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RESUMO

O atual interesse da cultura da stevia baseia-se num mercado emergente de produtos
adogantes relacionado com o numero crescente de diabéticos e obesos por todo mundo.
Em 2008, o Comité Misto de Peritos em Aditivos Alimentares (FAO/OMS) estabeleceu
que os glicosideos de esteviol sdo seguros para o consumo humano. A producgéo bioldgica
assume um interesse crescente da necessidade de uma alimentagdo com menores
impactos ambientais, livre de produtos quimicos de sintese e de transgénicos. Aliando
estes dois fatores ao facto de haver em Portugal a pertinéncia da criacdo de empresas
geradoras de postos de trabalho e ndo havendo a tradi¢do do cultivo de stevia, que é uma
planta subtropical, torna-se necessario estudar o potencial de adaptacdo desta planta,
visando a sua producéo para o mercado nacional e internacional. O presente trabalho teve
como principal objetivo o estudo da adaptacdo da producdo bioldgica de stevia, no
concelho de Ponte de Lima e, de modo mais geral, as condicdes edafo-climaticas da
regido Noroeste de Portugal.

A cultura de Stevia rebaudiana Bertoni, cultivar Criolla, foi instalada na empresa
Biodiversus em estufa e ao ar livre, em solos argilosos de textura medianamente pesada.
Avaliou-se também o comportamento das plantas sujeitas a trés colheitas para consumo
em fresco (F) e a uma unica colheita destinada a secagem das folhas (S). O desenho
experimental utilizado foi o de split-plot com 4 tratamentos e 3 repeti¢des. Os grandes
talhGes incluiram os seguintes 4 tratamentos: 2 sistemas de producdo (E: estufa e A: ar
livre) e 2 tipos de colheita (F e S). Os pequenos talhdes corresponderam a 2 tipos de
fertilizacdo (f1: fertilizacdo orgénica de fundo e f2: fertilizacdo de fundo e de cobertura
97 dias apds a plantacdo, DAP). O nimero de hastes por planta, o peso fresco e seco das
hastes cortadas foram avaliados 44, 92, 112 e 127 DAP nas plantas destinadas a colheitas
para consumo em fresco e 44 e 127 DAP nas plantas destinadas a secagem. Determinou-
se ainda a matéria seca. A altura das plantas de stevia, que na plantacdo era de
aproximadamente 10 cm, foi monitorizada nas mesmas datas e ainda 71 DAP.

Os efeitos da fertilizagdo ndo causaram diferencas significativas entre os tratamentos, em
nenhum dos parametros analisados no &mbito do crescimento das plantas (44 a 127 DAP),
0 que se podera explicar pela aplicacdo tardia da fertilizacdo de cobertura 97 DAP. A
altura média do conjunto das plantas na estufa (52,1 cm planta) foi superior a altura
média do conjunto das plantas produzidas ao ar livre (47,4 cm planta™) o que se podera
explicar pelo maior valor da temperatura do ar dentro da estufa. Este efeito podera
também estar relacionado com o maior nimero de hastes nas plantas ao ar livre em 44
DAP (8,6 hastes plantal), em comparacdo com as plantas produzidas em estufa (5,8
hastes planta). No entanto, o nimero médio de hastes por planta foi idéntico para todos
tratamentos das plantas produzidas em estufa e ao ar livre (média 7,3 hastes planta™).
Apesar da altura média das plantas produzidas na estufa ter sido superior a das plantas
produzidas ao ar livre, ndo foi significativa a diferenca entre o peso médio fresco (776,1
g planta?) e seco das plantas na estufa e o peso fresco (597,0 g planta™) e seco das plantas
produzidas ao ar livre. As plantas para consumo em fresco também apresentaram uma



altura média superior em comparacdo com as plantas destinadas a secagem, mas 0 peso
fresco e seco total médio foi idéntico.

A matéria seca média das hastes cortadas foi significativamente superior nas plantas
produzidas ao ar livre (20,5%) em comparacdo com as plantas produzidas na estufa
(18,8%), mas o teor médio em &cido ascorbico foi idéntico (em média 9,2 mg g MS).
Para o tipo de colheita a matéria seca media das folhas das plantas para consumo em
fresco (20,2%) foi superior e o teor médio de acido ascorbico foi inferior (8,5 mg g™ MS),
em comparagéo com as plantas para secagem (19,1% e10,0 mg g* MS).

Palavras-Chave: condi¢des edafoclimaticas, produtividade, glicosideos de esteviol



ABSTRACT

The current interest of stevia production is based on an emerging market for sweeteners
related products with the increasing number of diabetic and obese worldwide. In 2008,
the Expert Joint Committee of Food Additives (FAO/WHO) established that steviol
glycosides are safe for human consumption. Organic production is growing interest
because of the need to produce food with less environmental impact, free of synthetic
chemicals and transgenic plants. Combining these two factors and the fact that there in
Portugal the relevance of creating companies that generate jobs and that there is no
tradition of stevia cultivation, which is a subtropical plant, it is necessary to study the
potential for adaptation of this plant in order to produce it for the domestic and
international markets. This work aimed to study the adaptation of the organic production
of stevia in Ponte de Lima and, more generally, to the soil and climatic conditions of the
North West region of Portugal.

The Stevia rebaudiana Bertoni cv. Criolla crop, was installed in Biodiversus farm in
greenhouse and outdoors, in heavy clay soils of medium texture. It also assessed the
behaviour of the plants subjected to three harvests for fresh consumption (F) and a single
harvest for leaves drying (S). The experimental design used was a split-plot with four
treatments and three repetitions. The large plots included the following four treatments:
production systems 2 (E: Greenhouse and A: outdoors) and the 2 types of harvests (F and
S). Small plots corresponded to two types of fertilization (f1: organic fertilization before
planting and f2: organic fertilization before planting and at 97 days after planting, DAP).
The number of stems per plant, fresh and dry weight of the harvested stems were
evaluated 44, 92, 112 and 127 DAP for plants harvested for fresh consumption and 44
and 127 DAP for plants aiming drying of the leaves. It has been also determined the dry
matter and the contents of leaves on steviol glycosides. The height of the stevia plant,
which was approximately 10 cm at planting, was monitored in the same dates as above
and also at 71 DAP.

The effects of fertilization did not cause significant differences between treatments in any
of the parameters analyzed in the context of plant growth (44-127 DAP), which could be
explained by the late application of topdressing 97 DAP. The average height of all the
plants in the greenhouse (52.1 cm plant™?) was higher than the average height of all the
outdoor plants (47.4 cm plant?) what can be explained by the higher air temperature in
the greenhouse. This effect may also be related to the greatest number of stems in plants
outdoors on 44 DAP (8.6 stems plant) compared to plants grown in greenhouse (5.8
stems plant™). However, the average number of stems per plant was similar for all
treatments of plants grown in greenhouses and outdoors (average 7.3 stems plant™).
Although the average height of the plants produced in the greenhouse was higher than
that of plants outdoors, there was no significant difference between the average fresh
weight (776.1 g plant™®) and dry weight of the plants in the greenhouse and fresh weight
(597.0 g plant™) and dry weight of the outdoors plants. Plants for fresh consumption also



showed a higher mean plant height compared to plants for drying of the leaves, but the
total fresh and dry weights were similar.

The mean dry weight of stems was significantly higher in plants produced outdoors
(20.5%) compared to plants grown in greenhouse (18.8%), but the average ascorbic acid
content was similar (average 9.2 mg g* DM). For the type of crop, the mean leaves dry
weight of the plants for fresh consumption (20.2%) was higher and the mean content of
ascorbic acid was lower (8.5 mg g DM), compared to the plants for drying (19.1% e
10.0 mg gt DM).

Keywords: soil and climate conditions, yield, steviol glycosides.



LISTA DE ABREVIATURAS

AB — Agricultura Bioldgica
Ca - Célcio
CAS N° - Identificador numérico unico atribuido pelo Chemical Abstracts Service
CFA - Cultivar Criolla, colheita para fresco
CSA - Cultivar Criolla, colheita para fresco
CE — Comissdo Europeia
CFE - Cultivar Criolla, colheita para fresco
DDA - Dose Diéria Aceitavel
DRAEDM - Dire¢do Regional de Agricultura do Entre Douro e Minho
EU — Unido europeia
CSE - Cultivar Criolla, colheita para fresco
ESA PL — Escola Superior Agraria de Ponte de Lima
ESA IPB — Escola Superior Agréria do Instituto Politécnico de Braganca
FAO — Organizacao das NagOes Unidas para a Alimentagéo e a Agricultura
g — Grama
°C — Grau centigrado
H2S04 — Acido sulfurico
JECFA - Comité Misto de Peritos em Aditivos Alimentares da FAO/OMS
Lh — Litro por hora
MO — Matéria organica
MPa — Mega Pascal
Mg - Magnésio
mg — Miligrama
mL — Mililitro
pL — Microlitro
MPB — Modo de Producéo Bioldgica
NOEL - Nivel de efeito ndo observavel
OMS — Organizacdo Mundial de Saude
pH — Potencial de Hidrogénio
P.Os Pentoxido de fosforo
Kg — Quilograma
kcal gt — Quilocaloria por grama
K20 — Oxido de potassio
SIG — Sistema de Informacdo Geografica
USDA — Unit State Department of Agriculture
USA — Unit State of America
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1 INTRODUCAO

1.1 Origem e historia da stevia

A Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni, a frente designada simplesmente por stevia, € uma
planta originaria da zona fronteirica entre o Paraguai e o nordeste do Brasil. Os primeiros
indicios da existéncia desta planta remontam a sua utilizagdo pelos Guarani, uma tribo
indigena que lhe chamava Kaa-heé (erva doce) (Lewis, 1992). E uma planta com uso

ancestral como edulcorante e como planta medicinal (Shock, 1982).

A primeira descri¢cdo botanica da planta stevia é atribuida ao boténico suico Moisés
Santiago Bertoni em 1887, detalhando o seu sabor doce. O primeiro nome a ser-lhe
atribuido foi Eupatorium rebaudianum Bert. em honra do quimico paraguaio Ovidio
Rebaudi, o primeiro a estudar os componentes doces das suas folhas. Mais tarde, 0 nome
foi mudado para o atual e a planta comecou a ser recomendada ndo s6 para a consumo
alimentar, mas também para fins medicinais devido aos efeitos particulares que lhe foram
atribuidos (Bertoni, 1905).

Em 1900 o quimico paraguaio Ovidio Rebaudi conseguiu isolar dois compostos ativos.
Entre 1908 e 1910, alguns cientistas alemées, incluindo Rasennack e Karl Dietrich
realizaram as primeiras analises quimicas, isolaram e cristalizaram duas substancias da

componente doce da folha, que denominaram de eupatrina e rebaudiana (Marin, 2004).

J& no ano de 1921, a pedido de Moisés Bertoni o cristal denominado eupatorino foi
designado pela Unido Internacional de Quimica de esteviosideo devido ao género da
planta. Mais tarde, em 1931, os quimicos franceses Bridel e Lavielle cristalizaram o
esteviosideo com 6% de rendimento e determinaram que o seu poder adogante era cerca
de 300 vezes maior do que o agUcar de cana e retificaram a férmula da estrutura quimica
molecular, passando a CssHeoO1s. Também levantaram a hipdtese de que o esteviosideo

nao é assimilado pelo corpo, sendo eliminado na sua forma original.

Posteriormente, os compostos doces foram renomeados de esteviosideo e rebaudiosideo,
que sdo 200 a 300 vezes mais doces que a sacarose, sendo estaveis ao calor e ndao

fermentando (Landazuri et al., 2008).

Em 1943, as primeiras sementes foram exportados para a Reino Unido, onde foram

cultivadas sem sucesso. Em 1968 foram exportadas para o Japdo e a partir dai comecou a



sensibilizacdo, o cultivo e a propagacéo de plantas em todo o mundo, particularmente
para o Sudeste Asiatico (Lewis, 1992).

Em 1967 inicia-se a investigacdo da pesquisa da stevia em Kosakoka, Japdo, resultando
na sintese de rebaudiosideo (1969). No seguimento desse estudo, o Dr. Derek Bonton
(Prémio Nobel de Quimica) expde um trabalho sobre a stevia no Imperial College of

Science and Technology, em Londres.

No inicio dos anos setenta, mais especificamente em 1971, o Ministério da Agricultura e
Producgdo Aquatica do Jap&o iniciou o cultivo experimental da stevia e o professor Haku
Miura da universidade de Hokaido inicia a sua investigacao e analise da planta (Carrascal,
s/ data).

Em 2004, o Comité Misto de Peritos em Aditivos Alimentares da FAO/OMS (JECFA)
concluiu que o esteviosideo e o rebaudiosideo A contidos na stevia ndo sdo genotdxicos
e fazem uma recomendag¢do com a designagao “temporaria”, que a quantidade de ingestao
de dose diaria devera ser 0-2 mg/kg de massa corporal para os glicosideos de esteviol
(WHO FOOD ADDITIVES SERIES: 54).

Em 2008, a JECFA concluiu que os dados dos novos estudos foram suficientes para
permitir que a designagdo “temporario” fosse removida, e estabeleceram uma nova DDA
para os glicosideos de esteviol de 0-4 mg/kg de peso corporal/dia expresso em teor de

esteviol.

Em 2011, o Regulamento (UE) n°® 1131/2011 da Comisséo, de 11 de Novembro de 2011
no que se refere aos glicosideos de esteviol, no seu ponto 2 estabelece “A Autoridade
Europeia para a Seguranga dos Alimentos (a seguir designada «Autoridade») avaliou a
seguranca dos glicosideos de esteviol, extraidos das folhas da planta Stevia rebaudiana
Bertoni, como adocante e emitiu o seu parecer em 10 de Margo de 2010. A Autoridade
definiu uma Dose Diaria Admissivel (DDA) para os glicosideos de esteviol, expressa em
equivalentes de esteviol, de 4 mg/kg de peso corporal/dia. As previsdes mais prudentes
da exposi¢éo aos glicosideos de esteviol, nos adultos e em criancas, sugerem ser provavel

que a DDA seja ultrapassada se cumpridos os teores maximos de utilizagdo propostos”.



1.2 Caracterizacdo da espécie

1.2.1 Morfologia e descri¢do botanica e taxonémica

Morfologia

A stevia (Fig. 1.3) pertence a familia das Asteraceas. E uma planta herbacea de ciclo
perene, caule ereto, sublenhoso e pubescente. Durante o seu desenvolvimento inicial ndo
possui ramificagOes, tornando-se multicaule despois do primeiro ciclo vegetativo,
chegando a produzir até 20 caules em trés a quatro anos. Pode alcancar até 90 cm de altura
no seu habitat natural e nos tropicos pode chegar a ter alturas superiores a 100 cm. E uma
planta de raiz pivotante, filiforme, e ndo profunda, distribuindo-se proxima da superficie
do solo (Vélez & Zapata, 2006).

As folhas sdo elipticas, ovais ou lanceoladas e serreadas; quando jovens apresentam
disposicéo oposta, e alternadas quando as plantas atingem a sua maturacgéo fisiologica,
prévia a floracdo. A folha é o 6rgdo que tem mais contedo em edulcorante (Vélez &
Zapata, 2006). A flor € hermafrodita, pequena e esbranquicada; tem corola tubular,
pentalobulada, em pequenos capitulos terminais ou axilares agrupados em paniculas
corimbosas (Shock, 1982). Forma pequenas flores esbranquicadas (15 a 17 mm), tendo
2-6 flores que estdo dispostas em paniculas soltas (Fig. 1.4). As sementes estdo contidas
em aquenios (fruto) delgados com cerca de 3 mm de comprimento (Abdullateef & Osman,
2012; Pande & Gupta, 2013), que pode ser claro (estéril) ou escuro (fértil) e é disseminado
pelo vento (Gattoni, 1945) (Fig. 1.5).

E uma planta auto incompativel, pelo que a polinizagdo é entomdfila; é do tipo

esporofitico e classificada como apomitica obrigatoria (Monteiro, 1982).

E classificada como uma planta de dias longos, situando o fotoperiodo critico de 12 a 13
horas segundo o ecotipo (Pande & Gupta, 2013). Apresenta flores de Janeiro a Marco no
Hemisfério Sul e de Setembro a Dezembro no Hemisfério Norte. A planta tem
aproximadamente 1 més para atravessar todas as fases de desenvolvimento dos estagios
florais e produzir todas as flores (Fig. 1.4) (Yadav et al., 2011). As sementes férteis sao
geralmente de cor escura e as sementes estéreis sdo geralmente de cor mais clara (Pande
& Gupta, 2013) (Fig. 1.5).



Figura 1.3 — Planta de stevia.

Figura 1.4 - Diferentes estagios da abertura da flor (Yadav et al., 2011).

Figura 1.5 — Fruto da stevia, aquénio com cerca de 3 mm de comprimento que pode ser
(@) estéril (claro) ou (b) fértil (escuro).



Caracterizacdo botanica e classificagdo taxonomica

Existem cerca de 230 espécies do género, mas apenas a stevia apresenta uma esséncia
doce, enquanto as outras espécies apresentam outro tipo de interesse bioquimico (Yadav

etal., 2011). A classificacdo taxonémica encontra-se no Quadro 1.6.

Quadro 1.6 - Classificacdo Taxondémica da stevia (Fonte: USDA).

Reino Vegetal

Sub-reino Tracheobionta

Divisdo Magnoliopyta

Classe Magnoliopsida

Ordem Asterales

Familia Asteraceae

Género Stevia

Espécie Stevia rebaudiana

Nomes comuns Ka'a He'¢, Erva-doce, Stevia, etc.

1.2.2 Cultivares da stevia e patentes de plantas
Existem cerca de 90 cultivares de stevia desenvolvidas em todo o mundo, dependendo
das diferentes exigéncias climaticas (Singh et al., 2005) e da sua composi¢do em teores

de glicosideos de esteviol que estdo presentes na planta.

O registo de patentes de plantas de stevia prende-se com o facto das empresas extratoras
e refinadoras dos glicosideos de esteviol procurarem obter plantas com um determinado
tipo de composicdo em glicosideos de esteviol. Tal como se pode verificar nas
reivindicacdes de invento das varias patentes nos Quadros 1.7 e 1.8.

Geralmente, os viveiristas e os produtores das plantas de stevia selecionam as variedades
com vista a obtencdo de bons precos de mercado. Os fatores que podem influenciar os
precos sdo os teores em determinados glicosideos de esteviol, nomeadamente,

Rebaudiosideo A, Rebaudiosideo C e Esteviosideo.



Nome comum de algumas cultivares:

Criolla, Eirete I, Eirete 11, Morita I, Morita Il, Morita Il1l, Brazil Zairai, Suweon 2,
Suweon 11, Yunri, Yunbing, Zongping, K1, K2, K3, BPP72, SM4, Ramonskaya,

Slastena, Madhuguna, Madhuguni, etc.

Quadro 1.7 - Lista de algumas patentes de cultivares de stevia. (Adaptado de Yadav,

2010)
Patente n° Ano Inventor Pais Titulo
Stevia rebaudiana com alteragdo da
6.255.557 2001 Brandle, J. USA composi¢do dos glicosideos de
esteviol
PCT- Stevia rebaudiana com alteracéo da
W099/49724 1999 Brandle, J. USA comppsu;ao dos glicosideos de
esteviol
6031157 1998 Morita, T.and |\ s p | Gultivar de Stevia rebaudiana Bertoni
Yucheng, B.
Marsolais, A. A Denominagéo da planta Stevia ‘RSIT
PP10,564 1998 Brandle, J. and USA
94-751
Sys, E. A.
Sys, E. A, L L
PP10,562 | 1998 Marsolais, A. A. | USA | Denominagao da planta Stevia "RSIT
94-1306
and Brandle, J.
Brandle, J.; Sys, b 1200 da planta Stevia ‘RSIT
PP10,563 | 1998 E. A. and USA 9;“1‘%“;1;:@30 4 planta Stevia
Marsolais, A. A
Extracdo de compostos doces a partir
5972120 | 1999 USA - P >ap
da Stevia rebaudiana Bertoni
Método de cultivo de nova cultivar
CN1985575 | 2006 Wang, Q hibrida via reproducéo sistematica de
clones da planta stevia rebaudiana.
JP- .
59034848: 1984a,b | Morita Japéao
JP-60160823 | 1985 Morita Japédo
JP-61202667 | 1986 Morita Japdo
JP-62096025 | 1987 Nakazato, T Japdo
JP-63173531 | 1988 Nakazato, T Japdo
EPA0154235 | 1985 Stevia co. Inc. Europa
Kokusak N iploi i i
12242622 | 1990 Sanyo Kokusaku Japéo ovo triploide de Stevia rebaudiana

Pulp Co.

Bertoni- contendo diterpendide doce.




Quadro 1.8 - Lista de algumas patentes de cultivares de stevia. (Adaptado de Google

Patents)
Data de Data de
Patente n° apresenta | publicacd | Requerente | Titulo
céo 0
Stevia rebaudiana Bertoni com um
alto conteudo de Rebaudiosideo A
US7884265 2 Mar 8 Fev Toyc_)shige co,mparado como estNeviosideo, eo
2006 2011 Morita método para a extracdo do adocante
a partir da planta ou das suas folhas
secas.
US2011002319 | 21 Jan 27 Jan Toyoshige Nova cultivar de Stevia e método
2 2009 2011 Morita de producdo de adogante.
Morita
2 Mar 21 Nov Kagaku .
EPI8S6967AL | ° o7 Kogyo co. | Adogante de stevia
Ltd.
Glg Life Planta com altos teores de
W02012088612 | 3 Jan rebaudiosideo A e métodos de
Al 2012 5 Jul 2012 | Tech . produgdo dos mesmos e suas
Corporation N
utilizagdes.

1.3 Composicéo e propriedades nutricionais

1.3.1 Composicao

O sabor doce da stevia tem origem nos seus glicosideos de esteviol (cddigo de alimento:
INS 960, classe funcional Adogantes, Codex Alimentarius). Alem do seu sabor doce
proveniente dos glicosideos de esteviol, esta planta é uma fonte de sais minerais,
vitaminas e aminodacidos, além de &cidos gordos contidos nos seus Oleos essenciais
(Quadro 1.1).

Os teores de nutrientes e glicosideos da planta vao variando em funcdo da cultivar, do
local de instalacdo da cultura e do modo como esta é cultivada. Mondaca (2012), no seu
artigo de reviséo sublinha este facto ao comparar diversos estudos tal como consta nos
Quadros 1.2 a1.4.

Embora seja usual s6 se utilizar as folhas da planta para consumo em fresco ou na
obtencdo de produtos manipulados, e alguns autores considerarem que “as folhas sdo a
parte econémica da planta” (Ramesh et al., 2006), Kim, et al. (2011) ao estudarem as
quantidades de vitaminas hidrossollveis nos extractos da folha stevia e dos caules,



observaram que o contetido de acido félico, vitamina C e vitamina B2 no extracto da folha
foi significativamente maior do que os valores do extracto do caule. No extracto da folha,
0 acido félico foi encontrado como sendo o composto principal, seguido de vitamina C.
No extracto do caule, vitamina C era o composto principal, seguida da vitamina B
(Quadro 1.3).



Quadro 1.1 - Lista de glicosideos de esteviol, vitaminas, sais minerais, aminoacidos e
acidos gordos contidos nas folhas de stevia.

Glicosideos de esteviol | Vitaminas | Sais minerais | Aminoacidos | Acidos gordos
1) ) ®) (4) ()
Esteviol Vitamina C Célcio Cisteina Acido palmitico
Esteviolbiosideo Vitamina B2 Fdsforo Fenilalanina | Acido palmitoleico
Esteviosideo Vitamina B6 Sadio Histidina Acido estereético
Rebaudiosideo A Acido félico Potéassio Isoleucina Acido oleico
Rebaudiosideo B Niacina Ferro Leucina Acido linoleico
R(ZZ?ES;?SL?S)C Tiamina Magnésio Lisina Acido linoleico
Rebaudiosideo D Zinco Metionina
Rebaudiosideo E Tirosina
Rebaudiosideo F Trionina

Rubusosideo

Dulcosideo A
Fontes:
D) http://www.fao.org/fileadmin/templates/agns/pdf/jecfa/cta/68/Steviol _glycosides.pdf
¥)) Adaptado de Kim et al. (2011)
) Adaptado de Mondaca et al. (2012)
4 Adaptado do relatério da Joint WHO/FAO/UNU Expert Consultation (WHO, 2007)
(5) Tadhani & Subhash, 2006

Quadro 1.2 - Contetido em minerais (mg 100 g-!) de folha de stevia seca segundo o
trabalho de varios autores (Adaptado de Mondaca et al., 2012).

Referéncias
Minerais | Mishra et |Goyal et al.| Serio | Tadhaniand | Kaushik et | Abou-Arab et
al. (2010)| (2010) |(2010) |Subhash (2006a)| al. (2010) | al. (2010)
Célcio 464.4 544 600 1550 722 17.7
Fosforo 11.4 318 318 350 ND ND
Sddio 190 89.2 ND 160 32.7 14.93
Potassio 1800 1780 1800 2510 839 21.15
Ferro 55.3 3.9 3.9 36.3 311 5.89
Magneésio | 349 349 500 ND ND 3.26
Zinco 1.5 1.5 ND 6.39 ND 1.26

ND, Nao determinado


http://www.fao.org/fileadmin/templates/agns/pdf/jecfa/cta/68/Steviol_glycosides.pdf

Quadro 1.3 - Vitaminas hidrossolUveis do extrato de folhas e de caules da stevia (mg 100

g-* base seca do extrato) (Kim et al., 2011)

Vitamina Folhas Caules
Vitamina C 14.98 £ 0.07 1.64 £ 0.02
Vitamina B2 0.43£0.02 0.23+0.02
Vitamina B6 0.00 £ 0.00 0.00+0.00
Acido félico 52,18 £0.21 0.09+0.01
Niacina 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
Tiamina 0.00 £0.00 0.00+0.00

Quadro 1.4 - Valores da quantidade de glicosideos nas folhas de stevia obtidos por alguns
estudos, através de analises quimicas.

Conteudos, % do peso das folhas secas
Glicosideos Gardanaetal. | Goyal et al. Kinghorn and Soejarto
(2010) (2010) (1985)
Esteviosideo 58+13 9.1 5-10
Rebaudiosideo A 18+12 3.8 2-4
Rebaudiosideo C 1.3+14 0.6 1-2
Dulcosideo A ND 0.3 0.4-0.7

ND, Nao determinado

1.3.2 Propriedades nutricionais e nutracéuticas

A stevia produz uma variedade de adocantes de baixo teor caldrico no seu tecido foliar.
Tem de valor energético 2.7 kcal g* (Savita e al., 2004), fazendo com que 0 seu uso como
adocante possa ser uma mais-valia para restringir ou controlar a ingestdo de calorias na
dieta (Mondaca et al., 2011). A sua inclusdo na dieta diaria também pode ser uma fonte

de nutrientes, vitaminas, sais minerais, etc.

E uma planta a partir da qual se podem obter produtos com diferentes modos de
apresentacdo, nomeadamente folhas frescas, folhas secas, extratos sdlidos e liquido
concentrado. Apresentando-se no mercado de varias formas, pode-se eleger o produto
segundo a quantidade de poder adocante que se deseje ou a aplicacdo a que se destine.

Além disso, 0s seus componentes podem ter propriedades nutracéuticas benéficas para a
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salde. O seu consumo por pessoas com diabetes tipo Il é seguro, tal como o indicam
diversos estudos (JECFA, 2008).

Os beneficios associados a sua folha sdo principalmente devido & sua composi¢do
nutricional (Quadro 1), que é uma boa fonte de hidratos de carbono, proteinas e fibra

bruta, promove o bem-estar e reduz o risco de certas doengas.

Braz de Oliveira et al. (2011) isolaram nas raizes e folhas, inulina do tipo
frutooligossacarideos, um polissacarideo vegetal que ocorre naturalmente, com
propriedades funcionais importantes relacionados com prebioticos, fibras dietéticas,

metabolismo lipidico e controlo da diabetes.

Segundo Gardana et al. (2003) no seu artigo de revisdo bibliogréafica citando varios
estudos, as substancias adocantes extraidas das folhas da stevia podem exercer efeitos
benéficos sobre a saude humana, incluindo anti-hipertensivo, anti-hiperglicémico,
antioxidante, ndo-carcinogénico, anti-rotavirus humanos, influenciar o metabolismo da
glicose e a funcdo renal. Além disso, os glicosideos de esteviol possuem valiosas
propriedades bioldgicas. O consumo regular destes compostos diminui o teor de agucar,
colesterol no sangue, melhora a regeneracgéo celular e a coagulacdo do sangue, suprime o
crescimento neoplasico e fortalece 0s vasos sanguineos e apresentam potenciais

aplicacGes como terapéutica antidiarreica.

Muitos glicosideos de plantas, nas quais se inclui a stevia, ttm demonstrado atividade na
prevencdo do cancro, bem como antidiabética, anti-obesidade, efeito antibacteriano ou

antineoplasico (Bernal et al., 2011).
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1.3.3 Constituintes fitoquimicos, carateristicas quimicas, capacidade edulcorante
e estabilidade

As plantas medicinais sdo de grande importancia para a salde dos individuos e

comunidades. O valor medicinal das plantas reside no facto de algumas substancias

quimicas produzirem uma acgdo fisioldgica definitiva no corpo humano. O mais

importante destes componentes bioactivos das plantas sdo os alcaldides, taninos e

polifendis (Edeoga, et.al, 2005).

A stevia € rica em terpenos e flavonoides. Os fitoquimicos presentes na planta sdo
austroinullin, b-caroteno, dulcosideo, niacina, Oxidos Rebaudi, riboflavina, esteviol,

esteviosideo e tiamina (Jayaraman, et al. 2008).

Produz uma variedade de compostos adocantes de baixo teor calorico no seu tecido foliar
que vdo variando entre si a sua capacidade adocante. Dai, as diferengas entre 0s varios
glicosideos de esteviol (Quadro 1.5) sdo devido ao nimero e arranjo das moléculas de
glicose (R1 e R2) ligadas ao ndcleo central esteviol como se pode verificar no exemplo
daFig.1.1e 1.2

A docura de qualquer um dos compostos de stevia € maior do que da sacarose:
rebaudiosideo A (250-450 vezes); rebaudiosideo B (300-350 vezes); rebaudiosideo C (50-
120 vezes); rebaudiosideo D (250-450 vezes); rebaudiosideo E (150-300 vezes);
dulcosideo (50-120 vezes) e esteviolbiosideo (100-125 vezes). Em média, a dogura dos
glicosideos de esteviol é 250-300 vezes maior do que a da sacarose, com baixa

solubilidade em &gua e pontos de fuséo elevados (Crammer & Ikan, 1987).

Com base nos resultados de estudos de estabilidade térmica e hidrolitica sobre os
glicosideos de esteviol e considerando varios resumos da literatura sobre a estabilidade
do esteviosideo e rebaudiosideo A, no 68° relatério a JECFA concordou que 0s
glicosideos de esteviol sdo termicamente e hidroliticamente suficientemente estaveis para
0 uso em alimentos, incluindo bebidas acidas, em condigdes normais de processamento e

de armazenamento.
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Quadro 1.5 - Glicosideos de esteviol contidos nas folhas de stevia, CAS N° e grupos
glicose e hidrogénio substituintes R1 e R2 (Adaptado de JECFA/FAQ)

Nome do composto C.AS. N° R1 R2
1 | Esteviol 471-80-7 H H
o B-Glc-B-
2 | Esteviolbiosideo 41093-60-1 H Gle@—1)
3 | Esteviosideo 57817-89-7 p-Glc B-Glc-B-Gle(2—1)
. -Glc-B-Gle(2—1
4 | Rebaudiosideo A 58543-16-1 p-Glc p-Gle-p-Gle2=1)
IB-Gle(3—1)
5 | Rebaudiosideo B 58543-17-2 H p-Gle-p-Gle2—1)
B-Gle(3—1)
6 Rebaud_|05|deoC 63550-99-2 -Gl B-Glc-a-Rha(2—1)
(dulcosideo B) B-Glc(3—1)
7 | Rebaudiosideo D 63279-13-0 p-Glep- p-Gle-p-Gle2—1)
Gle(2—1) B-Gle(3—1)
8 | Rebaudiosideo E 63279-14-1 p-Glep- B-Glc-B-Gle(2—1)
Gle(2—1)
9 | Rebaudiosideo F 438045-89-7 B-Glc B-Gle-p-Xyl2—1)
B-Glc(3—1)
10 | Rubusosideo 63849-39-4 p-Glc B-Glc
Glc p-Glc-a-
11 | Dulcosideo A 4432-06- -Gl
ulcosideo 64432-06-0 p-Glc Rha(2—1)

Figura 1.1 - Estrutura molecular do esteviol (C20H32003, (4a)-13-Hydroxykaur-16-en-18-
oic acid, ent-13-Hydroxykauran-16-en-19-oic acid).
Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/.
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Figura 1.2 - Estrutura molecular (a) do Esteviosideo (CssHeoO1s, (40)-13-[(2-O-B-D-
Glucopyranosyl-p-D-glucopyranosyl)oxy]kaur-16-en-18-oic acid B-D-glucopyranosyl
ester); (b) do Rebaudiosideo A (Ca4H70023, (4a)-13-[(2-O-B-D-glucopyranosyl-3-O-B-
D-glucopyranosyl-B-D-glucopyranosyl)-oxy]kaur-6-en-8-oic acid B-D-glucopyranosyl
ester), contidos na planta stevia. Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/.

1.3.4 Utilizacéo de stevia
As folhas de stevia tém propriedades funcionais e sensoriais superiores aos de muitos
outros adocantes (Mondaca et al., 2012) e pode ser consumida sob a forma de folhas

frescas, folhas secas, estratos em p6 e como concentrado liquido.

Para Singh et al. (2005), a stevia, com base nas suas varias qualidades, encontrou a sua
utilizacdo para os seguintes fins: adocante de mesa, para cha, café, refrigerantes, sumos

de fruta, gelados, iogurtes, bolos, biscoitos, tortas, etc.
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1.4 Propagacao da planta

A stevia é uma planta que pode ser propagada através de todos os sistemas habitualmente
usados na propagacéo de outras plantas (Carrascal, s/ data). Esta propagagéo pode ser

seminal ou vegetativa por estacas de caule e micropropagacao (Brandle et al., 1998).

Devido a grande heterogeneidade das plantas obtidas a partir da propagacgéo por sementes,
a propagacdo vegetativa por estacas tem sido muito utilizada, pois perpetua as
caracteristicas da planta progenitora. A cultura de tecidos por micropropagacdo também

pode ser usada (Landazuri et al., 2009).
Propagacao seminal (sexual)

Segundo Landazuri et al. (2009), a stevia reproduz-se sexualmente através de aquénios,
observando-se uma alta heterogeneidade nas plantas resultantes, devido principalmente a
polinizacdo cruzada. Grande parte dos aquénios sdo estéreis, sdo muito leves e dispersam-
se facilmente com o vento. A colheita das sementes € lenta e dificil, devido ao estado das
flores ndo ser uniforme, o que afeta a maturacdo da semente. A percentagem de
germinacéo das sementes varia entre os 10 e 38%. Para estes autores, a propagacdo por
meio de aquénios € Util para o melhoramento genético, mas ndo o € para o cultivo

comercial.

Propagacao por estacaria de caules e micropropagacao

A propagacao por estacas € o0 método mais conveniente para ser usado a escala comercial.
Por isso, é importante ter uma plantacdo mée que forneca o material vegetativo inicial
(Landazuri et al., 2009). Para o estabelecimento correto e eficaz da plantacdo das plantas
mée deve ser feita uma selecdo de plantas que apresentem as caracteristicas desejaveis,
tais como vigor, rusticidade, produtividade e resisténcia a pragas e doengas. A gestdo
desta plantacdo é semelhante & gestdo das plantagBes comerciais, mantendo plantas de
boa salde nutricional e fitossanitéria, sobretudo livres de doengas fangicas que podem
afetar significativamente a plantacdo (Land&zuri et al., 2009).

Segundo Shock (1982), a propagacéo de stevia é geralmente feita por estacas de caule,
que enraizam com facilidade. Algumas cultivares praticamente ndo produzem sementes

Vidveis e a propagacao vegetativa é a Unica via para a sua multiplicacéo.

A cultura de tecidos é outro dos métodos de propagacao vegetativa que permite plantacdes

mais uniformes, além de se obter uma rapida multiplicacéo clonal (Yang, 1979 y 1981 in
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Landazuri et al., 2009). As vantagens da micropropagacdo em comparagdo com 0S
sistemas convencionais sdo o incremento acelerado do nimero de plantas, a diminuicdo
do tempo de multiplicacdo, um maior nimero de plantas por superficie utilizada, o maior
controlo da sanidade e a possibilidade de multiplicar rapidamente espécies em vias de

extingdo (Ayerbe, 1990).
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1.5 Cultivo de stevia em modo de producao bioldgico - vantagens
Definigdo Europeia de Agricultura Biologica

A Comisséo Europeia aprovou e publicou o regulamento (CE) N° 834/07, de 28 de Junho
para 0 modo producéo biolégico (MPB) dos produtos agricolas, com a respetiva indicacdo
nos produtos agricolas e géneros alimenticios, mediante a norma publicada no
regulamento, que definiu o0 &mbito geral da producéo bioldgica, o seu logétipo e o sistema

de rotulagem comuns a todos os paises da UE.

Com base nesta regulamentagdo foi formulada a defini¢do de Agricultura Biol6gica (AB)

pela Diregdo Geral para a Agricultura e Desenvolvimento Rural da Comissdo Europeia:

“De uma forma simples, a AB é um sistema agricola que procura fornecer-lhe a si,
consumidor, alimentos frescos, saborosos e auténticos e ao mesmo tempo respeitar o0s

ciclos de vida naturais.”
Diz, ainda, que para que se possam alcangar estes resultados, a AB:

“Baseia-se numa série de objetivos e principios bem como em praticas comuns
desenvolvidas para minimizar o impacto humano sobre o ambiente e assegurar que o

sistema agricola funcione da forma mais natural possivel”.
Definicdo do IFOAM de Agricultura Bioldgica

Para o IFOAM a Agricultura Biologica ¢ “um sistema de gestdo de producéo holistico,
que promove e melhora a saude do ecossistema agricola, incluindo a biodiversidade, os
ciclos biologicos e a atividade biolégica do solo. D& enfase ao uso de praticas de gestdo
em detrimento de “utilizacdo de produtos nao agricolas, tendo em conta que as condi¢oes
regionais requerem sistemas adaptados localmente”. Para que isso seja feito “... utiliza,
sempre que possivel, métodos agrondémicos, bioldgicos e mecanicos, em contraposicao
ao uso de materiais sintéticos, para cumprir qualquer funcdo especifica dentro do
sistema " (FAO / WHO Codex Alimentarius Commission, 1999).

Vantagens do cultivo em Modo Producéo Biologica

As vantagens da AB e da transformacéo dos seus produtos estdo baseadas num conjunto
de principios e ideias que, segundo uma compilacdo de Rodrigues (2010) se baseiam nos
seguintes principios, e passo a citar: “Produzir alimentos de elevada qualidade nutritiva
e em quantidade suficiente; interagir de um modo construtivo e vivificante com os

sistemas naturais e os ciclos; promover os ciclos bioldgicos no sistema agricola,
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envolvendo microrganismos, fauna e flora do solo, plantas e animais; manter e melhorar
a longo prazo a fertilidade dos solos; promover o uso saudavel e cuidadoso da agua,
recursos hidricos e toda a vida naquela existente; ajudar na conservacgédo do solo e da
agua; usar, tanto quanto possivel, recursos renovaveis em sistemas agricolas
organizados localmente; ajudar na conservagéo do solo e da agua; usar, tanto quanto
possivel, recursos renovaveis em sistemas agricolas organizados localmente; trabalhar,
tanto quanto possivel, num sistema fechado relativamente & matéria orgénica e elementos
minerais nutrientes; trabalhar, tanto quanto possivel, com materiais e substancias que
possam ser reutilizadas ou recicladas, quer na exploracdo agricola quer noutro local;
dar a todos os animais de criacdo condi¢bes de vida que lhes permitam realizar os
aspetos basicos do seu comportamento inato; minimizar todas as formas de poluicdo que
possam resultar da pratica agricola; manter a diversidade genética do sistema agricola
e meio envolvente, incluindo a protecdo das plantas e dos habitat da vida selvagem;
permitir a todos envolvidos na producéo e transformacao, em agricultura bioldgica, uma
qualidade de vida em conformidade com a Carta dos Direitos Humanos das Nagdes
Unidas, de modo a responder as suas necessidades basicas e a obterem adequados
retorno e satisfacdo na sua atividade, incluindo um ambiente seguro de trabalho;
considerar, de um modo amplo, o impacto social e ecoldgico do sistema agricola;
produzir produtos ndo alimentares, ndo oriundos de recursos renovaveis, que possam ser
totalmente biodegradéveis; encorajar associa¢fes de agricultura biologica a
funcionarem de acordo com principios democraticos e de divisdo de poderes; ir no
sentido de toda uma cadeia de producdo em agricultura bioldgica, a qual seja justa

socialmente e responséavel ecologicamente”.

A Agricultura Bioldgica deve sustentar e melhorar a satde do solo, da planta, do animal
e do Homem como um todo. Este principio indica que a saude dos individuos e das
comunidades ndo pode ser separada da salde dos ecossistemas. Solos saudaveis
produzem culturas saudaveis que alimentam e fomentam a salde dos animais e das
pessoas. Por isso, a AB produz alimentos e fibras ambientalmente, social e
economicamente sa e sustentavel. E um sistema de produc&o que evita ou exclui a quase
totalidade dos produtos de sintese como adubos, pesticidas, reguladores de crescimento e
aditivos alimentares para animais (Ferreira, 2012).

Para que este modo de producdo seja praticAvel na maxima extensdo a AB recorre a
praticas agricolas especificas, como por exemplo: (i) rotagbes de culturas; (ii)
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reaproveitamento de residuos das culturas; (iii) estrumes de animais; (iv) incorporacao de
adubos verdes e residuos organicos da exploracdo agricola; (v) leguminosas
(fundamentalmente para incorporagdo de azoto no solo); (vi) luta biologica contra pragas
e doengas. Todas estas praticas visam, além de nutrir as plantas, manter a produtividade
do solo, controlar insetos, ervas infestantes e outros inimigos das culturas (Ferreira,
2012).

1.6 Seguranca alimentar da stevia: legislacdo e organismos internacionais

O Comité Misto de Peritos em Aditivos Alimentares da FAO/OMS (JECFA), na sua
sexagésima terceira reunido, concluiu que o esteviosideo e o rebaudiosideo A ndo sédo
genotoxicos in vitro ou in vivo e que a genotoxicidade do esteviol e alguns de seus
derivados sdo oxidativos in vitro ndo sendo expresso in vivo. Recomendam,
temporariamente, que a quantidade de ingestdo de dose diaria devera ser 0-2 mg/kg de
massa corporal para os glicosideos de esteviol, expresso como esteviol, com base no
NOEL para esteviosideo foi de 970 mg/kg por peso corporal/dia. Este comité
recomendou, no seu relatério final, que fossem realizados mais estudos de seguranca
alimentar (WHO FOOD ADDITIVES SERIES: 54).

O JECFA, na sua sexagésima nona reunido, avaliou diversos estudos do metabolismo e
toxicocinética com animais, estudos de toxicidade em animais de laboratério, estudos de
genotoxicidade in vitro e in vivo e estudos humanos com administragao Unica ou repetida
dos glicosideos de esteviol. Analisou a seguranca dos glicosideos de esteviol (em 2000,
2005, 2006, 2007 e 2009) e estabeleceu uma DDA para os glicosideos de esteviol,
expressos em equivalentes de esteviol, de 4 mg/kg de massa corporal/dia (EFSA Journal
2010;8 (4):1537).

1.7 Mercados - oferta e procura de stevia
1.7.1 Principais paises produtores

Entre os principais produtores de stevia a nivel mundial estdo o Japdo, China, Coreia,
Taiwan, Tailandia, Indoneésia, Laos, Malasia e Filipinas. Estes paises representam 95%
da produgdo mundial. Cabe destacar que o Japdo é o pais com maior quantidade de
fabricas processadoras e extractoras de esteviosideo. Na América a stevia é cultivada
principalmente no Paraguai, Brasil, Argentina, Colémbia, Peru e cultivos muito pequenos

no Equador (Landazuri et al., 2009).
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1.7.2 Mercado global e principais regides

Segundo o relatério da consultora Zenith Internacional - “Mercado Global de stevia
2014”, a rapida ascensdo da stevia como adogante natural continuou inabaldvel em
relacdo ao ano transato. Um novo estudo da consultoria estima que as vendas mundiais
de stevia sdo definidas para um aumento de 14% em 2014 para as 4.670 toneladas, tendo

0 seu valor de mercado global atingido os $336 milhdes (Fig. 1.5).

Ainda, segundo este relatorio “Os consumidores estdo cada vez mais a analisar o contetido
dos produtos alimentares e das bebidas, e comegam a evitar os adocantes artificiais, alem
do facto de a stevia ter uma proveniéncia natural e ser quase zero calorias posicionam-na
numa posicao de nitida vantagem. Numa analise prospetiva, a Zenith prevé que o mercado
global de stevia chegara as 7.150 toneladas em 2017, o equivalente a $578 milhdes.
Atualmente, a europa encontra-se em quarto lugar com11% da quota do mercado global
de stevia (Fig. 1.6).
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Figura 1.5 - Crescimento do mercado global de stevia. Fonte: Zenith International.
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Others
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Figura 1.6 - Mercado global stevia por regido em 2013. Fonte: Zenith International.
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1.8 Interesse atual da cultura da stevia em Portugal

Para Arora et al. (2010), a stevia pode ser um substituto natural do agucar e pode ser muito
eficaz no combate de alguns problemas de satde a nivel mundial, nomeadamente diabetes
e obesidade. Devido a essa carateristica, a stevia € um produto em franca expanséo, como
mostram varios relatérios de estudos de mercado. Conjuntamente com este facto, o
mercado dos produtos de Agricultura Bioldgica também estdo em franca expanséo.
Aliando estes dois fatores ao facto de haver em Portugal a pertinéncia da criacdo de
empresas geradoras de postos de trabalho e ndo havendo a tradi¢do do cultivo de stevia,
torna-se necessario estudar o potencial de adaptacdo desta planta, visando no futuro a

producédo para o mercado nacional e para exportacao.

Num estudo de revisdo citando varios autores, Mondaca et al. (2012) concluiu que, de
todas as espécies vegetais que apresentam potencial para produzir adogantes naturais, a
planta stevia é a que tem atraido maior interesse economico e cientifico relativamente as
caracteristicas e propriedades terapéuticas das suas folhas. E, comparativamente com
outros adogantes, as suas folhas tém propriedades funcionais e sensoriais superiores as de
muitos outros adocantes. Além disso, é evidente na consulta dos relatdrios de algumas
agéncias como a CBI, Agéncia do Ministério dos Negocios Estrangeiros da Holanda para
o desenvolvimento das relagdes exteriores, de 2014, que “A stevia ¢ um novo produto na
Europa” e “Virios fabricantes de alimentos e bebidas estdo a desenvolver rapidamente
novos produtos com stevia e a reformular produtos ja existentes”. E, ainda, “A
necessidade do fornecimento de stevia estar a crescer fortemente e esses fabricantes
darem as boas-vindas aos fornecedores que possam ajuda-los a beneficiar de todas as
oportunidades que a stevia tem para oferecer”. Dados do ultimo relatério da consultora
Zenith International apontam para o mercado global de stevia ter aumentado 14% em
2014, e faz uma analise prospetiva que indica um aumento do seu consumo nos Proximos

anos.
1.9 Objetivos do trabalho

O atual interesse da cultura da stevia baseia-se num mercado emergente de produtos
adocantes relacionado com varios alertas da OMS para 0 nimero crescente de diabéticos
e obesos por todo mundo. A producdo em modo de producdo bioldgico assume um
interesse crescente da necessidade de uma alimentacdo com menores impactos

ambientais, livre de produtos quimicos de sintese e de transgénicos.

21



O presente trabalho teve como principal objetivo o estudo da adaptacdo da cultura da
stevia em MPB no concelho de Ponte de Lima e, de modo mais geral, as condigdes edafo-
climaticas da regido Noroeste de Portugal. A cultura foi instalada na empresa Biodiversus
em estufa e ao ar livre, tendo-se avaliado o comportamento da planta a colheita escalonada

para o mercado em fresco e a colheita da planta destinada a secagem.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Localiza¢éo do ensaio

O ensaio foi conduzido numa estufa e ao ar livre, na empresa Biodiversus, Lda., na
freguesia de Arcozelo, concelho de Ponte de Lima, distrito de Viana do Castelo. As
coordenadas geogréficas do local sdo: 41°47'37.59" N, 8°34'58.12" O, e altitude
aproximada de 50 m. A empresa tem solos com boa aptid&o agricola e localiza-se a cerca

de 1,8 km das margens do rio Lima, sendo contigua as ribeiras da Granja e de Tondel.

A exploracdo agricola € composta por terrenos planos ou com inclinagéo reduzida, em
socalcos com orientacdo de encosta sul-sudeste e norte-noroeste. O local onde se instalou
0 ensaio tinha uma exposicao solar sul-sudeste, facultando uma boa exposicéo solar (Fig.
2.1).

®

A N
Biodiversus - Agricultura Biolégica, Lda:

Figura 2.1 - Fotografia satélite da localizacdo da empresa Biodiversus, Lda., freguesia de
Arcozelo, concelho de Ponte de Lima e respetiva orientacdo geografica.
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2.2 Caraterizacao do solo

Os solos sdo argilosos de textura medianamente pesada (Quadros 2.1 e 2.2), bastante

feérteis, tornando-os num dos principais recursos naturais da regiao.

No periodo de tempo que mediou entre a aplicacdo da fertilizacdo organica de fundo
(24/04/2015) e a segunda recolha de solo para analise (30/04/2015, Quadro 2.4), o talhdo

ao ar livre foi sujeito a um periodo de precipitacdo muito elevada.

Quadro 2.1 - Carateristicas do solo onde se instalou a cultura de stevia ao ar livre. A
colheita 1 refere-se ao solo antes da fertilizacdo e colheita 2 apds a fertilizacdo organica

de fundo.

N° Data da pH MO P20s KO Ca Mg
] ] Textura

colheita colheita (H20) (%) (ug g-1)

1 13/03/2015 Mediana 5.8 3.4 55 172 892 104

2 30/04/2015 Viedianamente . 3.0 60 239 827 87

pesada

Quadro 2.2 - Carateristicas do solo onde se instalou a cultura de stevia na estufa. A
colheita 1 refere-se ao solo antes da fertilizagéo e colheita 2 apos a fertilizagdo organica

de fundo.
P.0s K:O Ca M
No Data da _ . oH MO (2 o e g
colheita colheita (H:0) (%) g*_‘%
1 24/04/2015 Medianamente o o 26 227 69 2910 266
sada
Medianamente
2 24/04/2015 ! 6,6 24 251 115 2971 299

sada
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2.3 Caraterizagéo climatica

Segundo a Carta de Solos e Aptiddo da Terra da DRAEDM, o tipo de zona climatica
predominante no concelho de Ponte de Lima com altitudes inferiores a 250 metros é o
“Terra Temperada Quente Litoral (QI)”, encontrando-se associada as zonas localizadas
junto dos principais cursos de agua. Esta zona pode apresentar uma consideravel
amplitude nos valores de precipitacdo, que variam entre um minimo de 1200 mm e um
méaximo de 2400 mm. Apresenta indices de insolacdo médios e altos (83,82%) nas areas
planas ou com declives pouco acentuados, associados geralmente a altitudes inferiores a

200 metros.

A temperatura minima média mensal do ar oscila entre 5,02°C no més de janeiro e um
méaximo de 30,26°C no més de agosto, e a temperatura média mensal entre 9,12°C e
23,22°C (Fig. 2.2). A média da precipitacdo mensal para o periodo considerado oscilou
entre 0s 26 mm no més de julho e 0s 231 mm no més de dezembro (Fig. 2.3). A humidade

relativa media mensal variou aproximadamente entre 70% e 90% (Fig. 2.4).

Temperatura, 2C

é_//\\

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
Méd.Min. = 5,02 5,97 7,6 7,92 11,3 | 13,41 16,35 16,06 13,61 11,35 8,34 @ 6,61
e \1éd.Méd. 9,12 10,76 ' 13,53 13,49 16,99 19,52 23,22 22,87 19,55 16,15 12,28 | 10,15

B R NN W W
o U1l O Ul o v owm

Méd.Max. 1324 1548 19,44 19,05 22,66 2563 30,03 30,26 2553 20,94 16,16 13,72
Més

e ]€d.Min. e \éd.Méd. Méd.Max.

Figura 2.2 - Variacdo mensal da temperatura (°C) minima, média e maxima no periodo
entre 1989-1998, na Estacdo meteoroldgica de Valinha, concelho de Moncao.
Fonte: - SIG, CM Ponte de Lima.
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Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
e \1éd.Max. 591,3 588,5 636,6 3469 326,5 265 91 | 137,4 3119 576,4 | 580 758
Méd.Méd. 228 200 161 122 124 58 26 38 90 168 204 231
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e \1éd.2005 56,1 17,8 1379 79,2 654 282 27,8 1,4 39,2 2781 69,1 1153
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Méd.Méd. Méd.Min. Méd.2005

Figura 2.3 - Precipitacdo mensal do concelho de ponte de Lima, na Estacdo Udografica
de Ponte de Lima, para o periodo compreendido entre 1995 e 2005.
Fonte: SIG, CM Ponte de Lima.
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Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Figura 2.4 - Variacdo Mensal da Humidade Relativa no periodo entre 1989-1998.
Fonte: SIG, CM Ponte de Lima.

2.4 CondicBes ambientais

Durante todo o periodo experimental, de 28 de Abril a 2 de Setembro de 2015, foram
registadas as temperaturas horarias ao ar livre e na estufa. A temperatura do ar foi
monitorizada a 50 cm de altura e a temperatura do solo a 10 cm de profundidade, atraves
da colocacdo de termistores (tipo TM1, Delta-T Devices), ligados a um registador de

dados (Delta- T Devices) (anexo 8).
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2.5 Material vegetal

Para a realizacdo do ensaio utilizaram-se plantas de Stevia rebaudiana Bertoni, cultivar
Criolla, obtidas atraves de propagacdo seminal, da empresa Agristevia S.L — Murcia,
Espanha, com o nimero de lote JSAS-1501015. As plantas chegaram do viveiro com
aproximadamente 5 pares de folhas e 10 cm de altura (Anexo 3).

2.6 Desenho experimental

O desenho experimental utilizado foi o de split-plot com 4 tratamentos e 3 repeti¢des. Os
grandes talhdes incluiram os seguintes 4 tratamentos: 2 sistemas de producdo (E: estufa
e A:ar livre) e 2 tipos de colheita (F: colheita escalonada para o0 mercado em fresco e S:
colheita Unica da planta destinada a secagem). Os pequenos talhGes corresponderam a 2
tipos de fertilizacdo (f1: fertilizacdo organica de fundo e f2: fertilizacdo de fundo e de
cobertura). Dos 12 grandes talhdes 6 estavam numa estufa e 6 ao ar livre, cada um com
12 plantas, num total de 144 plantas (Fig. 2.5).

Arlivre Estufa k[ x x
X
CoK2 : * X
Bloco1 : Bloco 1 -
oco CFA 1 . ............ oco CF El . ............ x
P K iK1 Kz x x
K1 e X
CSAL CSEL
K2 K2 x x
: H X
Bloco 2 LoK2 Bloco 2 CoK2
CFA2 ! ' CFED oo
L e k[ x .
K2 : X
CSAZ e csEz e K2 . . )
K1 K1
: K1 : X
Bl 3 : Bl 3 : K1
oco CFA3 R oco CFE3 R k2 | x X
L k2 L k2 X
K2 . .
CSAZ B cspz B K2 .
K1 K1 X

Figura 2.5 - Esquema do desenho experimental do ensaio split-plot da cultura de stevia
ao ar livre e em estufa.

2.7 Preparacao do Solo

Na preparagdo do solo foi realizada uma lavoura com cavadeira de 6 enxadas e armado
um camalhdo com 1 m de largura e 25 m de comprimento com cobertura de plastico preto,

para evitar o aparecimento de plantas infestantes.
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2.8 Fertilizacéo

A fertilizacdo de fundo, que antecedeu a plantacdo, consistiu na aplicacdo ao solo de
Naturgran 5-4-5 e Fertigafsa 0-26,5-0 em ambos os tratamentos f1 e f2, distribuido
manualmente. Em data posterior (Quadro 2.4) foi efetuada uma fertilizacdo organica de
cobertura no tratamento f2, por fertirrega com Organihum Nitro Plus.

2.9 Instalacdo da cultura

A plantacéo no dia 28/04/2015 foi realizada em camalh&o para evitar a asfixia radicular

e 0 encharcamento, uma vez que o solo é argiloso com textura medianamente pesada.

O compasso de plantacéo foi de 50 cm na linha e 40 cm na entrelinha, com 3 linhas em
‘pé de galo’ e 4 plantas por linha. As plantas das linhas laterais foram usadas como plantas
guarda ou de substituicdo, sendo as da linha central as plantas em estudo, como se
encontra na Fig.2.6). Para uma melhor orientacdo na plantagdo e nas colheitas foram

colocados marcadores no inicio de cada talhdo (Anexo 2).
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Figura 2.6 — Esquema de plantacdo da stevia em estufa e ao ar livre.
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2.10 Rega

Na rega da cultura recorreu-se a um sistema gota-a-gota com agua sob pressdo. A
exploragdo agricola possui um sistema central de rega automatica, nas estufas e ao ar
livre, com saidas de derivacdo na direcdo de cada camalhdo. Os gotejadores do tubo gota-
a-gota tinham um espacamento de 0,30 m e um débito de 4 | hl. Apés a plantacdo, foi
seguido um plano de rega com base nos dados do estudo de Fronza (2003) e também

procurando minimizar as perdas de &gua por percolacdo e por evaporagao.
2.11 Controlo de infestantes, pragas e doencas

O controlo de plantas infestantes foi realizado manualmente. A Unica praga que surgiu na
cultura foi causada por larvas, em nimero muito reduzido que ndo constituiu nivel
econdmico de ataque (Anexo 7). Nao foram verificadas quaisquer outras pragas ou

doencas na cultura.
2.12 Poda e técnicas culturais

Todas as operac¢Oes de poda e colheita foram realizadas as primeiras horas da manhd,
evitando as horas de maior calor para que ndo existisse o risco de desidratacdo e/ou

secagem do material colhido.

Neste ensaio foi realizada uma s6 poda, a poda de formacédo, 44 dias ap6s a plantacdo
(DAP), que consistiu em cortar o apice ou meristema terminal da planta, deixando quatro
pares de folhas com o proposito de estimular a emergéncia das hastes laterais (Fig. 2.7).
Nas plantas que a data da poda apresentavam hastes secundarias, também se optou por
cortar estas de maneira a uniformizar a altura da planta e a estimular o aparecimento de
hastes terciarias. Quanto maior for o estimulo causado pelo corte da planta, maior serd o
aparecimento de novas hastes e o nimero de folhas e por consequéncia, maior a

produtividade da cultura.

As colheitas escalonadas das hastes com objetivo de venda em fresco foi organizada tendo
em conta 0 nimero médio de hastes por planta e 0 nimero de semanas em que a planta é
produtiva. Uma vez que a planta no primeiro ano de producao apresenta um baixo nimero
de hastes (3-16 hastes por planta), optou-se por colher 2 hastes por colheita, e as hastes
cortadas acima do 4° n6 para fomentar o crescimento de novas hastes passiveis de serem

cortadas nas colheitas seguintes.
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Na 42 colheita 0 nimero de hastes colhidas oscilou entre 4 e 11 hastes/planta ao ar livre e
entre 6 e 13 hastes/planta na estufa. O final das colheitas foi determinado pelo facto das

plantas estarem a entrar na fase de floracdo que identifica o fim de ciclo produtivo.

Nas plantas destinadas a secagem a colheita da totalidade das hastes foi realizada quando
10% das plantas estavam em floracdo, pois € a fase que corresponde & presenca de um

maior teor de glicosideos de Esteviol nas folhas.

Na 42 colheita as hastes foram cortadas de modo a que as plantas ficassem com cerca de
10 cm de altura, a fim de evitar o ataque de doencas ou pragas e para que as plantas

pudessem ainda produzir hastes para colheita de sementes, até ao final do Outono.

SHRE

1 posa
—»
‘} L <.‘
=3 = ;:..i-.‘.. =
Haste principal Hastes secundarias, etc.

Figura 2.7 - Esquema da poda de formacéo. Fonte: (Jaramillo, 2011).

2.13 Avaliacdo da produtividade e das caracteristicas de qualidade

O namero de hastes por planta, o peso fresco e seco das hastes cortadas foram avaliados
44, 92, 112 e 127 DAP nas plantas destinadas a colheitas regulares para consumo em
fresco e 44 e 127 DAP nas plantas destinadas a secagem. Determinou-se ainda a matéria

seca, e 0s teores das folhas em glicosideos de esteviol.

A altura das plantas de stevia que na plantacdo era de aproximadamente 10 cm foi

monitorizada nas mesmas datas e ainda 71 DAP.
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2.14 Caraterizacao do teor de &cido ascorbico por HPLC

Na Fig. 2.8 encontra-se 0 esquema de preparacdo das amostra e sequenciacdo de

procedimentos.

Reagentes:
e Agua MiliQ
e Acido Sulfdrico pa
e Standars Acido Ascérbico
e Metanol pa

Solugodes de trabalho:
e Metanol a 50 % em agua MiliQ
e Fase movel H,SO4 0.005 M
e Padrdes diluidos em Metanol a 50 % em agua MiliQ

Condig¢oes de Cromatografia (jasco HPLC):
e Control Method: glicosideos steviol
e User Name Virgilio Peixoto
e Date Modified 23-07-2015 17:05:32
e Colum:C18
Description:
e Method Time 60,0 [min]
e Injection Mode Normal
e Number of Flushes 1
e Sample Preload Time 1,5 [min]
e Injection Delay Time 0,0 [min]
Pump #1:
e Initial Condition
e Pump Mode Isol
e Flow 0,200 [mL/min]
e Max. Pressure 25,0 [MPa]
e Min. Pressure 0,0 [MPa]

Solvents:
e A 100,0[%] H2S04 0.005M
e B 0,0[%]
e C 0,0[%]
e D 0,0[%]

Column Oven:
e |nitial Condition
e Temperature 30,0 [deg C]
e Column Position A
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PDA Detector:
e Lamp Mode D2+W
e Slit Width 4 [nm]
e Wavelength Range 200 - 650 [nm]
e Wavelength Interval 4,0 [nm]
e Wavelength Accumulation 4,0 [nm]
e Sampling 10 [points/sec]
e Response STD
e Baseline Correction On
e Autozero On

. ]

Preparagao de Amostra:

Amostra liofilizada,
(tubos falcon 50 ml)

1

> 20 ml metanol/agua (50:50) |
moida homogeneizada i ]
- 1

rA A~ AN

Agitacdo ultra-turax
3 x10sec P3

:

Agitacdo ultra-sons 10 minutos 40° C

Diluicdo final (1/100) l

Agitar Vortex

4

Centrifugar 4000

Il

v

Filtrar 0.45 um

2.15 Cronograma de operacdes culturais

No Quadro 2.4 encontra-se 0 cronograma das operacgdes efetuadas no decorrer do ensaio.
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Quadro 2.4 - Cronograma das operac¢des durante o ensaio da cultura de stevia.

Operacao Data

Andlises de solo Ar livre antes da fertilizacao 10/03/2015
Andlises de solo Estufa antes da fertilizacao 24/04/2015
Analise de solo Estufa apos fertilizagédo 24/04/2015
Analise de solo Ar livre apos fertilizacao 30/04/2015
Plantacdo da stevia na estufa e ao ar livre 28/04/2015
Inicio recolha de dados Temperatura 28/04/2015
Inicio da rega Estufa 28/04/2015
Limpeza de infestantes 19/05/2015
Inicio da rega Ar livre 23/05/2015
Substituicdo de plantas inviaveis 03/06/2015
Substituicdo de plantas mortas ou danificadas 09/06/2015
Poda de formacéo - desponta e 12 colheita 11/06/2015
Limpeza de infestantes 17/06/2015
Avaliacdo do crescimento das plantas apos poda 08/07/2015
22 Colheita para Fresco 29/07/2015
22 Fertilizagdo em K2 03/08/2015
32 Colheita para Fresco 18/08/2015
42 Colheita para Fresco 02/09/2015
Colheita 127 DAP 02/09/2015
Final da recolha de dados temperatura 02/09/2015
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3 RESULTADOS

3.1 Crescimento das plantas

3.1.1 Altura e numero de hastes
Os efeitos da fertilizagdo ndo causaram diferencas significativas entre os tratamentos, em

nenhum dos parametros analisados no ambito do crescimento das plantas.

A altura das plantas de stevia na plantacdo era de aproximadamente 10 cm e foi
monitorizada 44, 71, 92, 112 e 127 dias apds a plantacdo (DAP) nas plantas destinadas a
colheitas regulares para consumo em fresco e 44, 71 e 127 nas plantas destinadas a
secagem. Para as primeiras, a altura das plantas variou de um valor médio de 22,0 a 83,2

cm planta® e, para as segundas, de 21,0 a 91,4 cm planta® (Fig. 3.1).
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Figure 3.1 — Altura das plantas de stevia (cm planta™) a partir da poda de formagéo até a
ultima colheita do ensaio (respetivamente 44 e 127 dias apds a plantacdo), nas plantas
destinadas a colheitas para consumo em fresco (F) e a colheitas para secagem (S),
produzidas em estufa (E) e ao ar livre (A), com fertilizacdo de fundo (f1) e com
fertilizacdo de fundo e de cobertura (2).

A altura das plantas no momento da poda de formacéo (44 DAP) foi significativamente
mais alta nas plantas destinadas a consumo em fresco produzidas em estufa (23,8 cm
planta’t) em comparacdo com as plantas produzidas ao ar livre (20,3 cm planta). Nas
plantas destinadas a secagem produzidas na estufa e ao ar livre, a altura das plantas foi
idéntica entre si e idéntica aos restantes tratamentos (Fig. 3.2 a). Na ultima colheita, que
correspondeu & quarta colheita nas plantas destinadas a consumo em fresco (F) e a

primeira colheita nas plantas destinadas a secagem (S), ocorreu um resultado semelhante,
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tendo sido a altura das plantas S produzidas na estufa significativamente superior a altura
das plantas F produzidas ao ar livre (Fig. 3.2 b). A altura média do conjunto das plantas
na estufa foi de 52,1 cm planta?, superior (p<0,05) & altura média do conjunto das plantas

produzidas ao ar livre, de 47,4 cm planta™.

A altura média do conjunto das plantas sujeitas a trés colheitas (F, 51,8 cm planta™®) foi
também superior a altura média do conjunto das plantas para secagem com uma Unica

colheita (47,7 cm planta?).
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Figure 3.2 — (a) Altura das plantas de stevia (cm planta™*) na poda de formagc&o e na Gltima
colheita do ensaio (respetivamente 44 e 127 dias apds a plantacédo) e (b) altura média das
plantas (cm planta?), nas plantas destinadas a colheitas para consumo em fresco (F) e a
colheitas para secagem (S), produzidas em estufa (E) e ao ar livre (A). Letras diferentes
indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p <0,05).

O numero de hastes por planta desde a poda de formacéo até a altima colheita do ensaio,
para todos os tratamentos variou entre 3,0 e 10,0 hastes planta™* (Fig.3.3). O nimero de
hastes por planta 44 DAP foi significativamente superior nas plantas produzidas ao ar
livre em comparacdo com as plantas produzidas em estufa, mas apenas nas plantas
destinadas a consumo em fresco (Fig.3.3 a). Nas plantas destinadas a secagem o maior
ndmero de hastes nas plantas produzidas ao ar livre foi superior mas ndo foi
significativamente diferente do nimero de hastes das plantas produzidas em estufa

(Fig.3.4 a). No entanto, o conjunto das plantas produzidas ao ar livre apresentaram um
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niimero superior (p <0,03) de hastes por planta 44 DAP, em média 8,6 hastes planta®, em

comparagdo com as plantas produzidas em estufa (5,8 hastes planta) (Fig.3.4 b).

Na colheita final 127 DAP, o nimero de hastas das plantas para secagem produzidas em
estufa foi idéntico ao das plantas produzidas ao ar livre, mas foi superior ao das plantas
destinadas a consumo em fresco produzidas em estufa e ao ar livre. Considerando o
conjunto das plantas produzidas em estufa e das plantas produzidas ao ar livre, 0 niUmero

de hastes por planta foi semelhante nesta colheita (Fig.3.4 b).

O numero médio de hastes por planta foi idéntico para todos tratamentos das plantas
produzidas em estufa e ao ar livre, em média 7,3 hastes planta* (Fig. 3.5 a). No entanto,
considerando as plantas produzidas em estufa e ao ar livre em conjunto, o niUmero médio
de hastes nas plantas sujeitas a trés colheitas (F) foi inferior (7,0 hastes planta?) em

comparagio com as plantas para secagem (7,5 hastes planta) (Fig. 3.5 b).
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Figure 3.3 — NUmero de hastes planta® a partir da poda de formagcéo até a dltima colheita
do ensaio (respetivamente 44 e 127 dias ap6s a plantacdo), nas plantas destinadas a (a)
colheitas para consumo em fresco (F) e a (b) colheitas para secagem (S), produzidas em
estufa (E) e ao ar livre (A), com fertilizacdo de fundo (f1) e com fertilizagdo de fundo e
de cobertura (f2).
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Figure 3.4 — (a) NUmero de hastes planta™ na poda de formago e na ltima colheita do
ensaio (respetivamente 44 e 127 dias apés a plantacdo) nas plantas destinadas a colheitas
para consumo em fresco (F) e a colheitas para secagem (S), produzidas em estufa (E) e
ao ar livre (A); (b) nimero de hastes planta™ para o conjunto das plantas produzidas em
estufa (E) e ao ar livre (A). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os
tratamentos (p <0,05).
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Figure 3.5 — Numero médio de hastes planta™* (a) nas plantas destinadas a colheitas para
consumo em fresco (F) e a colheitas para secagem (S), produzidas em estufa (E) e ao ar
livre (A); (b) nas plantas F e S considerando as plantas produzidas em estufa e ao ar livre
em conjunto. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p
<0,05).
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3.1.2 Peso das hastes na colheita

O peso fresco das hastes cortadas nas plantas destinadas a colheitas regulares para
consumo em fresco, em 83 dias, variou de um valor médio de 15,7 g planta™* (na poda de
formagcéo, 44 DAP) a um valor acumulado médio de 630,7 g planta™! (na Gltima colheita,
127 DAP) (fig. 3.6 a). A variacao do peso seco médio foi, respetivamente, de 2,4 g planta”
1a134,7 g planta™ (fig. 3.6 b).
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Figure 3.6 — (a) Peso fresco (g planta™®) e (b) peso seco (g planta™) acumulados, das hastes
cortadas a partir da poda de formacdo até a ultima colheita do ensaio (respetivamente 44
e 127 dias apos a plantacdo), nas plantas destinadas a colheitas para consumo em fresco
(F), produzidas em estufa (E) e ao ar livre (A), com fertilizagcdo de fundo (f1) e com
fertilizacdo de fundo e de cobertura (2).

Para os dois tipos de colheita em estudo (consumo em fresco e secagem) a maior altura
média das plantas produzidas em estufa em comparacdo com as plantas produzidas ao ar
livre, para um nimero meédio de hastes por planta idéntico, ndo se revelou tambeém
significativo no peso fresco e seco das hastes cortadas. O peso fresco e seco total das
hastes cortadas foi semelhante nas plantas produzidas em estufa e ao ar livre (Fig. 3.7 a;
3.8 a). Em estufa, o peso fresco médio foi de 776,1 g planta™ e 0 peso seco médio de
167,3 g planta* e, nas plantas produzidas ao ar livre, estes pesos foram, respetivamente,
de 597,0 g plantat e 132,2 g planta™® (Fig. 3.7 b; 3.8 b). De igual modo, considerando as
plantas produzidas em estufa e ao ar livre em conjunto, o peso fresco e seco total medio
nas plantas sujeitas a trés colheitas (F) foi idéntico ao das plantas sujeitas a uma colheita
(S), em média 624,4 g planta™ e 132,0 g planta®, respetivamente.
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Figure 3.7 — Peso fresco total das hastes cortadas (g planta™) (a) nas plantas destinadas a
colheitas para consumo em fresco (F) e a colheita para secagem (S), produzidas em estufa
(E) e ao ar livre (A); (b) nas plantas E e A considerando os tipos de colheita em conjunto
(F e S). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p <0,05).
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Figure 3.8 — Peso seco total das hastes cortadas (g planta™®) (a) nas plantas destinadas a
colheitas para consumo em fresco (F) e a colheita para secagem (S), produzidas em estufa
(E) e ao ar livre (A); (b) nas plantas E e A considerando os tipos de colheita em conjunto
(F e S). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p <0,05).
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3.2 Qualidade das hastes

3.2.1 Matéria seca das hastes

A matéria seca das hastes cortadas nas plantas destinadas a colheitas regulares para
consumo em fresco aumentou desde a poda de formacédo (44 DAP) até a terceira colheita
(112 DAP) e diminui na altima colheita (127 DAP) (Fig. 3.9).
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Figure 3.9 — Matéria seca das hastes cortadas (%) a partir da poda de formacéo até a
ultima colheita do ensaio (respetivamente 44 e 127 dias apés a plantacdo), nas plantas
destinadas a colheitas para consumo em fresco (F) produzidas em estufa (E) e ao ar livre
(A), com fertilizacdo de fundo (f1) e com fertilizacdo de fundo e de cobertura (f2).

A matéria seca das hastes cortadas na altura da poda de formagdo (44 DAP) foi
significativamente superior nas plantas produzidas ao ar livre em compara¢do com as
plantas produzidas em estufa, para ambos os tratamentos das plantas destinadas a
consumo em fresco e para secagem (Fig.3.10 a). No entanto, na colheita final 127 DAP,
a matéria seca das hastes cortadas foi inferior (p <0,05) nas plantas destinadas a consumo
em fresco produzidas ao ar livre (19,0%), em comparacdo com 0s restantes tratamentos
que apresentaram uma matéria seca das hastes semelhante, em média 22,0% (Fig. 3.10

a).

A matéria seca média das hastes cortadas foi 0 Unico parametro de avaliacdo da qualidade
onde a interacdo entre a fertilizacdo (de fundo, f1 e de fundo mais de cobertura, f2) e 0
tipo de colheita (para consumo em fresco, F e para secagem, S) e local de producdo (em
estufa, E e ao ar livre, A), foi significativa. As plantas produzidas na estufa (SE) apenas

com fertilizacdo de fundo tiveram uma menor percentagem de matéria seca das hastes em
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comparacgdo com plantas que tiveram a fertilizacdo de fundo e de cobertura (Fig. 3.10 b)
e 0 oposto ocorreu com as plantas FE. Nas plantas produzidas ao ar livre ndo ocorreram
diferencas na matéria seca média das hastes para os dois tipos de fertilizacdo e o valor foi
semelhante a FE f1 (Fig. 3.10 b).

A matéria seca média das hastes cortadas foi significativamente superior nas plantas
produzidas ao ar livre (20,5%) em comparacdo com as plantas produzidas na estufa
(18,8%) e foi também superior nas plantas para consumo em fresco (20,2%) em
comparacdo com as plantas para secagem (19,1%) (Fig. 3.11).
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Figure 3.10 — (a) Matéria seca das hastes cortadas (%) na poda de formacao e na ultima
colheita do ensaio (respetivamente 44 e 127 dias ap6s a plantacdo) e (b) matéria seca
média das hastes cortadas (%), nas plantas destinadas a colheitas para consumo em fresco
(F) e a colheitas para secagem (S), produzidas em estufa (E) e ao ar livre (A), com
fertilizacdo de fundo (f1) e com fertilizagéo de fundo e de cobertura (f2). Letras diferentes
indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p <0,05).
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Figure 3.11 — Matéria seca média das hastes cortadas (%) (a) para todas as plantas em
conjunto destinadas a colheitas para consumo em fresco (F) e a colheitas para secagem
(S) e (b) para todas as plantas em conjunto, produzidas em estufa (E) e ao ar livre (A).
Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p <0,05).

3.2.2 Teor em acido ascorbico

O teor em &cido ascdrbico das folhas nas plantas destinadas a colheitas para consumo em
fresco variou de 6,7 mg gt MS a 11,1 mg g* MS, no periodo de 92 a 127 DAP (Fig. 3.16
a). Para estas plantas, o teor médio de &cido ascorbico nas folhas foi idéntico para as
plantas produzidas em estufa e ao livre e para os dois niveis de fertilizacdo, em média 8,5
mg g MS (Fig. 3.16 h).

O teor em &cido ascorbico das folhas 127 DAP, na ultima colheita para as plantas
destinadas a consumo em fresco, foi igual ao teor nas folhas das plantas de colheita Gnica
para secagem, produzidas em estufa e ao ar livre (10,0 mg g MS) (Fig. 3.17 a).
Considerando o teor médio de &cido ascorbico das folhas das plantas para consumo em
fresco e das folhas das plantas para secagem na colheita Gnica, o teor em &cido ascorbico
foi também igual (9,2 mg g MS) nas plantas produzidas em estufa e ao ar livre. No
entanto, foi significativamente inferior (8,5 mg g* MS) para o conjunto das plantas
destinadas a colheitas para consumo em fresco em comparagdo com 0 conjunto das
plantas destinadas a secagem (10,0 mg g** MS) (Fig. 3.17 b).
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Figure 3.16 — (a) Teor em acido ascorbico das folhas (mg g MS), da segunda até a Gltima
colheita do ensaio (respetivamente 92 e 127 dias apds a plantagdo) e (b) teor medio de
acido ascorbico das folhas (mg g MS), nas plantas destinadas a colheitas para consumo
em fresco (F), produzidas em estufa (E) e ao ar livre (A), com fertilizagdo de fundo (f1)
e com fertilizacdo de fundo e de cobertura (f2). Letras diferentes indicam diferencas
significativas entre os tratamentos (p <0,05).
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Figure 3.17 — Teor em &cido ascorbico das folhas (mg g MS) na tltima colheita do ensaio
(127 dias ap0s a plantacdo), nas plantas destinadas a colheitas para consumo em fresco
(F) e a colheitas para secagem (S), produzidas em estufa (E) e ao ar livre (A); e teor médio
em é&cido ascorbico (mg g MS) nas plantas destinadas a colheitas para consumo em
fresco (F). (b) Teor médio em &cido ascorbico das folhas (mg g™t MS) para todas as plantas
em conjunto destinadas a colheitas para consumo em fresco (F) e a colheitas para secagem
(S). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p <0,05).
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3.3 Condigbes ambientais

A temperatura média diaria do ar, a temperatura média maxima e a temperatura média
minima do ar foram, respetivamente, 20,0°C, 25,7°C e 12,6°C ao ar livre, sendo 0s
valores na estufa muito similares, de 20,5°C, 26,3°C e 12,9°C, respetivamente, devido a

prépria estrutura da estufa acima descrita (Fig. 3.18).

A temperatura média diaria do solo, a temperatura média maxima e a temperatura média
minima do solo foram ao ar livre, respetivamente, 20,6°C, 24,0°C e 13,3°C, enquanto na

estufa apresentaram valores superiores, respetivamente 23,8°C, 29,0°C e 15,4°C (Fig.
3.19).
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Figura 3.18 - Temperatura média diaria do ar ao ar livre e na estufa (50 cm de altura),

durante o periodo experimental, de 28 de Abril a 2 de Setembro de 2015.
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Figura 3.19 - Temperatura média diaria do solo ao ar livre e na estufa (10 cm de
profundidade), durante o periodo experimental, de 28 de Abril a 2 de Setembro de 2015.

4 DISCUSSAO E CONCLUSOES

4.1 Desenvolvimento e crescimento das plantas
Efeito da fertilizacao

Os efeitos da fertilizacdo ndo causaram diferencas significativas entre os tratamentos, em
nenhum dos parametros analisados no ambito do crescimento das plantas, de 44 a 127

DAP, o que se podera explicar pela aplicacéo tardia do fertilizante organico 97 DAP.
Efeito do local de plantacédo

A altura média do conjunto das plantas na estufa (52,1 cm planta™®) foi superior a altura
média do conjunto das plantas produzidas ao ar livre (47,4 cm planta™) o que se podera
explicar pelo maior valor da temperatura dentro da estufa. Este efeito podera também
estar relacionado com o maior nimero de hastes nas plantas ao ar livre em 44 DAP (8,6
hastes planta™), em comparagéo com as plantas produzidas em estufa (5,8 hastes planta”
1. No entanto, o nmero médio de hastes por planta foi idéntico para todos tratamentos

das plantas produzidas em estufa e ao ar livre (média 7,3 hastes planta™).

Apesar da altura média das plantas produzidas na estufa ter sido superior a das plantas
produzidas ao ar livre, a diferenca entre o peso médio fresco (776,1 g planta) e seco das
plantas na estufa e o peso das plantas produzidas ao ar livre (597,0 g planta™), ndo foi

significativa.
Efeito do tipo de colheita

Considerando as plantas produzidas em estufa e ao ar livre em conjunto, a altura média
do conjunto das plantas sujeitas a trés colheitas (51,8 cm planta™) foi superior em
comparagdo com a altura média do conjunto das plantas para secagem (47,7 cm planta™),
tendo sido o nimero médio de hastes inferior nas primeiras plantas (7,0 hastes planta™)
em comparagao com as segundas (7,5 hastes planta™®). Este resultado podera ser explicado
pelo resultado do estimulo do corte nas plantas, que tera induzido a um maior crescimento

das plantas em altura, embora tenha induzido a uma menor ramificagéo.
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Apesar da altura média ter sido superior nas plantas para consumo em fresco, sujeitas a
trés colheitas, em comparacdo com as plantas destinadas a secagem, o peso fresco e seco
total médio foi idéntico (média do peso fresco 624,4 g planta™).

Efeito das condi¢Ges ambientais

A altura média do conjunto das plantas na estufa (52,1 cm planta™®) foi superior a altura
média do conjunto das plantas produzidas ao ar livre (47,4 cm planta™®) o que se podera

explicar pelo maior valor da temperatura do solo na estufa.

4.2 Qualidade das hastes
Efeito da fertilizacao

A matéria seca média das hastes foi o Gnico parametro de avaliacdo da qualidade onde a
interacdo entre a fertilizacdo (de fundo, e de fundo mais de cobertura) e o tipo de colheita
e local de produgéo, foi significativa. Para as plantas produzidas na estufa, as plantas para
secagem e apenas com a fertilizac&o de fundo tiveram uma menor percentagem de matéria
seca das hastes, em comparacdo com plantas que tiveram a fertilizagcdo de fundo e de
cobertura. No entanto, 0 oposto ocorreu com as plantas para consumo em fresco e
produzidas na estufa. Para as plantas produzidas ao ar livre ndo ocorreram diferencas na

matéria seca media das hastes para os dois tipos de fertilizacéo.
Efeito do local de plantagdo

A matéria seca média das hastes cortadas foi significativamente superior nas plantas
produzidas ao ar livre (20,5%) em comparacdo com as plantas produzidas na estufa
(18,8%).

O teor médio de acido ascorbico nas folhas das plantas para consumo em fresco foi
idéntico para o conjunto das plantas produzidas em estufa e ao livre (em média 8,5 mg g
L MmS).

Considerando o teor médio das folhas das plantas para consumo em fresco e o teor das
folhas das plantas para secagem, a composicdo da matéria seca das folhas em acido

ascorbico foi igual (9,2 mg gt MS) nas plantas produzidas em estufa e ao ar livre.
Efeito do tipo de colheita

Considerando as plantas produzidas em estufa e ao ar livre em conjunto, a matéria seca
média das folhas do conjunto das plantas sujeitas a trés colheitas para consumo em fresco
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(20,2%) foi superior, em comparacao com a matéria seca média do conjunto das plantas

para secagem (19,1%).

O teor médio de acido ascorbico das folhas foi igualmente inferior (8,5 mg g™t MS) para
0 conjunto das plantas destinadas a colheitas para consumo em fresco em comparagédo

com o conjunto das plantas destinadas a secagem (10,0 mg g* MS).
Efeito das condi¢des ambientais

Para as plantas produzidas ao ar livre e em estufa ocorreram diferencas significativas no
teor médio de &cido ascorbico (em média 8,1 mg gt MS e 10,4 mg g* MS).
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Anexo 1: As flores e sementes de stevia

Figl: Inflorescéncia Fig2: Botdo floral

Fig3: Flores Fig4: Flores semi-secas Fig.5: Flores secas

Fig.5: Aguénios: a) inférteis (tom claro), b) férteis (tom escuro)
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Anexo 2: Instalacdo da cultura da stevia em estufa e ao ar livre

Fig. 1: Instalacdo na Estufa Fig. 2: Instalacdo ao Ar livre

Fig. 3: Pormenor da instalagédo
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Anexo 3: Fases de crescimento

Fig.1: A chegada do viveiro Fig.2: 21 dias apds a plantacao

Fig.5: 97 dias ap6s a plantacdo em Estufa.
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Anexo 4: Pragas da cultura da stevia (larva mineira)

Fig. 3: Larva
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Anexo 5: Instalacdo do Datalogger e respetivos termistores

Canal (sonda termopar) Local
6 Ar da estufa
7 Ar da estufa (repeticao)
8 Solo - estufa
9 Ar livre

10 Solo - ar livre




