 50 mL e filtrou-se o extrato em papel de filtro. O extrato foi diluido com
acetonitrila e filtrado novamente depois injectado no HPLC. A andlise foi realizada com
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) que consiste em um sistema de gradiente
de cromatografia (Jasco PU-2080 Plus) e um detector DAD (Jasco MD 2015 Plus). Para
a separacdo de estevioside e rebaudioside A utilizou-se a coluna HILIC Kinetex (150 x
4,6 mm, 2,6 mM, Phenomenex) controlada por termostato a 36 °C. A fase modvel
utilizada como agente de elui¢do consiste em acetonitrilo e 4gua na propor¢ao de 85:15
(v /v) . Para a identificacao de estevioside e rebaudioside A ¢ utilizado o comprimento
de onda de absor¢ao méaxima dos compostos, a 205 nm. Os dados fornecidos por este
sistema foram coletadas e processadas utilizando o software ChromNAV para a LC. A
quantificacdo foi conseguida através da curva de calibragdo. Os padrdes para a curva de
calibragdo foram dissolvidos em acetonitrilo: 4gua 85:15 (v / v) e a curva de calibracdo
foi construida utilizando dilui¢cdes em série da solucdo de partida (intervalo 25-100 mg
*L-1).
2.3 Determinacado dos macronutrientes

A determinagdo das concentracdes de nitrogénio foi realizada com a adog¢@o do
método de Kjeldahl. Aproximadamente 0,7 g de amostra foram condicionados em tubos
de ensaio com um comprimido Kieltabs (catalisador a base de CuSO4 e K2SO4) € 20 ml
de 4acido sulfurico concentrado (96%). Em seguida, os tubos de ensaio foram
transferidos para o digestor a temperatura de 450 °C e fervidos por 2 horas. Apos, a
amostra foi transferida para frascos de 250 ml e preenchido o volume com agua
deionizada. A leitura do nitrogénio foi realizada através do instrumento do 5000 FIA
ESTRELA Foss italiano spa.

A determinacdo das concentragdes de fosforo e potassio na planta foram obtidas
pelo método Zancan et al. (2006). A aliquota de 1g de amostra foi colocada na mufla a
temperatura de 550 °C durante 6 horas. Subsequentemente, as cinzas foram

solubilizados em 5 ml de acido cloridrico puro e diluidos com agua desmineralizada
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para obter um volume final de 45 ml. Finalmente, as amostras foram analisadas com um
espectrofotometro de emissdao (ICP-AES) Ciros Spectro.

Para a concencentragdo total de N, P e K multiplicou-se o peso total da parte
aérea da planta.

3. AANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram analisados por meio da Analise de Variancia. No caso de
valores de F significativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey HSD ao
nivel de significancia de P < 0.05. Quando necessario, os valores expressos em
porcentagem foram transformados antes da analise.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Crescimento das plantas

Compararam-se os resultados de duas colheitas em relagdo a produtividade das
plantas. Os resultados da primeira e da segunda colheita mostraram que os valores de
peso seco de folhas, caule e o peso seco total da parte aérea aumentam quando se
aumentam as doses de macronutrientes (Tabelas 1 e 2). Houve diferengas entre o
acimulo de biomassa total nas duas colheitas: 36.8g/planta na primeira e 22.7g/planta
na segunda colheita (Tabelas 1 e 2).

O baixo actimulo de biomassa também pode ser observado para as partes
avaliadas, o caule na primeira colheita apresentou massa seca de 26% a mais que na
segunda colheita. As folhas exibiram valores ainda mais divergentes, comparando-se as
duas colheitas, a primeira sobressaiu-se com 58% a mais de massa seca do que a
segunda colheita.

Maior rendimento de biomassa na primeira colheita em estévia também foram
relatados por Serfaty et al. (2013), os quais inferem que a menor producao encontrada
na segunda colheita se deve a taxa de recuperacdo relativamente lenta. Esse resultado
pode ser atribuido as altas temperaturas durante o ciclo da cultura em Israel, portanto, os
autores sugerem uma colheita inica no final do verdo. De acordo com Pall et al. (2015),
a produtividade da espécie, tanto no acimulo de biomassa seca quanto sintese de
metabolitos secundarios, sao fortemente influenciados pelas condicdes ambientais
prevalecentes e a fertilidade do solo. Entretanto, observou-se que a estévia ¢ muito
exigente no que diz respeito aos macronutrientes, especialmente o nitrogénio.

Em nosso estudo observamos que o tempo de floragdo foi adiado, este fato pode
ser associado ao fotoperiodo longo do verao na Italia. Estas observagdes estdo de acordo

com Yavad et al. (2010), os autores afirmam que os dias longos podem interferir na
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duracdo da fase vegetativa em estévia. Assim, este fator pode ser considerado
extremamente importante no tipo de cultivo para garantir a produtividade da planta
desejavel. Outro fator que pode ter influenciado a produtividade da espécie foi o curto
intervalo de tempo entre as duas colheitas. Geralmente, a planta requer um tempo de
crescimento e desenvolvimento para alcangar a produgdo maxima. Portanto, este tempo
de 40 dias entre uma colheita e outra, pode nao ter sido suficiente para o pleno
desenvolvimento da planta e obten¢do da produgao.

Neste experimento, o N alterou significativamente o rendimento de biomassa

nas folhas, nos caules e na biomassa total & medida que se aumentaram as doses,
comprovando a sua relevancia para o cultivo de estévia. A dose N2 (0.25 g/L) foi a que
melhor se adequou a exigéncia da espécie, tanto pela produtividade da massa seca,
quanto pela economia financeira, ja que, foi estatisticamente igual a dose N3. Na
segunda colheita houve a acumulagdo de biomassa nos caules, proporcionalmente com o
aumento das doses de N, o que ndo ¢ interessante para a produgdo de estévia.
De acordo com Pal et al. (2013), a maior disponibilidade de N no solo pode provocar a
indu¢do de hormoénios como a citocinina € auxina que irdo ativar a divisdo e
diferenciagdo celular e consequentemente, promover maior crescimento e
desenvolvimento de estévia.

Tanto o K, como o P influenciaram diretamente o peso seco dos caules e total.
No entanto, plantas tratadas sob o efeito da dose P2 (3.0 g/planta) ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo a dose mais elevada (4.5 g/planta) em biomassa
total. Os resultados do presente estudo ndo estdo de acordo com Pal et al. (2015), pois
os autores afirmam que dobrando-se a dose de 20 kg/ha para 40 kg/ha de P,Os a espécie
produziu maior quantidade de matéria seca de folhas.

O K apesar de ser o nutriente requerido em maior quantidade pelas plantas,
quando analisamos seu efeito no acimulo de biomassa neste estudo, nota-se que a dose
intermediaria (3.0 g/planta) induziu os melhores resultados no rendimento de biomassa
total, mesmo ndo sendo significativamente menor do que a obtida com KIl. Entao,
podemos dizer que o nutriente ¢ absorvido até atingir um ponto maximo, logo a adi¢ao
continua deste nutriente ndo ¢ mais associada ao aumento do crescimento ou
produtividade da planta, e sim ao teor de nutrientes nos tecidos.

Considerando a necessidade de fornecer uma recomendag¢ao da adubagio de
NPK mais adequada nas condi¢des experimentais juntamente com o teor de glicosideos

de esteviol obtidos da biomassa foliar, observou-se que as doses N2 , Ple K1 sdo as
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ideais. Se extrapolarmos a producdo de estévia para um hectare com 9 plantas/m?,
podemos estimar, que os valores médios do peso seco das folhas 3,35 t/ha de biomassa
total e 1,84 t/ha de folhas do primeiro corte e 2,5 t/ha da biomassa total e 0,97 t/ha no
segundo corte.

4.2 Teor e absorcao de nutrientes

Para a concentragdo de nutrientes na parte aérea da planta, os valores dos
elementos aumentaram em fun¢do das doses desse nutriente. O potassio ¢ o principal
nutriente requerido pela espécie, ¢ mostrou o valor médio de 2.65% ms, seguido pelo
nitrogénio (1.83% ms). O fésforo foi o nutriente que apresentou a menor concentracao,
com uma média de 0.27% ms (Tabelas 1 e 2). Os resultados do teor de nutrientes nas
plantas, encontrados neste experimento, seguem a mesma tendéncia dos resultados
encontrados por Katayana et al. (1976). Os autores relatam niveis médios de 1.4% N,
0.3% de P e 2.4% de K, quando considerando as doses N2P1K1, obtém-se 1.81% N,
0.25% P e 2.54% K, o primeiro corte, e 1.79% de N, 0.18% P e 2.07% K, o segundo
corte.

A determinagdo da composicao mineral das folhas ¢ bastante til no intuito de
adequar as doses de fertilizantes suprindo as reais necessidades das plantas naquele
ambiente de cultivo. Plantas da espécie Dendranthema grandiflorum cv. Jospithoven,
pertencente & mesma familia da stevia, mostraram a mesma aptiddo na absorc¢do de
nutrientes nas plantas, seguindo a tendéncia K>N>P (Fernandes et al., 2012). Os autores
ainda relatam que a mesma relagdo observada no actimulo de biomassa quando
compara-se as duas colheitas, notou-se para o acumulo dos nutrientes, os dados da
primeira colheita exibiram maiores teores de NPK do que a segunda colheita. Os valores
médios dos nutrientes foram 0.68; 0.1; 0.97g/plant de NPK na primeira colheita e 0.4;
0.03; 0.50g/plant de NPK na segunda colheita, respectivamente.

A reducdo da concentracdo de nutrientes na segunda colheita pode ter sido
influenciada pelo crescimento e desenvolvimento das plantas estimulado apo6s o corte,
promovendo o efeito de diluicao.

Notou-se que o nitrogénio foi o nutriente com maior mobilidade de translocagao,
em funcdo do aumento das doses em relacdao aos demais (K e P). Se avaliarmos a dose
indicada de N2P2K2 para o cultivo de Stevia com a densidade populacional de
90.000plantas/ha, a extragao de nutrientes no solo sera de 90 kg/ha de ureia; 90 kg/ha de
P205 e 270kg/ha de K»O. Estes valores sdo muito elevados e discrepantes daqueles

indicados em literatura, pois de acordo com algus estudos, ¢ indicado doses de 90, 40 e
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60 kg/ha de NPK (PAL et al.,2015), enquanto que Rank & Midmore (2006)
recomendaram as doses de 50, 25 e 25 kg/ha de NPK e Brandle et al. (1998) sugeriram
que a fertilizagdo seja de 105, 23 e 180 kg/ha de NPK, respectivamente.

A partir dos dados obtidos, sugerimos mais estudos para entender a relagao entre
nutrientes nas plantas considerando a variabilidade edafoclimatica nas diversas areas de
cultivo.

4.3 Conteudo de glicosideos

Houve variagdes nos teores de glicosideos de steviol em todos os tratamentos.
Na primeira colheita os teores de esteviosideo e rebaudiosideo A ndo apresentaram
diferencas significativas com o aumento das doses de nutrientes. Porém, analisando os
teores de esteviosideo na segunda colheita pode-se deduzir que a dose N 0,1g/L
promoveu maior sintese deste composto em folhas e a dose P 0.5g/plant inferiu maiores
teores em caules. Por outro lado, alguns estudos ndo evidenciam essa correlagdo com
baixas doses de N (Inugraha et al., 2014).

Na segunda colheita, houve a interagdo conjunta do P nos teores de
rebaudiosideo (Tabelas 3 e 4). Considerando a percentagem média dos glicosideos de
esteviol, percebe-se que as folhas apresentaram uma maior concentragdo, cerca de 11%
e 8,5%, do que as hastes, cerca de 4% e 3,4% na primeira e segunda colheita,
respectivamente. Pal et al. (2015), ressaltaram a importincia da adubagdo nitrogenada
ao efeito sinergico de N com outros nutrientes essenciais que estimulam as atividades
bioquimicas nas plantas e, consequentemente, os niveis de glicosideos. Os autores ainda
afirmam que altos teores de esteviosideo nas folhas adubadas com N podem ser
resultado dos altos teores de pigmentos fotossintéticos. De acordo com Ladygin et al.
(2008), a acumulacao dos glicosideos esteviol em células de stevia in vivo e in vitro,
pode ser relacionada com o desenvolvimento do sistema de membrana de cloroplastos e
o conteudo de pigmentos fotossintéticos. Em relacdo ao rebaudiosideo, Brandle (1999)
deduz que a presenga de Reb-A ¢ controlada por um tnico gene dominante, mas que as
proporg¢des reais podem ser influenciadas por locus multialelico.

Tendo em consideracdo os dados obtidos ¢ a necessidade de oferecer uma
indicagdo sobre qual adubagdo nitrogenada seguir, se considerarmos o contetido de
esteviosideo e rebaudiosideo A nas folhas secas, que ¢ o orgdo da planta utilizado
industrialmente, pode-se considerar a dose maxima apenas para o nitrogénio, enquanto
que para os outros dois elementos, ndo houve efeito significativo nas folhas, sendo

assim, podemos considerar suficiente a dose minima. Por outro lado, se cultivarmos
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stevia com a finalidade de extrair os glicosideos de esteviol na planta inteira, deve-se
considerar as doses indicadas N2P3K1. Quando multiplica-se o seu contetido de
glicosideos para um hectare, temos a quantidade de 270kg de esteviosideo e 209kg de
rebaudiosideo A, no primeiro corte, e 120kg de esteviosideo e 108kg de rebaudiosideo,
no segundo corte.

Comparando com a literatura os valores das duas principais glicosidos na
experiéncia pode-se considerar que estes atingiram niveis muito significativas. De
acordo com Yadav et al. (2010), o contetdo destas substancias sintetizadas por plantas
sdo normalmente 5% a 10% esteviosideo e 2% a 4% de um rebaudioside. De acordo
com Kumar et al. (2014) altas concentracdes de rebaudiosideo A ndo sdo desejaveis,
devido ao seu alto poder adocgante.

Devido a caracteristica da espécie ser altamente sensivel ao fotoperiodo, o seu
cultivo em zonas temperadas, como ¢ o caso da Itilia, pode ter influenciado a
produtividade de esteviosideo (Ramesh et al., 2006). O conteudo do rebaudiosideo-A,
tem um interesse especial porque tem o perfil de sabor mais desejavel (DuBois, 2000).
O que ndo ¢ apreciado em esteviosideo € a possibilidade de provocar gosto amargo, que
ndo ¢ aceitavel para a maioria das pessoas.
5.CONCLUSOES

Notou-se que as dosagens mais elevadas de NPK ndo promovem maior
acumulagdo de biomassa na espécie.

O mais adequado considerando a produtividade para produgao de folhas foi N
0,25 g/L, P 0,5 g/planta P e K 1,5 g/planta.

A adubagdo nitrogenada influenciou o acimulo de biomassa na planta inteira,
enquanto que o P e o K influenciaram somente a biomassa do caule.

O K ¢ o nutriente absorvido em maior quantidade nas plantas.

Os resultados de biomassa seca e teores de esteviosideo e rabaudiosideo A
foram maiores na primeira colheita.

A adubagdo nitrogenada influenciou diretamente a sintese de glicosideos de

esteviol nas folhas e nos caules.
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Tabela 1. Produtividade folhas e caules, teor de nutrientes nos Stevia rebaudiana Bertoni sob diferentes doses de adubag@o na primeira

colheita.
Primeira colheita
Doses Massa seca folhas Massa seca caules  Massa seca total N P K N P K
(2) (2) (2) %dm %dm % dm g/planta g/planta g/planta

Nitrogénio N1 179b 12.6 b 30.5b 1.44¢ 025 261 043¢ 008b 0.79b
(/) N2 213 a 18.1a 394 a 1.79b 027 2.67 0.70b 0.11a 1.05a

N3 223 a 18.0a 40.4 a 227a 029 268 09la 0.11a 1.08a
Fosforo P1 20.0 15.4b 3543b 1.88 0.23b 2.63 0.67 0.08b 093¢
(@/plant) P2 20.6 16.2 ab 36.9 ab 1.82 0.29a 2.68 0.68 0.11a 098b

P3 20.9 17.1a 38.0a 1.80 029a 2.66 0.70 0.11a 1.0la
PotAssio K1 20.7 155b 36.9 ab 1.87 0.27 239c¢ 0.67 0.10 0.88 ¢
(e/plant) K2 20.7 16.2 ab 37.8a 1.84 027 2.62b 0.71 0.10 0.99b

K3 20.0 17.0 a 35.6b 1.79 028 295a 0.67 0.10 1.05a
N kek keksk skeksk %k ns ns keksk kk keksk
P ns * * ns ok ns ns ok *
K ns *k *% ns ns wkk ns ns K
Nxp ns ns ns * ns ns ns ns ns
Nxk ns ns ns ns ns * ns ns ns
Kxp ns ns ns ns ns ok ns ns ns

Nxpxk ns ns ns ns ns ns ns ns ns
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Tabela 2. Produtividade folhas e caules, teor de nutrientes nos Stevia rebaudiana Bertoni sob diferentes doses de adubacdo na segunda

colheita.
Segunda colheita
Doses Massa seca folhas Massa seca caules  Massa seca total N P K N P K
(2) (2) (2) %dm %dm % dm g/planta g/planta g/planta

Nitrogénio N1 9.19b 104 ¢ 19.6 b 1.29¢ 020 231 025¢c¢ 0.04 045D
(/L) N2 11.5a 124b 24 a 1.79b 0.19 224 042b 0.04 0.53a

N3 114 a 13.1a 24.6 a 227a 0.19 219 056a 0.04 0.53 a
Fosforo P1 10.4 11.6b 22.0b 1.77 0.16b 2.32 0.39 0.03b 0.50
(@/plant) P2 10.7 11.9 ab 22.7 ab 1.83 0.19b 222 042 0.04b 0.50

P3 11.0 124 a 234a 1.76  0.23a 2.20 0.42 0.05a 0.51
Potéssio K1 10.7 11.8 22.6 ab 1.82 0.18 1.60c 042 0.04 0.36 ¢
(e/plant) K2 10.9 12.5 234 a 1.75 020 230b 041 0.04 0.54b

K3 10.4 11.6 22.1b 1.79 020 284a 040 0.04 0.63 a
N * keksk kek skeksk ns ns keksk ns *
p ns * * ns *x ns ns *x ns
k ns ns * ns ns ok ns ns K
nxp ns ns ns ns ns ns ns ns ns
nxk ns ns ns ns ns ok ns ns *
kxp ns ns ns ns ns * ns ns ns

nxpxk ns ns ns *x ns ns ns ns ns
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Tabela 3. Percentual em teor de matéria seca e esteviosideo e rebaudiosideo em Stevia rebaudiana Bertoni cultivadas em vasos sob

diferentes doses de fertilizante mineral na primeira colheita.

Primeira colheita

., Rebaudiosideo A Esteviosideo Rebaudiosideo A ., Rebaudiosideo A
Esteviosideo folhas Esteviosideo total
Doses folhas caule caule total
% MS % MS % MS % MS g/plant g/plant
Nitrogénio N1 11.3 7.31 4.10 4.87 254 b 1.93b
(/L) N2 11.8 7.05 3.95 4.82 3.03a 237 a
N3 11.1 6.96 3.90 4.73 3.19a 241 a
Fosforo P1 11.4 6.91 4.03 4.81 2.90 2.13
(e/plant) P2 10.8 7.09 3.94 4.77 2.87 2.24
P3 11.1 7.32 3.98 4.85 3.00 2.34
PotAssio K1 10.2 7.25 3.92 4.79 2.98 2.28
(@/plant) K2 11.8 6.96 3.99 4.80 2.91 2.27
K3 11.2 7.10 4.03 4.83 2.88 2.17
N ns ns ns ns ** *
p ns ns ns ns ns ns
k ns ns ns ns ns ns
nxp ns ns ns ns ns ns
nxk ns ns ns ns ns ns
kxp ns ns ns ns ns ns

nxpxk ns ns ns ns ns ns
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Tabela 4. Percentual em teor de matéria seca e esteviosideo e rebaudiosideo em Stevia rebaudiana Bertoni cultivadas em vasos sob

diferentes doses de fertilizante mineral na segunda colheita.

Segunda colheita
Esteviosideo folhas Rebaudiosideo A Esteviosideo Rebaudiosideo A Esteviosideo total Rebaudiosideo A
Doses folhas caule Caule total
% MS % MS % MS % MS g/plant g/plant
Nitrogénio N1 9.17 a 5.86 3.55a 4.46 1.21b 1.00 b
(g/L) N2 8.25b 6.10 3.55a 4.50 1.39a 1.26 a
N3 8.17b 5.71 3470 4.47 1.39a 1.24a
4.46
. P1 8.53 5.77b 3.56 1.30 1.12b
Fosforo
(g/plant) P2 8.60 577b 3.53 4.47 1.34 1.15 ab
P3 8.46 6.16 a 3.48 4.49 1.35 1.24 a
PotAssio K1 8.67 5.83 3.56a 4.46 1.29 1.16
(e/plant) K2 8.55 5.88 3.54ab 4.47 1.36 1.20
K3 8.37 5.95 3.46b 4.50 1.35 1.15
N * ns * ns * *
P ns * ns ns ns *
K ns ns * ns ns ns
NxP ns * ns ns ns *
NxK ns ns ns * ns ns
KxP ns ns ns ns ns ns

NxPxK ns ns ns *x ns ns
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