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PRODUTIVIDADE, COMPOSTOS BIOATIVOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM
Eryngium foetidum L. Botucatu, 2013. 60 p. Tese (Doutorado em Agronomia/Horticultura)
— Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista

Autor: RENE ARNOUX DA SILVA CAMPOS

Orientadora: GIUSEPPINA PACE PEREIRA LIMA

RESUMO

Eryngium foetium (Apiaceae) ¢ uma hortali¢a utilizada como tempero e planta medicinal
em regides tropicais. O presente estudo teve com objetivo de avaliar a produgdo de
biomassa e compostos bioativos em folhas de E. foetidum em relacdo a maturidade das
folhas, poda da inflorescéncia, luminosidade e fertilizagdo nitrogenada. Foram realizados
dois experimentos. No primeiro experimento foram avaliadas produtividade, concentracao
de metabdltos primarios, compostos bioativos e atividade de enzimas oxidativas nas folhas
em relacdo a poda da inflorescéncia em diferentes fases de crescimento. Foram observadas
diferengas significativas na biomassa foliar e nas concentragdes de compostos
antioxidantes. As maiores concentragoes de flavonoides, compostos fendlicos, clorofilas e
carotenoides foram observadas durante as fases iniciais de crescimento, entre 60 e 90 dias
apos a germinac¢do. As antocianinas concentraram-se com a maturidade das folhas, apos
200 dias. Uma redu¢do na concentracdo de compostos bioativos e atividade antioxidante
foi observada com aumento na atividade da peroxidase e polifenoloxidase. No segundo
experimento, foram avaliadas a producdo de biomassa, 6leo essencial, compostos fendlicos
e nutrientes minerais nas folhas em relagdo ao sombreamento 50% e diferentes niveis de
fertilizagdo nitrogenada (0, 40, 80, 120 e 160 kg ha™). Foram observadas diferencas
significativas no crescimento e nas concentragdes de 6leo essencial, pigmentos, compostos
fenolicos, nutrientes minerais e na atividade antioxidante frente ao radical DPPH entre os
tratamentos. A maior producdo de biomassa foi obtida em ambiente sem sombreamento.
As biomassas total e foliar apresentaram aumentos lineares significativos em fun¢do dos
niveis de fertilizacdo nitrogenada. No geral, o sombreamento teve efeito negativo
significativo na producdo de oleo essencial, polifenois totais, flavonoides, acido
clorogénico, acido ferulico e acido p-cumarico. Entretanto, as maiores concentragdes de
clorofila b, carotenoides e nutrientes minerais nas folhas foram obtidas nos tratamentos
sombreados. Concluindo, a poda da inflorescéncia ¢ recomendada para aumentar a

produtividade foliar. Para o melhor aproveitamento das substancias bioativas nas folhas,



recomenda-se que a colheita das folhas seja realizada entre 60 e 90 dias ap6s a germinagao.
O cultivo sombreado ¢ recomendado para a producdo de folhas para o consumo in natura,
devido a produgdo de folhas mais tenras e expandidas, com maior teor de pigmentos. As
folhas produzidas em ambiente sem sombreamento sao mais adequadas para o uso
industrial, devido ao maior teor de 6leo essencial e compostos fendlicos, além da maior

producdo de biomassa.

Palavras-chave: fases de crescimento, sombreamento, fertilizagao nitrogenada, pigmentos,

compostos fendlicos, 6leo essencial, nutrientes minerais
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SUMMARY

Eryngium foetidum L. (Apiaceae) is a vegetable used as spice and medicinal plant in
tropical regions. The present study was aimed to evaluate the production of biomass and
antioxidant compounds in leaves of E. foetidum in relation to maturity of leaves, pruning of
inflorescence, luminosity and nitrogen fertilization. Two field studies were carried out. In
the first experiment we evaluated yield, the concentration of primary metabolites, bioactive
compounds and the activity of oxidative enzymes in leaves in relation to the pruning of
floral stalks in different growth phases. Significantly differences were observed in leaf
biomass and in the levels of antioxidant compounds. The highest contents of flavonoid,
phenolic compounds, chlorophylls and carotenoids were observed during the initial phases
of growth, between 60 and 90 days after germination. Anthocyanins were concentrated
with the maturity of leaves, after 200 days. A reduction in the concentrations of bioactive
compounds and antioxidant activity was observed with increase in the activity of
peroxidase and polyphenoloxidase. In the second experiment, the production of biomass,
essential oil, phenolic compounds and mineral nutrients were evaluated in the leaves in
relation to 50% shading and different levels of nitrogen fertilization (0, 40, 80, 120, 160 kg
ha™). Significantly differences were observed in plant growth and in the concentrations of
essential oil, pigments, phenolic compounds, mineral nutrients and antioxidant activity
measured by DPPH radical. The highest biomass production was achieved in non-shaded
environment. The total biomass and leaf biomass showed significantly linear increase as a
function of the nitrogen fertilization levels. Overall, shading had significantly negative
effect in the production of essential oil, total polyphenols, flavonoids, chlorogenic acid,
ferulic acid and p-coumaric acid. However, the highest contents of chlorophyll b,
carotenoids and mineral nutrients in the leaves were achieved in shade treatments. In
conclusion, the pruning of floral stalks is recommended to increase leaf production. In
order to obtain the greatest levels of bioactive compounds in leaves, we recommend

harvesting the leaves among 60 and 90 days after the germination. Shading is



recommended to the production of leaves for in natura consumption, due the production of
more expanded and tender leaves, with higher pigment content. The leaves produced in
non-shaded environment are more recommended to the industrial use, due to the highest
concentration of essential oil and phenolic compounds, besides the highest production of

biomass.

Keywords: growth phases, shading, nitrogen fertilization, pigments, phenolic compounds,

essential oil, mineral nutrients



INTRODUCAO GERAL

Os antioxidantes sdo definidos como substancias que, presentes em
baixas concentragdes, podem significativamente retardar ou prevenir a oxidagdo de um
substrato (HALLIWELL, 2011). As defesas antioxidantes humanas s3o mantidas por um
sistema de defesa antioxidante enddgeno elaborado, que inclui enzimas antioxidantes,
como a superoxido dismutase, catalase, glutationa, peroxidase, proteinas e sequestradores
de baixo peso molecular, como o 4cido drico, vitamina E ¢ a coenzima Q (LIMON-
PACHECO & GONSEBATT, 2009). Essas substancias devem minimizar os niveis de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e ao mesmo tempo permitir que ocorram fungdes uteis
da ROS desempenhadas na sinalizagdo celular e na regulagido redox. Por outro lado, a agao
aumentada ou prolongada dos radicais livres podem sobrecarregar os mecanismos de
defesa das ROS, contribuindo para o desenvolvimento de doengas e envelhecimento
(HALLIWELL, 2009).

Como o dano oxidativo aumenta com a idade, os antioxidantes
provenientes do consumo de frutas e verduras pode contribuir com as defesas antioxidantes
endogenas. Substincias como a vitamina C, vitamina E, carotenoides e polifenois sdo
atualmente as principais fontes de antioxidantes exdgenos. Estudos clinicos sugerem que a
ingestao de uma dieta rica em alimentos vegetais como frutas, hortali¢as e cereais integrais
pode ajudar na preven¢do de doencas (WILLETT, 2006). Os beneficios do consumo de
frutas e verduras sd@o do ponto de vista epidemioldgico associados a baixa incidéncia de
certos tipos de cancer e doengas degenerativas, como doencas cardiovasculares e cataratas
(CROWE et al., 2011; BOEING et al., 2012). Um antioxidante ideal deve ser rapidamente
absorvido pelo corpo e atenuar a formagao de radicais livres, quelando metais redox em
niveis fisiologicamente relevantes. Eles devem atuar nas células, nas regides aquosas do
citoplasma ou nas membranas, de modo positivo (POLJSAK et al., 2013).

A Organizacdo Mundial da Saude estima que 80% dos habitantes
do mundo recorrem a medicina tradicional para os cuidados basicos de satde; a maior
parte das terapias envolve o uso de extratos vegetais e seus componentes ativos (CRAIG,

1999). As plantas sdo a base da medicina tradicional em todo o mundo ha milhares de anos



e, ainda, continuam a fornecer novos remédios. Um grande esfor¢o tem, portanto, focado
na utilizacdo de técnicas experimentais disponiveis para identificar antioxidantes naturais a
partir de plantas.

Eryngium foetidum (Apiaceae) ¢ uma planta herbacea, bianual, de
8-40 cm de altura (Figura 1, A-F). Nativa da América Central e atualmente cosmopolita, a
espécie ¢ encontrada em regides tropicais e subtropicais (SHE & WATSON, 2005).
Recentemente, E. foetidum L. foi incluida entre as principais hortalicas ndo convencionais
cultivadas em nosso pais (BRASIL, 2010), sendo conhecida popularmente como coentro,
coentrdo, coentro-da-india, coentro-castelo, coentro-bravo, coentro-da-folha-larga, coentro-
japonés, chicodria, chicoria-de-caboclo, chicéria-do-amazonas, chicéria-do-para, entre
outras.

No Brasil, a espécie ¢ cultivada para alimentagdo em quintais
urbanos e hortas (MORALIS et al., 2009). As folhas de E. foetidum sdo adicionadas em
curries, molhos, ensopados ¢ sopas como tempero (PRASAD et al., 2008). Os usos
tradicionais para esta planta sdo inimeros mas, principalmente, como medicinal. Na
América tropical e Caribe, onde a espécie € nativa, prevalece o uso da planta para tratar
febres, resfriados e gripes (DUKE, 2009). Comunidades tradicionais da América Central e
Caribe utilizam varias preparagdes da planta, principalmente, contra dores de estdmago
(KALA, 2005), ou no tratamento de problemas reprodutivos da mulher, como infertilidade,
complicacdes do parto, colicas menstruais, dores pds-parto, infecgdes vaginarias € como
emenagoga (COE, 2008; LANS, 2007). No Brasil, a decoc¢do da planta inteira ¢ usada
para facilitar o parto, porém, ¢ contra indicado na gravidez por que pode provocar
contragoes uterinas (RODRIGUES, 2007). Na Costa Rica, hd o uso como afrodisiaco,
porém, nenhuma mengdo ¢ feita em relacdo ao sexo afetado (DUKE, 2009). Outras
doencas notaveis para as quais essa planta ¢ indicada incluem hipertensdo, reumatismo,
asma, disturbios da visdo, contra veneno, doencas venéreas, diabetes, como vermifugo,
desmaios, malaria e picada de serpentes. Os extratos de E. foetidum foram avaliados em
relacio a atividade anti-helmintica, anticonvulsante, anti-inflamatoria, analgésica,
antimaldrica e bactericida, observadas no wuso tradicional. Entretanto, apenas as
propriedades anti-helmintica, anticonvulsante e anti-inflamatoria dos extratos das folhas de
E. foetidum foram confirmadas. (PAUL et al., 2011).

Além do seu amplo uso para fins medicinais e culinarios, ¢ um

importante item para as industrias de perfumaria e cosméticos (AROCKIASAMY &



IGNACIMUTHU, 1998). O dleo essencial possui alto valor no mercado internacional
(IGNACIMUTHU et al., 1999). Os primeiros estudos sobre a composi¢do quimica das
folhas indicaram a presenca de calcio, ferro, riboflavina, carotenoides, vitaminas A, B e C
e Oleo essencial. Entretanto, as andlises dos componentes quimicos focaram-se,

principalmente, no 6leo essencial (RAMCHARAN, 1999).

Figura 1. A: Eryngium foetidum L.; B: cultivo em jirau, em quintal urbano, Caceres, MT;
C: Cultivo em Santa Isabel, PA; D e E: comercializagao no mercado Ver-o-Peso, Belém,

Para; F: comercializagdo em supermercado, Belém, Para.



Alguns estudos indicaram boa concentracdo de compostos
fenolicos e atividade antioxidante nas folhas de E. foetidum, através de diferentes métodos
(WONG et al., 2006). Entretanto, as informagdes sobre a composicao quimica das folhas
de E. foetidum sao escassas, sendo necessario aprofundar o conhecimento sobre a producao
de substancias bioativas na espécie. Ainda ndo existem informagdes sobre o efeito das
fases de crescimento na producdo de substancias bioativas nas folhas. A maturidade ¢ um
dos principais fatores que determinam a composi¢cdo qualitativa em frutas e verduras
(KORUS 2011). Assim, a descricdo da distribuicdo das substancias bioativas e da
capacidade antioxidante em diferentes fases de crescimento ¢ importante para 0 maximo
aproveitamento da hortaliga como alimento funcional. Outro problema para a cultura é o
florescimento precoce, que reduz a produgdo de folhas e, por esse motivo, a poda da
inflorescéncia ¢ recomendada para aumentar a produtividade. Entretanto, ndo se sabe se
esta pratica pode afetar a composicdo quimica das folhas.

No cultivo de E. foetidum, a luminosidade e a fertilizacao
nitrogenada estdo entre os fatores que mais afetam a produtividade e qualidade das folhas
(MONIRUZZAMAN et al., 2009). Entretanto, o efeito desses fatores na composi¢cdo
quimica das folhas é desconhecido. Sabe-se que a producdo de fitoquimicos nas plantas ¢
afetada por fatores ambientais, como luminosidade e temperatura, fatores genéticos e
praticas culturais durante o cultivo. A influéncia da intensidade luminosa e fertilizagdo
nitrogenada na composicdo de metabdlitos bioativos em alimentos vegetais pode
potencializar a produgdo de alimentos funcionais destinados a um segmento mais
especializado do mercado (TREUTTER, 2010). Além disso, a caracterizagdo das
substancias benéficas presentes nas folhas de E. foetidum poderia adicionar valor a
producdo e dar um impulso econdomico para as regides que cultivam para exportacao.
Dessa forma, o objetivo do presente estudo ¢ avaliar a producdo de biomassa, compostos
bioativos e atividade antioxidante das folhas de Eryngium foetidum em relagdo as fases de
crescimento, poda da inflorescéncia e fatores ambientais, mais precisamente em relagdo a
intensidade luminosa e a fertilizacdo nitrogenada. Para atingir estes objetivos, a tese foi
dividida em dois capitulos, sendo o primeiro capitulo intitulado “CARACTERIZACAO
QUIMICA DAS FOLHAS DE Eryngium foetidum L. EM DIFERENTES FASES DE
CRESCIMENTO?”, redigido conforme as normas da revista INDUSTRIAL CROPS AND
PRODUCTS e o segundo capitulo intitulado “EFEITOS DA INTENSIDADE
LUMINOSA E FERTILIZACAO NITROGENADA NO CRESCIMENTO E



PRODUCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS EM Eryngium foetidum”, redigido
conforme as normas da revista JOURNAL OF AGRICULTURAL AND FOOD
CHEMISTRY.



Capitulo I

“CARACTERIZACAO QUIMICA DAS FOLHAS DE Eryngium foetidum
EM DIFERENTES FASES DE CRESCIMENTO”

10
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Caracteriza¢do quimica das folhas de Eryngium foetidum em diferentes

fases de crescimento

Resumo: Eryngium foetidum L. (Apiaceae) ¢ uma planta aromatica utilizada como
condimento ¢ medicinal em regides tropicais, no tratamento de varias doencgas. O presente
estudo investigou a composi¢do quimica das folhas de E. foetidum em diferentes fases de
crescimento ¢ em relagdo a poda da inflorescéncia, relacionando as concentracdes de
substancias bioativas e a atividade de enzimas oxidativas. As fases de crescimento
influenciaram diferentemente os niveis das substincias estudadas. As maiores
concentragdes de flavonoides e compostos fendlicos foram observadas durante a fase lag,
enquanto as maiores concentragdes de clorofilas e carotenoides foram observadas durante a
fase exponencial. As antocianinas concentraram-se com a maturidade das folhas, na fase
estacionaria. A maior atividade antioxidante, segundo o ensaio FRAP, foi observada nas
fases lag, exponencial e estaciondria. Foi observada reducdo na concentracdo dos
compostos bioativos e atividade antioxidante com aumento da atividade da
polifenoloxidase e peroxidase, nas fases linear e estacionaria, respectivamente. A poda da
inflorescéncia nao afetou as concentra¢des das substancias estudadas. A descricao dos
niveis de compostos bioativos nas folhas e da capacidade antioxidante dos extratos E.
foetidum nas diferentes fases de crescimento ¢ importante para a selecao de folhas com alto
valor nutricional. Concluindo, a época ideal para a colheita das folhas ¢ entre sessenta e
noventa dias apds a germinacdo, durante as fases /ag e exponencial de crescimento, devido
aos niveis superiores de substancias benéficas e a maior atividade antioxidante dos
extratos. A poda da inflorescéncia ¢ recomendada para a cultura, devido ao aumento na
producdo de biomassa foliar sem alterar os niveis de compostos antioxidantes nas mesmas.
Esses resultados indicam a possibilidade de aperfeicoar a produ¢ado de E. foetidum para fins

farmacoldgicos e industriais.
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Palavras-chave: Eryngium foetidum, Apiaceae, Capacidade antioxidante, Fases de

crescimento, Contetido de substancias bioativas, FRAP.

Abstract: Chemical characterization of leaves of Eryngim foetidum in different growth
phases. Eryngium foetidum L. (Apiaceae) is an aromatic plant used as spice and medicinal
in tropical regions, in the treatment of an array of ailments. The present study investigates
the chemical composition of leaves of E. foetidum in different growth phases and in
relation to the pruning of floral stalks, concerning the concentration of bioactive substances
and the activity of oxidative enzymes. The growth phases had influence in the levels of the
substances studied in a different way. The highest concentrations of flavonoids and
phenolic compounds were observed during the lag phase, while the highest concentrations
of chlorophylls and carotenoids were observed during the exponential phase. The
anthocyanins were concentrated with the maturity of the leaves in the stationary phase. The
highest antioxidant activity, according to the FRAP assay, was observed in the lag,
exponential and stationary phases. A decrease in the concentration of bioactive compounds
and antioxidant activity with increased activity of polyphenol oxidase and peroxidase
during the linear and stationary phases, respectively, was observed. The pruning of
inflorescences did not affect the concentrations of the substances studied. The description
of the levels of bioactive compounds in the leaves and the antioxidant capacity of the
extract of E. foetidum at different stages of growth is important for the selection of leaves
with high nutritional value. In conclusion, the ideal time to harvest the leaves is between
sixty and ninety days after germination, during the lag and exponential phases of growth,
due to higher levels of beneficial substances and increased antioxidant capacity. Pruning of

inflorescences is recommended for the crop, due to the increase in leaf biomass production,
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without changing the levels of antioxidants. These results indicate the possibility of
improving the production of E. foetidum for pharmacological and industrial purposes.
Keywords: Eryngium foetidum, Biomass production, Bioactive compounds, Antioxidant

activity, Peroxidase, Polyphenoloxidase.

1. Introdugao

Eryngium foetidum L. (Familia: Apiaceae), conhecida como chicoria-do-pard, coentro-
castelo e long coriander em Inglés, ¢ uma planta aromatica, utilizada como condimento e
medicinal em regides tropicais. As folhas sdo empregadas no tratamento de diversas
doengas, como febre, dores, hipertensao, etc. (Duke, 2009). Essa espécie também ¢ um
importante item para as industrias de perfumaria e cosméticos e o 6leo essencial possui alto
valor no mercado internacional (Arockiasamy & Ignacimuthu, 1998; Ignacimuthu et al.,
1999). Estudos farmacologicos indicaram propriedades anti-inflamatoria, anticonvulsante e
anti-helmintica, confirmando algumas das indicagdes tradicionais (Paul et al., 2011). Os
primeiros estudos sobre a composi¢do quimica das folhas indicaram a presenga de
riboflavina, carotenos, vitaminas A, B, C e elementos traco, tais como Ca ¢ Fe
(Ramcharan, 1999). Outros estudos indicaram boas quantidades de compostos fendlicos e
atividade antioxidante nas folhas de E. foetidum, através de diferentes métodos (Wong et
al., 2006; Nanasombat & Teckchuen, 2009). A tecnologia para produgdao méaxima estd em
uso em regides onde o cultivo ¢ voltado a exportagdo. Entretanto, as pesquisas dos
constituintes quimicos focaram-se, principalmente, nos 6leos essenciais, havendo pouca
informacao disponivel sobre a producdo de outros fitoquimicos (Paul et al., 2011), como
por exemplo, compostos antioxidantes.

A descricao da distribuicdo de substancias bioativas nas folhas de E. foetidum nas

diferentes fases de crescimento ¢ importante para potencializar a produ¢do de alimentos
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funcionais, com altos conteudos de fitonutrientes e atividade antioxidante. Além disso, ndo
se sabe qual ¢ o efeito da poda da inflorescéncia sobre a composi¢cdo quimica das folhas.
Assim, o presente estudo teve por objetivo caracterizar as concentracdes de fitoquimicos
nas folhas de E. foetidum e avaliar como elas estdo distribuidas nas diferentes fases de
crescimento da planta. Para alcangar este objetivo, foram avaliados os teores de
carboidratos, proteinas, clorofilas, carotenoides, compostos fendlicos e atividade
antioxidante em diferentes fases de crescimento. A atividade das enzimas oxidativas
também foi medida com o objetivo de relacionar a concentragdo de fitoquimicos com

sinais de senescéncia.

2. Material e Métodos

2.1 Cultivo e coleta de amostras

O experimento foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, (22°52°20S
48°26°37”0) da Universidade Estadual Paulista, Botucatu, Sao Paulo, Brasil. As plantas
foram cultivadas em ambiente protegido telado, coberto com malha de sombreamento
50%. As médias das temperaturas minimas e maximas foram 16,8 °C e 29,5 °C,
respectivamente, durante o periodo experimental. Um delineamento fatorial em blocos
casualizados foi usado para estabelecer dois tratamentos de poda da inflorescéncia e cinco
amostragens de folhas, realizadas em diferentes fases de crescimento. Com quatro
repeticdes, o experimento teve um total de 40 parcelas, constituida de oito plantas cada.

Mudas de 60 dias obtidas de sementes foram utilizadas no experimento. Os
tratamentos de poda da inflorescéncia consistiram do acompanhamento de dois grupos de
plantas: plantas sem poda da inflorescéncia (A1) e plantas podadas semanalmente (A2). As

amostragens de folhas foram realizadas nas fases de crescimento /ag (B1) aos 90 dias,
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exponencial (B2) aos 120 dias, linear (B3) aos 150 dias, desaceleragao (B4) aos 180 dias e

estacionaria (B5) aos 210 dias (Figura 1).
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Figura 1. Fases de crescimento de Eryngium foetidum L. em relacdo ao tempo transcorrido
apods a germinagdao. W: massa seca total, G: taxa de crescimento da cultura, B1: fase /ag,

B2: fase exponencial, B3: fase linear, B4: fase de desaceleragdo, BS: fase estacionaria.

As préticas agrondmicas comuns foram realizadas em todos os tratamentos durante
o periodo experimental. O voucher do espécimen (BOTU027055) foi preparado e
depositado no herbario Botu da UNESP, Botucatu, SP, Brasil.

2.2 Preparagdo das amostras para as andlises quimicas

As plantas colhidas foram lavadas em dgua corrente. Parte do material foi
pulverizada em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C. Os 6rgaos foram separados,
secos a 40°C e pesados em balanca de precisdo. A massa seca total de cada planta foi

calculada pela soma das massas secas das folhas, inflorescéncias e raizes.
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2.3 Carboidratos totais, sacarose e acgucares redutores totais

Os carboidratos totais foram quantificados de acordo com os procedimentos
descritos por Dubois et al. (1956). Os agucares redutores e sacarose foram determinados de
acordo com os procedimentos descritos por Nelson (1944). As concentragdes das
diferentes classes de carboidratos foram calculadas usando curvas de glicose e expressas
em miligramas de glicose equivalente por grama de massa (mg g™).

2.4 Proteinas soluveis, atividade da peroxidase e polifenol oxidase

As proteinas soluveis foram quantificadas de acordo com os procedimentos
descritos por Bradford (1976). As concentragdes de proteinas soluveis foram calculadas
com base em uma curva de soro albumina bovina (BSA) e expressas em miligramas de
BSA equivalente por grama de massa (mg g'l). A atividade das enzimas peroxidase (EC
1.11.1.7) e polifenoloxidase (EC 1.14.18.1) foram quantificadas de acordo com os
procedimentos descritos por Cano et al. (1995). A atividade da peroxidase foi expressa em
micromol de perdxido de hidrogénio decomposto por minuto por grama de massa (umol
min' g"'). A atividade da polifenoloxidase foi expressa em micromol de catecol
decomposto por minuto por grama de massa (umol min™ g).

2.5 Clorofila a, clorofila b, carotenoides e antocianinas

As concentragdes de clorofilas a e b, carotenoides e antocianinas foram analisadas
conforme o método descrito por Sims e Gamon (2002), com modificagdes. Em resumo,
amostras frescas foram trituradas em nitrogénio liquido e ressuspensas em solu¢do fria de
acetona TRIS 200 mM pH 7,8. A extragdo foi realizada em banho de gelo e protegida da
luz. Apds centrifugagdo por 5 minutos a 2000 x g (Mikro 220R, Hettich, Alemanha), foram
realizadas as leituras de absorbancia em 470, 537, 647 e 663 nm (Ultrospec 2000,

Pharmacia Biotech, Inglaterra) e os resultados obtidos através das equagoes:

Antocianina = 0,08173As5, — 0,00697Ag47 — 0,002228A 5
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Clorofila a = 0,01373A4443 — 0,000897A55, — 0,0030464,,
ClOTOflla b = 0’02405A647 - 0,00430514537 - 0’005507A663

(As79 — (17,1 x (Cl, + Cl) — 9,479 X Antocianinas))
119,26

Carotenoides =

As concentragoes de clorofila a, clorofila b, carotenoides e antocianinas foram
expressas em miligramas por grama de massa (mg ).

2.6 Compostos fenolicos

A concentracao de fendlicos totais foi determinada pelo método colorimétrico com
algumas modificagoes (Singleton et al., 1999). O extrato foi preparado com acetona aquosa
50% (v/v) em banho ultrassonico por 20 minutos. Apds centrifugacdo a 6000 x g
(MR1812, Jouan, Franga) por 10 minutos, o precipitado foi novamente ressuspenso e
centrifugado e os sobrenadantes coletados foram combinados. Aos extratos foi adicionado
o reagente Folin-Ciocalteu, seguido da adicdo da solugdo de 10% Na,COs (p/v). A mistura
foi incubada por 2 h em temperatura ambiente para desenvolvimento da cor ¢ a
absorbancia foi medida a 725 nm (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, Inglaterra). A
concentracdo de fenodlicos totais foi calculada usando uma curva de &cido galico e
expressos em miligramas de acido galico equivalente por grama de massa (mg g™).

2.7 Flavonoides

A analise de flavonoides foi feita de acordo com o método descrito por Popova et
al. (2004), com pequenos ajustes. Em resumo, amostras foram misturadas com metanol
acidificado 10% (v/v) em banho ultrassonico por 30 minutos. Uma solugdo de AICl; 5%
(p/v) foi adicionada. A mistura foi entdo centrifugada (Mikro 220R, Hettich, Alemanha) e
a absorbancia foi medida a 425 nm (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, Inglaterra). A
concentracdo de flavonoides foi calculada usando uma curva de rutina e expressa em
miligramas de rutina equivalente por grama de massa (mg g'l).

2.8 Atividade antioxidante
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A avaliacdo da atividade antioxidante frente ao radical estavel 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH®) foi realizada de acordo com o método descrito por Brand-Williams et al.
(1995), com modificagdes. Os extratos foram preparados em etanol absoluto. A reagao foi
iniciada com a adi¢do da solucdo de 0,3 mM DPPH® em etanol. A incubacdo ocorreu a
temperatura ambiente por 1 h no escuro. O controle negativo foi preparado pela
substitui¢do da amostra por etanol absoluto. A leitura da absorbancia a 515 nm foi usada

para calcular a atividade antioxidante (44), de acordo com a equacgao:

Scontrole — absamostra

ab
AA(%) = 100 — x 100
abscontrole

Os resultados foram calculados com base em uma curva de trolox. A atividade
antioxidante foi expressa em micromolar de trolox equivalente por grama de massa (UM
TE g™).

A atividade antioxidante pelo método FRAP foi realizada de acordo com o método
descrito por Benzie e Strain (1996), com ajustes. Em resumo, os extratos foram preparados
com metanol. A leitura da absorbancia foi feita a 596 nm, apds 10 min. O controle
negativo foi preparado pela substituicdo do extrato por metanol. Os resultados foram
calculados com base em uma curva de calibragdo obtida com FeSO,. A atividade
antioxidante foi expressa em milimolar de ferro reduzido por grama de massa (mM Fe*" g
1)_

2.9 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como valor médio (média £ EP). Os dados foram
analisados utilizando o procedimento de modelo geral linear (GLM) do pacote estatistico

SAS seguido pelo teste Scott-Knott para agrupamento de médias.

3. Resultados e discussao
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3.1 Variacao no crescimento, metabdlitos primarios € enzimas oxidativas

Houve diferengas significativas na biomassa foliar, biomassa total e nas
concentragdes médias de metabodlitos primarios de E. foetidum entre os diferentes
tratamentos (p < 0,05). A produg¢dao de biomassa total ndo foi afetada pela poda da
inflorescéncia (Tabela 1). Entretanto, as maiores médias de biomassa foliar foram
observadas entre as plantas podadas, a partir da fase exponencial de crescimento, com
aumento de 74,8% em relacdo as plantas intactas (Tabela 2). As maiores concentragdes de
agucares redutores foram observadas entre as plantas podadas, nas fases exponencial,
linear, desaceleracdo e estacionaria de crescimento, enquanto a maior concentragdo de
sacarose foi observada nessas plantas, na fase estacionaria. Foi observado aumento na
atividade da peroxidase (POD) a partir da fase estaciondria de crescimento em ambos 0s
tratamentos, enquanto a atividade da polifenoloxidase (PPO) aumentou a partir da fase
linear (Tabela 2). Em folhas, o aumento na atividade da PPO ocorre na maturidade,
enquanto a POD tem maior atividade na senescéncia (Abarca et al., 2001; Pascual et al.,

2013).

Tabela 1. Resumo dos niveis de significancia (Two-Way ANOVA) para os efeitos da poda da
inflorescéncia e fases de crescimento na produgdo de biomassa, metabdlitos primarios e atividade
de enzimas oxidativas nas folhas

significancia (p value)”

biomassa metabolitos primarios enzimas
fonte folha total cbt sac acr pts pod ppo
1(’1‘;‘)13 <001 0,563 0,264 <001 <001 0,039 0,901 0,983
faBs)es <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001 <001
interacao
de <,001 <,001 0,004 0,012 0,345 0,280 0,698 0,713
AxB

“Os valores em negrito ndo sdo considerados significativamente diferentes ao nivel de 95% de
confianga. cbt: carboidratos totais, sac: sacarose, acr: agucares redutores, pts: proteinas totais, pod:
peroxidase, ppo: polifenoloxidase.
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Tabela 2. Produgdo de biomassa, metabdlitos primarios e atividade de enzimas oxidativas nas
folhas apds o One-Way ANOVA

biomassa” (g) metabdlitos primarios” (mg g™ enzimas’

trat folha total cbt sac acr pts pod ppo

AlBI1 0,82f 2,93f 98,3c 30,9d 6,19d 0,41c 7,89b 0,091b
AlIB2 3,02e 15,8¢ 109,5¢ 48,1c 7,36¢ 0,39¢ 7,39b 0,083b
AlIB3 5,88d 40,1d 143,1b  72,1b  8,54b  1,13b 9,05b  0,106a
AlB4 6,24d 65,4b 138,2b 72,5b 8,21b 1,90a 11,3a 0,135a
AlIBS 8,46¢ 65,2b 150,8a 50,6¢ 8,03b 2,28a 11,4a 0,163a
A2Bl1 1,19f 4,09f 128,6b 54,4c 8,39b 0,68c 9,12b 0,071b
A2B2 5,28d 16,2¢ 129,4b  61,6b  9,75a  0,52¢ 6,776 0,068b
A2B3 16,8b 51,7¢ 108,5¢  758b  9,4la 1,87a 8,53b  0,107a
A2B4 20,9a 63,4b 133,6b  71,0b 10,la  2,20a 10,3a  0,109a
A2B5 23,1a 78,7a 170,52  92,7a 10,0a  2,84a 11,8a  0,125a

“As médias na mesma coluna com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre os
tratamentos (p < 0,05 pelo teste Scott-Knott). cbt: carboidratos totais, sac: sacarose, acr: agucares
redutores, pts: proteinas totais, pod: peroxidase (umol H,O, min™ g™, ppo: polifenoloxidase (jmol
catecol min' g).

As maiores concentragdes de agucares redutores, sacarose e proteinas soluveis,
ponderadas para os dez tratamentos, foram obtidas nas plantas podadas. As concentragdes
de agucares redutores foram 7,67 £ 0,40 mg g e 9,53 + 0,35 mg g para Al e A2,
respectivamente, enquanto as concentragdes de sacarose foram 54,8 + 4,14 mg g para Al
e 71,1 + 4,71 mg g’ para A2 e as concentragdes de proteinas soluveis foram 1,42 + 0,21
mg g'e1,73+0,21 mgg’, respectivamente. Entretanto, as concentragdes de carboidratos
totais, atividade das enzimas oxidativas e biomassa total ndo foram afetadas pela poda
(Tabela 1).

No presente estudo, foram obtidos 16,8 g por planta de biomassa foliar e 51,7 g por
planta de biomassa total, na fase linear de crescimento entre as plantas podadas. Em outros
estudos sobre cultivo de E. foetidum a biomassa foliar chegou a atingir 11,2 g por planta
(Mozumder et al., 2008). Em outra pesquisa sobre sombreamento e fertilizagao nitrogenada
foram obtidos 16,5 g por planta de biomassa foliar (Moniruzzaman et al., 2009). J4 em um
estudo sobre espacamento e semeadura foi observada producdo foliar maxima de 9,14 g
por planta (Mozumder et al., 2010). Dessa forma, a producdo de biomassa foliar obtida

nessa pesquisa pode ser considerada semelhante aos resultados obtidos nos outros estudos,
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apesar dos tempos transcorridos para a colheita entre os estudos citados serem diferentes,
dificultando uma comparagdo precisa. No presente estudo, a poda da inflorescéncia causou
aumento de 74,8% na massa foliar de E. foetidum. Essa resposta a poda da inflorescéncia
foi semelhante ao observado em um estudo realizado por Gomes et al. (2013) onde foi
observado aumento de 34% no numero de folhas. A poda da inflorescéncia ¢ considerada
uma pratica importante para manejar a por¢ao vegetativa da cultura e aumentar a produgao
de biomassa foliar.

A peroxidase (POD) e a polifenoloxidase (PPO) sdo enzimas que catalisam a
oxidacao de polifenois em muitos materiais vegetais (Korus, 2011), sendo relacionado com
processos de lignificacdo, suberiza¢do, catabolismo da auxina, reparo de ferimentos e
defesa contra infeccdes de patdgenos (Hiraga et al.,, 2001). As respostas das enzimas
oxidativas observadas em FE. foetidum em relagdo as fases de crescimento foram
semelhantes a outras espécies. Em Arabdopis thaliana foi observado aumento na atividade
da POD das folhas com a maturidade, especialmente ao final da expansao foliar. Os tecidos
senescentes apresentaram atividade mais elevada que os tecidos jovens (Abarca et al.,
2001). Em folhas de Brassica oleracea, a atividade da PPO aumentou com a idade da
planta, ndo sendo observada relagdo entre a fase de crescimento e a atividade de outras
enzimas (Korus, 2011). Em frutos de Prunus persica, a alta atividade da PPO no momento
da colheita causa diminuicao da durabilidade do produto, levando a perdas eventuais na
comercializacdo e inabilidade para a exportacdo (Pascual et al., 2013). Desse modo, a
baixa atividade dessas enzimas favorece a manutencao da qualidade das hortalicas, apos a
colheita. As folhas de Amaranthus crutentus podem ser armazenadas em locais frescos por
pelo menos trés dias apds a colheita sem apresentar sinais de perda de coloragdo ou
qualidade, devido a hortalica ndo apresentar atividade aparente na POD (Adebooye et al.,

2008). Assim, a POD e a PPO oxidase podem ser utilizadas como marcadores bioquimicos
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da qualidade das folhas de E. foetidum. Em razao dos resultados observados no presente
estudo, recomenda-se que a colheita seja feita na fase exponencial de crescimento, aos
cento e vinte dias.

3.2 Variacdo na concentracdo de substincias antioxidantes e atividade

antioxidante

Houve diferenga significativa na concentragdo média de substancias antioxidantes
nas folhas de E. foetidum entre as diferentes fases de crescimento. Entretanto, o efeito da
poda da inflorescéncia sobre as concentragdes das substancias antioxidantes e a atividade
antioxidante ndo foi significativo entre os tratamentos (Tabela 3). As maiores
concentracdes de polifenois totais e flavonoides, ponderadas para os dez tratamentos,
foram obtidas durante a fase lag de crescimento (B1), enquanto as maiores concentragdes
de clorofila a, clorofila b e carotenoides foram observadas durante a fase exponecial (B2).
As antocianinas, por outro lado, concentraram-se na fase estacionaria (B5). A maior
atividade antioxidante avaliada pelo método FRAP foi observada durante as fases B1, B2 e

B3, enquanto a atividade antioxidante frente ao DPPH® foi superior na fase B5 (Tabela 4).

Tabela 3. Resumo dos niveis de significancia (Two-Way ANOVA) para os efeitos da poda da
inflorescéncia e fases de crescimento na producdo de substincias antioxidantes e atividade
antioxidante nas folhas

significancia (p value)”

compostos antioxidantes atividade antixidante
fonte cla clb crt ant flav cfen dpph® frap
?X‘;a 0,571 0205 0283 0488 0471 0,949 0,657 0,068
faBs)es <001 <001 <001 <001 <001 <,001 <,001 <,001
interacao
de 0,157 0,124 0338 0,601 0,100 0,028 0,171 0,713
AxB

“Os valores em negrito nio sdo considerados significativamente diferentes ao nivel de 95% de
confianga. cla: clorofila a, clb: clorofila b, crt: carotenoides, ant: antocianinas, flav: flavonoides,
cfen: fenolicos totais.
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A atividade da PPO estd associada a oxidagdo de compostos fenolicos (Meyier,
2006), enquanto a atividade da POD esté associada a degradagdo das clorofilas (Yamauchi
et al., 2004). Em Lactuca sativa, a maior concentragdo de compostos fenolicos e atividade
antioxidante ocorreram nas folhas mais maduras. Entretanto, a presenca de fenolicos nestas
folhas contribui para o escurecimento enzimatico, havendo redugdo gradual das clorofilas e
carotenoides (Viacava et al., 2014). Durante o desenvolvimento de E. foetidum, a atividade
da POD correlacionou-se negativamente (p < 0,05) com as concentragdes de clorofila a,

clorofila b e carotenoides.

Tabela 4. Concentragdo de substincias antioxidantes e atividade antioxidante nas folhas apds o Two-
Way ANOVA

substancias antioxidantes’ (mg g) atividade antioxidante”
nivel cla clb crt ant flav cfen dpph® frap
Bl 213,4b 104,2b 80,9b 39,5b 2,52a 45,5a 221b 0,106a
B2 249,2a 138,9a 103,9a 36,9b 1,60b 36,4c 242b 0,097a
B3 185,4b 89.,2¢ 80,3b 35,1b 1,83b 38,6¢ 2090 0,064b
B4 172,2b 80,5¢ 70,6b 36,7b 1,64b 40,4b 198b 0,076b
BS 156,6b 74,4¢c 71,7b 47,7a 1,63b 40,8b 381a 0,090a

“As médias na mesma coluna com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre os tratamentos
(p < 0,05 pelo teste Scott-Knott). cla: clorofila a, clb: clorofila b, crt: carotenoides, ant: antocianinas,
flav: flavonoides, cfen: fenolicos totais, dpph®: 2,2-difenil-1-picril- hidrazila (uM TE g™), frap:
habilidade de reduzir ferro (mM Fe® g™).

Uma dieta rica em clorofilas, especialmente de hortalicas folhosas ¢ uma maneira
de prevenir o desenvolvimento de cancer no figado e outros tipos de cancer induzidos pelo
ambiente (Egner et al., 2001). Do mesmo modo, alguns carotenoides sdo precursores da
vitamina A, componente essencial da dieta humana. Estudos epidemioldgicos demonstram
que as dietas ricas em carotenoides sdo correlacionadas com uma redugdo significativa no
risco de cancer de pulmdo e outras formas de cancer, doengas cardiacas coronarias e
algumas doencas degenerativas, devido a atividade antioxidante dos carotenoides (Bartley
e Scolnik, 1995). Os flavonoides e compostos fenolicos também possuem atividade

antioxidante, podendo agir como agentes redutores, doadores de hidrogénio, varredores de



24

oxigénio singleto, sequestradores de radicais superoxido e, também, capazes de quelar
metais. Esses compostos também ativam enzimas oxidativas, reduzem radicais o-
tocoferois, inibem oxidases entre outras fungdes (Carocho e Ferreira, 2013).

Atualmente, a disponibilidade de informagdes sobre as propriedades antioxidantes
de muitas espécies tropicais sao limitadas ou inexistentes. Este ¢ o primeiro relato da
concentracdo de compostos bioativos e atividade antioxidante em relacdo as fases de
crescimento de E. foetidum. Evidentemente, as folhas maduras foram mais expostas aos
estresses ambientais, com menor concentracdo de clorofilas e um metabolismo mais
préoximo a senescéncia que requer maior atividade das enzimas oxidativas para controlar os
diferentes estresses fisicos e bioldgicos. A descricdo apresentada no presente estudo
permite aos consumidores e industria de alimentos a selecdo de folhas mais adequadas para
0 consumo in natura com alto valor nutricional. Além disso, o presente estudo revelou que
em relagdo aos niveis de fitoquimicos avaliados, ndo houve perdas com a poda da
inflorescéncia. Desse modo, a caracterizagdo bioquimica das folhas de E. foetidum em
relacdo as fases de crescimento ¢ um passo importante para a obtencdo da producao

maxima de substancias benéficas a saude na cultura.

4. Conclusao
As fases de crescimento tiveram influéncia nas concentragdes de compostos
bioativos das folhas de E. foetidum. O tempo ideal para a colheita das folhas ¢ entre
sessenta € noventa dias apOs a germinagdo, durante as fases de crescimento lag e
exponencial, devido as concentracdes mais altas de flavonoides, compostos fendlicos,
clorofilas e carotenoides. As folhas maduras, com duzentos e dez dias, apresentaram mais
antocianinas. Essas substancias contribuem para uma alta capacidade antioxidante. A poda

da inflorescéncia nao afetou os niveis de compostos bioativos nas folhas.
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Capitulo II

“EFEITOS DA INTENSIDADE LUMINOSA E FERTILIZACAO NITROGENADA NO
CRESCIMENTO E PRODUCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS EM Eryngium

Joetidum”
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Efeitos da intensidade luminosa e fertilizacao nitrogenada no crescimento

e producio de compostos bioativos em Eryngium foetidum

Resumo: Eryngium foetium ¢ usada como tempero e planta medicinal em regides tropicais.
Um estudo de campo foi conduzido para examinar as relagdes entre fatores ambientais e
producao de compostos bioativos. O delineamento em parcelas subdivididas aleatorizadas
foi utilizado para estabelecer dois tratamentos de luminosidade e cinco niveis de
fertilizacdo nitrogenada. A maior producdo de biomassa foi obtida em ambiente sem
sombreamento. No geral, o sombreamento teve efeito negativo significativo na produgdo
de 6leo essencial, polifenois totais, flavonoides e acidos fenolicos nas folhas. Entretanto, as
maiores concentracdes de clorofila b, carotenoides e alguns nutrientes minerais foram
observadas nos tratamentos sombreados. Recomenda-se o cultivo sombreado para a
producao de folhas para o consumo in natura, devido a producdo de folhas mais
expandidas, com maior teor de pigmentos. As folhas produzidas sem sombreamento sdao
mais adequadas para o uso industrial, devido ao maior teor de dleo essencial e compostos
fenolicos.

Palavras-chave: Eryngium foetidum L. sombreamento, produ¢do de biomassa, 6leo

essencial, pigmentos, compostos fenolicos

Abstract: Effects of light intensity and nitrogen fertilization on growth and
production of bioactive compounds in Eryngium foetidum. Eryngium foetidum is used
as spice and medicinal plant in tropical regions. A field study was carried out to examine
the relationships among environmental factors and production of bioactive compounds. A
split-plot randomized design was used to stablish two luminosity treatments and five
fertilization levels. The greatest biomass production was achieved in non-shaded

environment. Overall, shading had a significantly negative effect on the production of
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essential oil, total polyphenols, flavonoids and phenolic acids in leaves. However, the
highest accumulation of chlorophyll b, carotenoids and some mineral nutrients was
observed in shaded treatments. We sugest to crop E. foetidum in shaded environment for
the production of leaves for in natura consumption, due to the production of more
expanded leaves, with higher concentration of pigments. Leaves produced in non shaded
envoironment are more suitable to industrial use, due to highest content of essential oil and
phenolic contents.

Keywords: Eryngium foetidum L. shading, biomass production, essential oil, pigments,

phenolic compounds

1. Introdugao

Eryngium foetidum (L.) ¢ uma espécie nativa das regides tropicais das Américas,
utilizada como planta medicinal e condimento. A planta tornou-se cosmopolita, sendo
cultivada em vérios locais do mundo.! A concentracio de fitoquimicos nas plantas
cultivadas ¢ afetada por fatores ambientais, como luminosidade e temperatura, fatores
genéticos e praticas culturais durante o cultivo.” Dentre as principais classes de
fitoquimicos vegetais, os terpenoides e metabolitos fendlicos apresentam beneficios
especificos para a saude humana, atuando como substancias antioxidantes. Antioxidantes
sao compostos produzidos por organismos aerobicos para neutralizar o estresse oxidativo
causado por um desequilibrio nas espécies reativas de oxigénio (ROS). As ROS incluem
radicais do anion superoxido e radicais hidroxilas produzidas como subprodutos das
reacdes redox, como uma consequéncia do metabolismo aerdbico.” A homeostase da ROS
nas células ¢ alcancada pelo balango entre a producdo e a neutralizagdo de ROS pelas
enzimas e compostos antioxidantes. Nas plantas, as defesas nao enzimadticas incluem

compostos com propriedades antioxidantes intrinsecas, como os compostos fendlicos,
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flavonoides e carotenoides. Os antioxidantes sdo doadores de elétrons, reduzindo as ROS a
moléculas menos nocivas. Para reduzir os efeitos danosos das ROS, as plantas regulam
tanto as defesas ndo enzimaticas como as defesas enzimaticas antioxidantes.*

Entre as varias moléculas antioxidantes, os flavonoides e carotenoides sdo
particularmente interessantes por serem comuns em hortalicas folhosas e importantes para
a saiade humana. Os compostos fendlicos representam uma importante classe de
antioxidantes hidrossoluveis. Eles estdo presentes, geralmente, em altos niveis, em quase
todos os alimentos vegetais como flavonoides, taninos e ligninas. Dentre estes, os
compostos mais estudados sdo os flavonoides, uma grande classe de mais de 9000
compostos estruturalmente diferentes, sintetizados pelas plantas via rota dos
fenilpropanoides. Elas incluem as chalconas, flavonas, flavonols, flavononas, antocianinas
e isoflavonoides.’ Os flavonoides estio envolvidos na resisténcia aos patogenos, atragio de
polinizadores e dispersores, na defesa contra insetos e predadores e, também, como
neutralizadores das ROS produzidas pelo transporte de elétrons nas células vegetais.®
Virios flavonoides quelam eficientemente metais traco que desempenham um papel no
metabolismo do oxigénio. Muitos genes da biossintese de flavonoides sdo induzidos sob
condigdes de estresse, como seca, congelamento, ferimento, toxicidade de metais e
deficiéncia nutricional aumentando os niveis de flavonoides.” Além disso, os flavonoides
possuem a capacidade de absorver UV, assim, além de neutralizar as ROS geradas por UV,
também protegem as plantas contra a radiagdo UV através da absorcdo desta radiacao
nociva.® Os carotenoides, que representam os principais antioxidantes lipofilicos, sdo
moléculas derivadas de isoprenoides. Existem centenas de carotenoides e a maioria deles
exibe atividade antioxidante. Os carotenoides sdo capazes de neutralizar o oxigénio
singleto e capturar radicais peréxidos.” Aproximadamente 50 carotenoides sdo chamados

compostos provitamina A, capazes de converterem-se em retinol, uma forma ativa da
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vitamina A. Estes, particularmente o B-caroteno, representa a principal fonte de vitamina A
da dieta. Estes pigmentos possuem varias fungdes, como fotoprotetor contra dano
oxidativo durante a fotossintese.'® Os vegetais verdes, especialmente as folhas, contem f-
caroteno e sdo boas fontes de luteina.''

Os estresses ambientais, incluindo a radiagdo solar intensa, UV, temperatura e
deficiéncia de minerais podem induzir o aumento na producio de ROS.'*"* A influéncia da
intensidade luminosa e fertilizagao nitrogenada na composicao de metabdlitos bioativos em
alimentos vegetais pode potencializar a producdo de alimentos funcionais destinados a um
segmento mais especializado do mercado.” Assim, os objetivos do presente estudo foram
investigar os efeitos integrados do ambiente e fertilizacdo nitrogenada no acumulo de 6leo
essencial, pigmentos, compostos fenolicos, nutrientes minerais e acidos fenolicos (acido
clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico e acido fertlico) em folhas de E. foetidum
sob condi¢gdes de viveiro. A informacdo fornecida por este estudo devera ser de grande
importancia para identificar e aumentar os efeitos benéficos das folhas de E. foetidum a

saude e estabelecer estratégias de producao otimizada para a cultura.

2. Material e métodos

2.1. Material Vegetal e Condi¢des Experimentais

Plantas de E. foetidum foram cultivadas na Fazenda Lageado (22°52°20”S
48°26°37”0) da Faculdade de Ciéncias Agronomicas, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, SP, Brasil. Mudas obtidas de sementes foram cultivadas em vasos de quatro
litros, em ambiente protegido, numa estrutura tipo arco, coberta com filme de polietileno
transparente de 100 um de espessura. O substrato utilizado no experimento apresentou as
seguintes caracteristicas: pH = 6.3, M.O. = 23g dm'3, P =60 mg dm?, B =0,31 mg dm?,

Cu=22mg dm'3, Fe = 26 mg dm'3, Mn = 2,4 mg dm'3, Zn =53 mg dm'3, H+Al = 19
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mmol, dm's, K = 7 mmol, dm'3, Ca = 44 mmol, dm'3, Mg = 25 mmol, dm'3, SB = mmol,
dm'3, CTC =95, V% = 80. O experimento foi realizado em vasos de 4 L com mudas de 60
dias de idade. O transplantio foi realizado em setembro de 2011 e a colheita das plantas em
janeiro de 2012. As médias das temperaturas minimas e maximas foram 16,4 °C e 28,5 °C,
respectivamente, durante o periodo experimental. O delineamento de parcelas subdividas
em blocos casualizados foi usado para estabelecer dois tratamentos de intensidade
luminosa nas parcelas e cinco niveis de fertilizagdo nitrogenada nas subparcelas. Com
quatro repeti¢des, o experimento teve um total de 40 supbparcelas e cada subparcela foi
constituida de cinco plantas.

Os tratamentos de sombreamento consistiram de dois regimes de intensidade luminosa:
100% de luz do sol (A1, sem malha de sombreamento) e cerca de 50% da radiacdo solar
(A2, coberta com uma camada de malha de sombreamento). Os cinco niveis de fertilizagdo
nitrogenada foram 0,0 kg ha™! (B1), 40 kg ha™! (B2), 80 kg ha™' (B3), 120 kg ha! (B4) e
160 kg ha™' (B5), na forma de ureia comercial. A fertilizagdo nitrogenada foi parcelada,
sendo aplicados 10 % aos 15, 30 dias e 20% aos 45, 60, 75 e 90 dias de cultivo. As praticas
agrondmicas comuns foram realizadas em todos os tratamentos durante o periodo
experimental.

Aos sessenta dias foram avaliadas a radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR, W m™),
temperatura do ar (T, °C), taxa de assimilacio de CO, (A, pmol CO, m™ s™) e transpiracio
da folha (E, mmol vapor H,O m™ s™") nos tratamentos de sombreamento com equipamento
de sistema aberto de fotossintese com analisador de CO, e vapor d’agua por radiacao
infravermelha - IRGA (LI-6400, LiCor, Lincoln, Nebraska, EUA).

2.2. Avaliag¢ao do Crescimento e Biomassa
A avaliacao do crescimento das plantas foi realizada em janeiro de 2012. As plantas

foram colhidas e lavadas com agua corrente e as folhas foram destacadas para mensuracao
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da area foliar em integralizador de area (LI-3100, LiCor, Lincoln, Nebraska, EUA).
Amostras frescas de folhas foram pulverizadas em nitrogénio liquido e armazenadas em
freezer a -80 °C. Entdo os componentes da planta foram pesados e secos a 40 °C. A massa
seca total de cada planta foi calculada pela soma das massas secas das folhas e raizes. A
razdo de area foliar (RAF, dm® g), raziio de massa foliar (RMF, g g'), area foliar
especifica (AFE, dm” g') e massa foliar especifica (MFE, g g™') foram calculados a partir
dos dados de massa seca e area foliar.

2.3. Produgio de Oleo Essencial

A extracdo de oleo essencial foi feita por hidrodestilacio em Clevenger graduado
utilizando amostras secas a 40°C e rasuradas. A destilacdo ocorreu 2 h apds a mistura
atingir ponto de fervura. O 6leo essencial foi coletado e pesado em balanga analitica e o
teor de dleo (%) foi calculado com base na relagdo das massas foliar e massa do 6leo. A
producdo de dleo essencial foi expressa em gramas por cem plantas (g por 100 plantas).

2.4. Fendlicos Totais

A concentragdo de fenodlicos totais foi determinada pelo método colorimétrico,
conforme Singleton et al.'"* O extrato foi preparado com acetona aquosa 50% (v/v) em
banho ultrassonico por 20 minutos. Apds centrifugacdo a 6000 x g (MR1812, Jouan,
Franca) por 10 minutos, o precipitado foi novamente ressuspenso e centrifugado e os
sobrenadantes coletados foram combinados. Aos extratos foi adicionado o reagente Folin-
Ciocalteu, seguido da adi¢ao da solugao de 10% Na,COs (p/v). A mistura foi incubada por
2 h em temperatura ambiente para desenvolvimento da cor e a absorbéancia foi medida a
725 nm (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, Inglaterra). A concentracdo de fenolicos
totais foi calculada usando uma curva de 4cido galico e expressos em miligramas de acido
galico equivalente por grama de massa (mg g™).

2.5. Flavonoides
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A analise de flavonoides foi feita de acordo com o método descrito por Popova et al.'’

Brevemente, amostras foram misturadas com metanol acidificado 10% (v/v) em banho
ultrassonico por 30 minutos. Uma solucdo de cloreto de aluminio 5% (p/v) foi adicionada.
A mistura foi entdo centrifugada (Mikro 220R, Hettich, Alemanha) e a absorbancia foi
medida a 425 nm (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, Inglaterra). A concentragao de
flavonoides foi calculada usando uma curva de rutina e expressa em miligramas de rutina
equivalente por grama de massa (mg g).

2.6. Acidos fenolicos

O extrato foi preparado com amostras liofilizadas em 20 mL de metanol e 0.1% &cido
férmico (v/v) sob agitacdo durante 1 h em ambiente controlado a 5 °C. O extrato foi
centrifugado e filtrado com membrana filtrante de 0,45 pum. A andlise de cromatrografia
liquida de alta performance (HPLC) foi usada para a identificagdo de 4cido clorogénico,
acido cafeico e acido ferulico (X-LC, Jasco, Franca), utilizando um detector de diodos
(DAD). A separagdo dos acidos fendlicos foi obtida em um tracador 25 x 0,6 cm, id 45 pm
(Extrasil, Teknokroma, Espanha) operando a 35,8 °C. A taxa de fluxo foi definida a 1 mL
min”'. A fase movel consistiu de acido formico 0,1% (A) e metanol (B). O gradiente de
eluigdo foi conduzido em 50 min e a taxa de fluxo foi 0,8 mL min™'. Todos os padrdes
foram dissolvidos em etanol 50% e as curvas de calibragdo foram geradas com
concentracoes entre 0.06-60 mg L. Dois comprimentos de onda (325 e 310 nm) foram
usados para detectar a composicdo dos acidos fendlicos. A identificacdo de acido p-
cumadrico foi realizada a 310 nm. Os 4cidos fendlicos foram quantificados segundo uma
curva de calibragdo gerada com concentragdes entre 0.3-30 mg L™

2.7. Antocianinas, Carotenoides, Clorofila a e Clorofila b

As concentragdes de antocianinas, carotenoides, clorofilas a e b foram determinadas

r . : 1
conforme o método descrito por Sims e Gamon.'® Em resumo, amostras frescas foram
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trituradas em nitrogénio liquido e ressuspensas em solu¢do fria de acetona TRIS 200 mM
pH 7,8. A extragao foi feita em banho de gelo e protegida da luz. Apos centrifugagdo por 5
minutos a 2000 x g (Mikro 220R, Hettich, Alemanha), foram realizadas as leituras de
absorbancia em 470 nm, 537 nm, 647 nm e 663 nm (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech,
Inglaterra) e os resultados obtidos através das equagoes:

Antocianina = 0,08173A453, — 0,00697Ag,7 — 0,002228A443

Clorofilaa = 0,0137344¢3 — 0,000897A53, — 0,003046A4¢47

Clorofila b = 0,02405A447 — 0,004305A453, — 0,005507 Agg3

(Ag70 — (17,1 x (Cl, + Cly) — 9,479 X Antocianinas))
119,26

Carotenoides =

As concentracdes de antocianinas, carotenoides, clorofila a e clorofila » foram
expressos em mg g massa.

2.8. Atividade sequestradora de radicais DPPH*®

A avaliacdo da atividade antioxidante frente ao radical estavel 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH®) foi realizada de acordo com o método descrito por Brand-Williams et
al.'” Os extratos foram preparados em etanol absoluto. A reagdo foi iniciada com a adigdo
da solugdo de 0,3 mM DPPH® em etanol. A incubagdo ocorreu a temperatura ambiente por
1 h no escuro. O controle negativo foi preparado pela substituicdo da amostra por etanol
absoluto. A leitura de absorbancia a 515 nm foi usada para calcular a atividade
antioxidante (44), de acordo com a equagdo:

abscontrole - absamostra

AA(%) = 100 — X 100

abscontrole

Os resultados foram calculados com base em uma curva de trolox. A atividade
antioxidante foi expressa em trolox equivalente por grama de massa (WM TE g™).

2.9. Habilidade de reducao do ferro
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A atividade antioxidante pelo método FRAP foi realizada de acordo com o método
descrito por Benzie e Strain.'® Os extratos foram preparados com metanol. O reagente
FRAP foi obtido pela combinagdo de tampao acetato 0,3 M, 10 mM 2,4,6-tri (2-piridil)-1-
3-5-triazina (TPTZ), 40 mM HCIl e 20 mM FeCls. O reagente foi aquecido a 37 °C. A
absorbancia foi medida a 596 nm, dez minutos apos o inicio da reacao. O controle negativo
foi preparado pela substituicdo do extrato por metanol. Os resultados foram calculados
utilizando uma curva de FeSO4 e expressos em milimolar de ferro reduzido por grama de
massa (mM Fe** g'l).

2.10. Avaliacao dos nutrientes minerais

A andlise dos nutrientes minerais das folhas foi realizada de acordo com o método
descrito por Malavolta et al."” A analise de N-total foi realizada por digestdo sulfurica pelo
método semi-microKjeldahl. Os niveis de P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn e Zn foram
analisados por digestdo nitro-perclorica; o P foi determinado pelo método do metavalonato
de amoénio e o S, pelo método de turbidimetria de sulfato de bario, ambos em
espectrofotometro VIS (Femto 600 Plus, Brasil); os nutrientes K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn
foram determinados pelo método de absor¢do atomica (Perkin Elmer 2380, Norwalk,
Connecticut, EUA). O B foi determinado por digestdo de via seca seguido do método de
colorimetria com azometina em espectrofotometro VIS (Femto 600 plus, Brasil).Os teores
de N, P, K, Ca, Mg e S foram expressos em g kg'l massa seca e os teores de B, Cu, Fe, Mn
e Zn foram expressos em mg kg™

2.11. Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos como valor médio (média + EP). Os dados foram

analisados utilizando o procedimento do modelo geral linear do pacote estatistico SAS. Foi

utilizada regressdo polinomial para analisar os dados de biomassa foliar e biomassa total
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em relacdo a fertilizagdo nitrogenada e o teste Scott-Knott para agrupamento de médias dos

dados de 6leo essencial, compostos antioxidantes e nutrientes minerais.

3. Resultados e discussdo
3.1. Variagao nos fatores ambientais e no crescimento

A radiacao fotossinteticamente ativa (PAR) e taxa de assimilagdo de CO, (A) foram
diferentes nas condi¢des de luminosidade. Os valores de PAR nos dois tratamentos de
luminosidade foram 591,9 + 180,4 para Al e 250,1 £ 45,7 W m™ para A2, enquanto os
valores de A foram 16,1 = 3,3 e 12,7 £ 3,6 umol CO, m? s’ para Al e A2,
respectivamente. Os valores de temperatura do ar (T) e a taxa de transpiracdo (E) foram
similares entre os tratamentos. Os valores de T foram 29,6 & 0,99 para Al e 28,9 = 1,78 °C
para A2, enquanto os valores de E foram 4,80 = 1,40 ¢ 5,20 + 1,63 mmol vapor H,O m?s!
para Al e A2, respectivamente. Esses resultados indicam que o sombreamento alterou
significativamente a assimilacdo de CO,, devido a menor quantidade de luz disponivel no
ambiente, sem que houvesse alteracdo na temperatura do ambiente ou na taxa de
transpiracdo das plantas.

Um efeito integrado significativo dos tratamentos de luminosidade e fertilizagao
nitrogenada na produ¢do de biomassa total de E. foetidum foi observado (p < 0,05). A
biomassa foliar (Figura 1A) e a biomassa total (Figura 1B) apresentaram aumentos lineares
significativos em func¢do dos niveis de fertilizacao nitrogenada. Comparado ao tratamento
A1B1, a média de produgdo foliar por planta nos tratamentos A2B4 ¢ A2B5 aumentou

362% e 313%, respectivamente (Figura 1A).



41

16 - 45 -
12 |1 A < 40 ~ B <o
y =0,0454x + 6,9383 o
12 - R2=0,8292 35 y=0,1226x + 16,572
i R? = 0,6496 o
10 ) 30
i & 25 -
5 8 &
= a 20 -
= 6 - o o s
o 15 §
4 - y =0,0197x + 3,7808
0 R?=0,8391 10 ¢
5 ) =0, 5 y =0,0232x +9,3525
R2=0,8138
0 ; ; ; ) 0 ; ; ; )
0 40 80 120 160 0 40 80 120 160
N (kg ha't) N (kg ha)

Figura 1. Variacdo na produ¢do de biomassa foliar (A) e biomassa total (B) em Eryngium
foetidum em diferentes tratamentos de sombreamento e fertilizacdo nitrogenada. ¢ e o

representam os tratamentos sem sombreamento e sombreamento 50%, respectivamente.

Entretanto, o efeito dos tratamentos na morfologia das plantas pode ser melhor
observado através dos indices de crescimento. A razao de area foliar (RAF) e a razdo de
massa foliar (RMF) foram superiores nos tratamentos A2B3, A2B4 e A2B5, indicando que
as plantas cultivadas em ambiente sombreado fertilizadas com as maiores doses de ureia
apresentavam maior area apta a fotossintese e maior propor¢do de biomassa foliar. As
plantas sombreadas também apresentaram maior area foliar especifica (AFE), indicando
plantas com folhas mais expandidas, uma caracteristica desejavel para o consumo in
natura (Figura 2). Entretanto, a maior produtividade foi observada em ambiente ndo
sombreado; essas plantas apresentaram médias superiores de massa foliar especifica
(MFE), indicando folhas mais espessas, mais apropriadas para uso industrial (Figura 2).

A PAR se correlacionou positivamente com A (r = 0,425), biomassa foliar (» = 0,637) e
MFE (» = 0,618). Esses resultados tomados em conjunto com o aumento da RAF e AFE
nos tratamentos com sombreamento 50% sugerem que a radiagdo solar teve papel

importante para o crescimento de FE. foetidum. A radiacdo solar ¢ um dos fatores
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ambientais mais importantes para o crescimento das plantas e produtividade, apesar do

ponto de compensagdo de luz e do ponto de saturacao de luz serem diferentes para varias
fi e 20 T . ~ de

espécies.” O presente estudo também indicou que a interagdo sombreamento x fertilizacao

nitrogenada teve efeito significativo na producao total (Tabela 1).
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Figura 2. Variacdo nos indices de crescimento de Eryngium foetidum entre varios
tratamentos (média + EP). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre varios
tratamentos dentro do mesmo indice (p < 0,05 pelo teste Scott-Knott). Al e A2
representam sem sombreamento e sombreamento 50% respectivamente, enquanto B1, B2,
B3, B4 e BS5 indicam a adi¢do de nitrogénio na quantidade de 0, 40, 80, 120 e 160 kg ha'l,

respectivamente.

A resposta das plantas de E. foetidum a luz observada no presente estudo foi semelhante
a outras espécies cultivadas sob diferentes regimes de luminosidade, nas quais a redugdo na
producio ocorreu devido a limitagdo no processo fotossintético.’’ Os resultados
observados no presente estudo também confirmam as conclusdes de um estudo com

Ciclocara paliurus, em que a producdo de biomassa diminuiu com a redugdo da
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luminosidade, mas poderia ser compensada pela fertilizacio.”? As plantas de E. foetidum
aumentaram a area foliar frente 4 menor intensidade de luz, semelhante aos resultados
observados em Sinarundinaria nitida,” indicando que a radiacdo disponivel no ambiente
sombreado nao era suficiente para suprir a demanda fotossintética das plantas. Entretanto,
os resultados do presente estudo sdao diferentes dos obtidos em E. foetidum por
Moniruzzaman et al.** que observaram em estudo realizado em Bangladesh maior
producao de biomassa em tratamentos de sombreamento. Realmente, as plantas de
mecanismo fotossintético C;, como E. foetidum, sdo pouco tolerantes a climas quentes® e
nessas condigdes, o sombreamento pode ter favorecido a produgdo de biomassa.

A aplicagdo de fertilizantes tem mostrado melhorar o crescimento vegetal e aumentar a
produgdo primaria liquida em vérias culturas.”® Os resultados do presente estudo indicaram
a mesma tendéncia, com diferenca significativa na produgdo de biomassa foliar e biomassa
total independente do tratamento de sombreamento aplicado. Esse aumento esta de acordo
com estudos com E. foetidum realizados anteriormente, que demonstraram aumento na
produgio de biomassa em resposta ao aumento da fertilizagdo de nitrogénio.*

3.2. Variagdo na Concentracao de Metabolitos Secundarios

Houve diferencas significativas nas concentragdes médias de metabolitos secundarios
de E. foetidum entre os diferentes tratamentos (p < 0,05). Com excessao da clorofila a,
todas as outras substancias bioativas estudadas foram afetadas pelo sombreamento (Tabela
1). As maiores concentracdes de 6leo essencial, fenolicos totais e flavonoides (médias
ponderadas) foram obtidas nos tratamentos ndo sombreados, além da maior capacidade de
sequestrar DPPH®. Entretanto, as concentra¢des de antocianinas, carotenoides e clorofila b
foram superiores nos tratamentos com sombreamento (Tabela 2). Isso pode ter ocorrido

devido a reducao do estresse causado pela radiacao solar.
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Tabela 1. Resumo dos Niveis de Significancia (Two-Way ANOVA) para os Efeitos do Sombreamento e
Fertilizagdo Nitrogenada na Produ¢@o de Biomassa e Metabolitos Secundarios
significincia (p value)”

biomassa metabolitos secundarios
fonte folha  total ole fnt flv ant crt cla clb  dpph® frap
?Xr)nbreamemo <001 0,006 0,020 0,024 0,030 0,022 0,008 0,182 0,015 0,002 0,098
geBr)tlhza‘?ao <001 <001 0,943 0252 0552 0387 0,320 0,125 0403 <001 0,566
interagdo e 0g1 <001 0,202 0,793 0954 0380 0394 0,683 0394 0001 0,880
AxB

“Os valores em negrito ndo sdo considerados significativamente diferentes ao nivel de 95% de confianga.
ole: 6leo essencial, fnt: fenois totais, flv: flavonoides, ant: antocianinas, crt: carotenoides totais, cla:
clorofila a, clb: clorofila », DPPH®: radical 2,2-difenil-1-picril- hidrazila, FRAP: habilidade de reduzir
ferro.

Tabela 2. Produg@o de Biomassa e Metabdlitos Secundarios nas Folhas apos o Two-Way ANOVA

. 9 .. a atividade
biomassa compostos antioxidantes .
antioxidante
nivel folha  total ole fnt flv ant crt cla clb dpph® frap
-- (g por planta) -- (mg g")

Al 10.0a  26.3a 5.62a 36.8a 3.66a 599 729b 26,524 1449b 830a 63,5a
A2 5.53b 11.2b 3.03b 32,4b 2.02b 73,6a 103,7a 22,7a 205.3a  600b 48 4a
“As médias na mesma coluna com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre os tratamentos
(p < 0,05 pelo teste Scott-Knott). ole: dleo essencial (mg), fnt: fenois totais, flv: flavonoides, ant:
antzocialninas, crt: carotenoides totais, cla: clorofila a, clb: clorofila b, dpph®: pM trolox g, frap: pM
Fe’' g'.

O efeito da intensidade luminosa sobre as concentragdes dos acidos fendlicos
selecionados também foi significativo entre os tratamentos (p < 0,05). Entretanto, as
concentragdes dessas substancias ndo foram afetadas pela fertilizagdo nitrogenada (Tabela
3). As maiores concentragdes de 4cido clorogénico, acido cafeico e acido p-cumarico
foram obtidas nos tratamentos nao sombreados (Tabela 4). Uma forte correlagdo entre o
acido clorogénico (p = 0,92) e acido cafeico (p = 0,91) e a capacidade antioxidante do
FRAP foi observada. A producio de 6leo essencial, fendlicos totais, flavonoides, DPPH® e
FRAP foram positivamente correlacionadas com a PAR (p <0,01).

Os metabolitos secundarios ndo apenas desempenham papel importante nas defesas
contra os estresses bioticos e abidticos, como também sdo utilizados em alimentos
funcionais como ingrediente ou na medicina como agente terapéutico.”” Sabe-se que as

plantas podem ajustar a produg¢do de metabdlitos secundarios em resposta a modificagdes



45

nas condi¢des ambientais. O acimulo de 6leo essencial, por exemplo, pode ser induzido
por diversos fatores ambientais.”® As plantas de Origanum vulgare ndo sombreadas
apresentam maior teor de 6leo essencial.”’ Em Thymus vulgaris ha correlacio significativa
positiva entre a assimilagio liquida de CO, e o acumulo de 6leo essencial.”® Em Origanum
vulgare, a fertilizacdo nitrogenada ndo afetou o teor de dleo essencial, mas alterou a
composicdo quimica®’ e em Rosmarinus officinalis a fertilizagdo nitrogenada aumentou a
produgdo de o6leo essencial em 24,2%.** No presente estudo ndo houve efeito da
fertilizagdo nitrogenada na produgdo de dleo essencial. Entretanto, o sombreamento teve
efeito significativamente negativo no actimulo desse produto, confirmando que a
fotossintese tem relagdo direta com a producdo de oleo essencial, sendo o processo que
fornece gliceraldeido-3-fosfato e piruvato para a biossintese de terpenoides, juntamente

28
com a rota do mevalonato.

Tabela 3. Resumo dos Niveis de Significancia (Two-Way ANOVA) para os Efeitos do
Sombreamento e Fertilizacdo Nitrogenada na Produgio de Flavonoides Selecionados
acidos fenolicos”

fonte acido clorogénico  4cido cafeico dcido p- acido fertlico
cumarico

?Zr)nbreamento 0,027 0,026 0,032 0,482

{%r;uhzac;ao 0,516 0,377 0,607 0,971

interacdo de 0,988 0,978 0,361 0,962

AxB

“Os valores em negrito ndo sfo considerados significativamente diferentes ao nivel de 95%
de confianga.

Tabela 4. Produgdo de Acidos Fendlicos Selecionados apos o Two-Way ANOVA
4cidos fenolicos” (mg g™)

nivel  4acido clorogénico acido cafeico 4cido p-cumarico acido ferulico
Al 11,6a 0,522a 0,557a 0,071a
A2 7,25b 0,443b 0,364b 0,099a

“As médias na mesma coluna com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre os
tratamentos (p < 0,05 pelo teste Scott-Knott).
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No presente estudo, foi observado que o sombreamento teve efeito significativamente
negativo no acimulo de polifenois totais, flavonoides totais, acido clorogénico e acido p-
cumarico de E. foetidum. O impacto da radiagdo solar na concentragdo de fenolicos ja foi
observado em diversas espécies. Em Brassica oleracea, os flavonoides das inflorescéncias
sdo mais concentrados em plantas ndo sombreadas.”> Em Lactuca sativa, quando as folhas
internas se abrem e sdo iluminadas, ocorre aumento nos niveis de flavonoides até estes se
igualarem aos niveis das folhas externas, coincidindo com o aumento em clorofila e na
atividade fotossintética.* Os efeitos da luz no acumulo de compostos fendlicos podem ser
explicados ndo apenas pelo fornecimento de energia e esqueletos de carbono para a
biossintese, mas também pelo efeito das fragcdes de radiacdo UV, que estimulam o acimulo
de alguns compostos fenolicos em plantas, tendo os flavonoides papel de filtro solar.”
Dessa forma, a radiagcdo solar excessiva regula a biossintese de flavonoides como uma
consequéncia da geracdo de espécies reativas de oxigénio e os polifenois, especialmente
flavonoides, acumulam-se em tecidos vegetais para prevenir os danos oxidativos.>

O efeito negativo da fertiliza¢do nitrogenada nos compostos fendlicos ja foi observado
em diversas espécies.” Em Lactuca sativa os compostos fendlicos concentraram-se mais
em plantas cultivadas sob baixa fertilizacdo.”® Em Achillea collina, a fertilizacdo ndo
induziu modificagdes qualitativas detectaveis, por outro lado, a deficiéncia em nitrogénio
alterou significativamente os niveis de 4cido clorogénico.”’ O 4cido clorogénico é
reconhecido como um importante composto bioativo da dieta, devido as suas propriedades
antioxidantes, sendo associado a prevencdo de cincer e arteriosclerose.”® No presente
estudo, essa substancia foi a mais representativa entre os acidos fenolicos selecionados,
sendo seu acimulo reduzido apenas pela luminosidade.

Os niveis de clorofila a, clorofila b e carotenoides nao foram afetados pela fertilizagao

nitrogenada no presente estudo (Tabela 1), indicando que o nivel mais baixo de fertilizagao
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foi suficiente para manter a fotossintese, apesar da baixa producdo de biomassa. Por outro
lado, foi demonstrada que a aplicagdo de nitrogénio no cultivo de E. foetidum poderia ser
reduzida, sem alterar os niveis de compostos antioxidantes e nutrientes minerais,
permitindo uma produg¢ao mais ambientalmente sustentavel. O uso excessivo de N na
agricultura pode levar a problemas ambientais causados pela lixiviacdo e acumulo de
nitratos nos tecidos comestiveis. O acimulo de N nas folhas, especialmente na forma de
nitratos, é uma caracteristica negativa importante para hortalicas folhosas.’® Além disso, o
nitrato atua na regulacdo de genes que codificam enzimas envolvidas no metabolismo dos
fenilpropanoides.”” Em alguns casos, essa redu¢do vem acompanhada de aumento na
susceptibilidade das culturas a herbivoria.*’

Visto que diferentes tipos de estresses sdo relacionados a formacdo de ROS, as
mudangas induzidas por estresse na homeostase REDOX tem sido relacionadas a ativacao
da biossintese de compostos fenolicos.* Nas plantas, o aumento nas concentracdes de
acidos fendlicos esta associado as modificagcdes na atividade da enzima fenilalanina
amonia-liase (PAL), o ponto de entrada na rota do metabolismo dos fenilpropanoides.” O
aumento na atividade da enzima PAL ¢ considerado um importante mecanismo de defesa
das plantas contra os estresses bioticos e abidticos. A inativacdo de enzimas antioxidantes,
como a SOD e APX também pode induzir a biossintese de flavonoides, sugerindo que os
flavonoides constituem um sistema secundario de defesa contra as ROS.* Deng et al.
(2012) observaram que o sombreamento e a fertilizagdo nitrogenada tiveram efeito
integrado ndo apenas na quantidade dos flavonoides, mas principalmente sob o aspecto
qualitativo. No presente estudo, a andlise estatistica dos dados mostrou que a luminosidade
afetou diferentemente a concentracao dos diferentes flavonoides, entretanto, a interagao
sombreamento x fertilizacdo ndo foi significativa (Tabela 1).

3.3. Variagao na Concentragao de Nutrientes Minerais
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Houve diferenga significativa na concentracdo média de nutrientes minerais das folhas
em E. foetidum entre os diferentes tratamentos (p < 0,05). Foi observado -efeito
significativo da luminosidade nas concentragdes de N, P, K, S, B e Cu. A fertilizacao
nitrogenada afetou significativamente os niveis de N, K, S, B e Mn. Houve efeito integrado
entre os fatores em estudo nas concentragdes de S. Dos onze elementos avaliados, Ca, Mg,
Mn, Fe e Zn ndo foram significativamente afetados pelo sombreamento ¢ P, Ca, Mg, Cu,

Fe e Zn ndo foram afetados pela fertilizacao nitrogenada (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo dos Niveis de Significancia (Two-Way ANOVA) para os Efeitos do Sombreamento e
Fertilizagdo Nitrogenada na Concentragdo de Macro e Micronutrientes nas folhas
significancia (p value)”
nutrientes minerais”
nivel N P K Ca Mg S B Cu Mn Fe Zn

zzf)nbreamento <001 <001 <001 0251 0056 <001 <001 0026 0454 0,557 0,077
feBr)t‘hza‘?ao <001 <526 0,001 0,879 0,218 0,038 0,022 0,089 <001 0349 0,988
gltzrg‘;ao de 0124 <379 0544 0435 0173 0,001 0241 0,020 0977 0522 0,643

“Os valores em negrito ndo sdo considerados significativamente diferentes ao nivel de 95% de confianga.

Tabela 6. Concentracdo de Macro e Micronutrientes nas Folhas apos o Two-Way ANOVA
nutrientes minerais”

N P K Ca Mg S B Cu Mn Fe Zn
nivel g kg mg kg

Al 12,1b  2,15b  18,7b 16,8a  4,65a 1,98a 80,0b 10,4b 24,52 300,6a 25,2a
A2 15,1a 2,85a 29,6a 17,7a 5,17a  2,46a 95,0a 132a 25,8a 294,0a 30,8a

B1 12,3b  242a 27,5a 17,6a 4,68a 227a 90,la 10,7b 342a 319,7a 273a
B2 122b  2,56a 24,0b 17,52 4,6la 2,13b 92,6a 10,6b 21,1b 282,7a 27,7a
B3 14,0a 24la 243b 17,52 5,03a 2,13b 89,82 12,2a 24,0b 277,6a 28,1la
B4 143a 2,52a 223b 16,8a 5,05a 237a 82,1b 12,7a 23,1b 302,la 283a
B5 150a 2,582 22,6b 16,72 5,16a 220b 82,8b 12,82 23,3b 304,32 28,5a
“As médias na mesma coluna com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre os tratamentos (p <
0,05 pelo teste Scott-Knott).

As maiores concentragdes de nutrientes minerais (médias ponderadas) foram observadas
nos tratamentos sombreados, com aumento nas concentragoes de N (25%), P (32,5%) K
(58,2%), B (18,7%) e Cu (26,9%) comparado aos tratamentos ndo sombreados. Como o

esperado, a fertilizagdo nitrogenada aumentou as concentra¢des de N nas folhas, entretanto,
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causou reducdo nas concentragdes de K, B ¢ Mn de 23,3%, 12,7% e 62,1%,
respectivamente. Entretanto, a fertilizagdo nitrogenada ndo afetou significativamente as
concentracdes de P e Cu (Tabela 6).

O aumento na concentra¢ao de nutrientes foliares em razao do sombreamento foi similar
ao observado em outras espécies. Em Capsicum annum, o sombreamento teve efeito
significativo nos minerais das folhas, aumentando as concentracdes de macro e
micronutrientes devido a redugao do estresse causado pelo calor e radiagao solar.* O nivel
de fendlicos em tecidos vegetais pode estar relacionado com a disponibilidade de
nutrientes nas folhas. Em Eugenia uniflora, os niveis de fendlicos foram correlacionados
com os micronutrientes: Z, Cu e Mn, sendo observada correlagdo negativa altamente
significativa entre as concentragdes de fenois ¢ Cu ¢ Mn.** No presente estudo, os
flavonoides foram negativamente correlacionados com as concentragdes foliares de N, P,
K, Mg, S, B, Cu e Zn. Os polifenois totais correlacionaram-se negativamente com o K.
Foram observadas correlagdes negativas entre a atividade antioxidante dos extratos frente
ao radical DPPH® ¢ N, P, K, S, Cu e Zn e além desses minerais, Ca ¢ Mg também se
correlacionaram negativamente com o FRAP (p < 0,05). Esses resultados estdo de acordo
com a hipdtese de que a manutencdo de minerais ¢ um pré-requisito para fornecer co-
fatores para muitas enzimas da rota dos fenilpropanoides e flavonoides. Os ions Mg*" ¢
Mn*" asseguram o funcionamento da PAL, das CoA-ligases e das metiltransferases.”

Concluindo, foram observadas diferencas significativas no crescimento € na
concentracdo de oleo essencial, compostos fenolicos e nutrientes minerais em folhas de E.
foetidum entre as condigdes de luminosidade e fertilizacdo nitrogenada. Os parametros
microclimaticos foram modificados nas diferentes condigdes de sombreamento ¢ a
producdao de biomassa, Oleo essencial, compostos fendlicos e minerais foram

significativamente afetados pelas condi¢des ambientais. A maior producao de biomassa foi
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observados em ambiente ndo sombreado, com aumento linear em relacao a fertilizacao
nitrogenada. No geral, o sombreamento e a fertiliza¢dao tiveram efeito significativamente
negativo nas concentragdes de 0leo essencial e compostos fenolicos, entretanto, as plantas
sombreadas apresentaram maiores teores de pigmentos e nutrientes minerais. E importante
destacar a predominancia da intensidade da luz sobre o efeito da fertilizagao nitrogenada
para explicar as variagdes no crescimento e concentracdo de metabolitos. Os resultados
sugerem que o manejo cuidadoso das condigdes de cultivo e otimizagao do sistema de
producao pode ser importante para a obtengao de produtividade maxima e direcionada de
substancias benéficas a saide. Recomenda-se o cultivo sombreado para a producao de
folhas para o consumo in natura, devido a producao de folhas mais tenras e expandidas,
com maior teor de pigmentos. As folhas produzidas a pleno sol sdo mais adequadas para o
uso industrial, devido ao maior teor de dleo essencial € compostos fenolicos, além da maior

producao de biomassa.
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CONCLUSAO GERAL

O presente estudo apresenta pela primeira vez a quantificacao de
substancias bioativas em folhas de E. foetidum em relagdo as fases de crescimento em
conjunto com a poda da inflorescéncia, visando a descricdo da distribuicado dos
fitoquimicos e atividade antioxidante. As fases de crescimento influenciaram a
concentragdo de compostos bioativos das folhas de E. foetidum, sendo recomendada a
colheita das folhas nas fases iniciais de crescimento, devido a maior concentracao de
flavonoides, compostos fenodlicos, clorofilas e carotenoides. Essas substancias
contribuem para uma alta capacidade antioxidante dos extratos. As concentragdes da
maioria das substancias bioativas estudadas diminuiram com o avanco do ciclo; essa
diminui¢do foi relacionada com o aumento da atividade da peroxidase e
polifenoloxidase. A poda da inflorescéncia ¢ indicada para a cultura, por aumentar
significativamente a produgao foliar sem afetar os niveis de compostos bioativos.

A luminosidade afetatou ndo apenas o crescimento, mas também
as concentragdes de d0leo essencial, compostos fenolicos e nutrientes minerais em folhas
de E. foetidum. Os parametros microclimaticos foram modificados nas diferentes
condi¢des de sombreamento e a produgdo de biomassa, 6leo essencial, polifenois totais,
flavonoides e acidos fenolicos foi reduzida com o sombreamento 50%. Entretanto, os
teores de clorofila b, carotenoides e nutrientes minerais nas folhas foi superior nas
plantas cultivadas em ambiente sombreado. E importante destacar a predominancia da
intensidade da luz sobre o efeito a fertilizacao nitrogenada para explicar as variagdes no

crescimento e concentragao de metabolitos.



57

A caracterizacdo bioquimica das folhas de E. foetidum em
relagdo as fases de crescimento da planta e fatores pré-colheita ¢ importante para a
obtencdo da producdo maxima de substincias bioativas. Os resultados do presente
estudo indicam que o acimulo de metabdlitos secundarios em E. foetidum depende do
equilibrio entre a producdo de biomassa e a sintese de metabolitos. Os resutados
apresentados no presente estudo sugerem que o manejo cuidadoso das condi¢des de
cultivo e a otimizacdo do sistema de produ¢do de E. foetidum sdo importantes para a

obtencao de produtividade méxima e direcionada de substancias benéficas a saude.
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