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SELEGAO DE CLONES DE ELITE DE Stevia rebaudiana (Bert.) BERTONI
COM ENFASE NO TEOR DO REBAUDIOSIDEO A E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

Thatiane Rodriques Mota'; Anténio Sérgio Dacome?; Silvio Claudio da Costa®

RESUMO: Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni € uma planta originaria da América do Sul, pertencente a
familia Compositae, que possui principios edulcorantes em suas folhas, caules e inflorescéncias. Folhas de
S. rebaudiana com razao rebA/stev >1 sao utilizadas como matéria prima para a produgao do rebaudiosideo
A, o qual é o Unico adogante de Stevia aprovado nos Estados Unidos e Franga. A partir de uma populagéo
geneticamente melhorada, 75 clones tiveram o teor de polifendis totais determinados e, de 50 destes, a
composicao glicosidica, o teor de adogantes totais e a razdo rebA/stev foram também determinados. Os
valores encontrados para polifendis estao entre 1,22% e 6,71%, dos quais, 37 exemplares, ou seja, 47,44%
das amostras analisadas apresentaram valores maiores que 4,00%, o que sugere que os mesmos podem
apresentar valores expressivos de atividade antioxidante. A raz&do (rebA/stv) média determinada para os 50
clones foi de 3,27, caracterizando uma matéria prima de excelente qualidade para a produgédo do
rebaudiosideo A. Dentre os clones analisados, foram selecionados clones isentos de reb C, clones com
baixissimo teor de esteviosideo e, ainda, clones isentos de esteviosideos, os quais podem ser considerados
clones de elite.

PALAVRAS-CHAVE: Esteviosideos; Polifendis; Razao; Rebaudiosideos.

1 INTRODUGAO

Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni, como mostrada na figura 1, € uma planta originaria
da América do Sul, pertencente a familia Compositae, que se tornou popular devido as
suas propriedades adocantes presentes nas folhas. Essas propriedades permitem seu
uso como adocantes de medicamentos, bebidas e alimentos. Por questdes de estética ou
saude, observa-se a substituicdo total ou parcial do agucar (sacarose) por produtos
conhecidos como edulcorantes, que sdo compostos com sabor semelhante a sacarose,
porém de baixo valor calérico ou completamente sem calorias.

O extrato concentrado de S. rebaudiana, em dose normal, pode ser utilizado como
adogante, pois possui como principais compostos em suas folhas os glicosideos
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diterpénicos esteviosideo e rebaudiosideos, sendo a maior porcentagem de esteviosideo
(Bunhak et al., 2004).

O esteviosideo € um edulcorante que possui sabor doce, seguido de um forte sabor
amargo residual e, por isso, tem sua aplicagdo industrial restrita a alguns segmentos,
devido a esse sabor amargo residual e a baixa solubilidade (Goto e Clemente, 1998). Este
glicosideo, que é cerca de 300 vezes mais doce que a sacarose, € extraido e
comercializado no Brasil ha varios anos, sendo utilizado, principalmente, em formulacées
de blendas de adogantes nao caléricos.

Pesquisas no final da década de 90 no NEPRON (Nucleo de Estudos em Produtos
Naturais) /JUEM envolveram o trabalho de avaliagao sensorial (degustagéo) e a analise em
CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) de centenas de plantas, o que resultou na
obtengao de uma variedade, depois denominada de Stevia UEM-320, que apresenta trés
vezes mais rebaudiosideo A (9,8%), quando comparada com uma variedade selvagem
(2,8%), sendo, portanto, o glicosideo majoritario na planta selecionada.

Os clones de S. rebaudiana utilizados neste trabalho foram obtidos por retro
cruzamento entre plantas de elites pré-selecionadas no programa de melhoramento
genético que vem sendo conduzido no NEPRON (desde o ano de 1998). Com isso,
objetivou-se determinar o teor de polifendis, composicéo glicosidica, teor de adogantes
totais e razdo rebA/stev de clones de elite de S. rebaudiana.

Figura 1: Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni
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2 MATERIAL E METODOS

Para a obtencdo do material biolégico, as folhas (ap6s a poda) de S. rebaudiana
foram levadas a estufa a 60°C e, apds estarem secas, foram moidas. Esse processo foi
realizado para os 75 clones.

As analises bioquimicas foram realizadas a partir da preparagdo dos extratos
aquosos. Essas preparagdes ocorreram inicialmente pesando-se 2,0 gramas de S.
rebaudiana previamente moidas e transferidas para um Becker com capacidade de 250
mL com adicdo de 100 mL de agua destilada e deionizada, levando-se a fervura por cinco
minutos. Apos a fervura, o material decantou por um minuto e foi filtrado a vacuo. O
processo descrito foi repetido duas vezes, com respectivamente, 100 mL e 50 mL de
agua. Apos a ultima filtragem, o extrato foi transferido para um baldo volumétrico de 250
mL, no qual o volume foi completado com agua. O procedimento descrito foi repetido para
os 75 clones analisados.

Para a preparacdo da Solucdo de Acido Galico, a qual foi utilizada para a
determinagdo do Fator de calibragao, inicialmente, pesou-se 100 mg de acido galico e
dissolveu-se em 100 mL de agua destilada e deionizada. A partir da solugao inicial 1.000
pMg/mL, dissolveu-se para 2,5 yg/mL, 5,0 uyg/mL, 7,5 pg/mL, 10,0 pyg/mL, 12,5 pg/mL, 25,0
pug/mL e 50,0 ug/mL, a fim de obter a curva padrao e o fator de calibragdo. As leituras
foram realizadas em triplicatas e em espectrofotdbmetro, a 760nm, como mostrado na
figura 2. Os fatores de calibracdo adotados foram de 60,3504 e 60,7806. Parte das
amostras tiveram seus calculos de polifendis baseados no primeiro fator, e as demais,
com o segundo.
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Figura 2: Fatores de Calibragdo do Acido Galico (Respectivamente: 60,3504 e 60,7806)

Para a analise de Polifendis, utilizou-se o método Folin-Ciocalteau, conforme
descrito por Bora et al. (2005). Dos extratos previamente preparados, fez-se a diluicao em
1/10 e distribuiu-se 0,5 mL desta em trés tubos de ensaio. Em seguida, adicionou-se 0,5
mL de reativo Folin-Ciocalteau, 0,5 mL de Carbonato de Sédio 10% e 1,5 mL de agua
destilada e deionizada em cada um dos tubos. Para o branco, utilizou-se 0,5 mL de agua
destilada adicionada aos demais reagentes citados anteriormente. Todos os tubos foram
homogeneizados, tampados com papel filme e deixados no escuro, a temperatura
ambiente, por uma hora. A leitura foi realizada em espectofotdmetro a 760 nm.

Para a Cromatografica Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), foi utilizada a metodologia
descrita por Dacome et al. (2005) para analisar os esteviosideos e rebaudiosideos dos
extratos. A coluna utilizada foi de NH, com uma vazao de 0,500 mL/minuto e duas
injecdes de 20 minutos para cada amostra.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores encontrados para o doseamento de polifendis pelo método Folin-
Ciocalteau dos 75 clones de S. rebaudiana analisados encontraram-se entre 1,22% e
6,71%.

Logo, como mostrado na tabela 1, trés exemplares apresentaram valores de
polifendis entre 1,00% e 1,99% (média: 1,48%); 13 entre 2,00 e 2,99% (média: 2,58%); 22
entre 3,00% e 3,99% (média: 3,65%); 21 entre 4,00% e 4,99% (média: 4,42); 13 entre
5,00% e 5,99% (média: 5,32%) e trés entre 6,00% e 6,99% (média: 6,33%).

Tabela 1: Porcentagem de Polifenodis dos 75 clones de S. rebaudiana

Porcentagem de Polifendis
1,22006 | 2,61264 | 3,23124 | 3,68288 | 3,98342 | 4,32788 | 4,62737 | 5,11341|6,02123
1,40088 | 2,64108 | 3,26669 | 3,71027 | 3,98969 | 4,349 |4,65098 |5,13241 | 6,26362
1,82851(2,73134 | 3,36733 | 3,82222 | 4,06373 | 4,42119 | 4,6764 | 5,15242|6,71549
2,10074 | 2,79159 | 3,41816 | 3,90241 | 4,07116 | 4,42408 | 4,71314 | 5,15822
2,17116 | 2,81567 | 3,49794 | 3,92904 | 4,08242 | 4,46367 | 4,91252 | 5,34229
2,38793|2,93627 | 3,57101 | 3,93333 | 4,10179 | 4,55909 | 5,033 |5,56732
2,42341(2,94535 | 3,57543 | 3,94314 |1 4,10662 | 4,57018 | 5,04929 | 5,74257
2,49496 | 3,03729 | 3,58427 | 3,96932 | 4,30609 | 4,57735 | 5,05714 | 5,8598
2,53902 | 3,15934 | 3,68202 | 3,96955 | 4,31453 | 4,59168 | 5,06845 | 5,95757

Os valores médios para polifendis, esteviosideos, rebaudiosideos C e A, adocantes
totais e a razéo de rebaudiosideo A por esteviosideo encontram-se na tabela 2.

Tabela 2: Valores médios de polifenodis (75 clones), composigao glicosidica, adogantes totais e
razéo (50 clones)

Parametros Valores médios
Polifenois 4,79%
Esteviosideos 5,09%
Rebaudiosideo C 2,72%
Rebaudiosideo A 9,60%
Adocantes Totais 17,29%
Razao 3,27

Dos 50 exemplares que tiveram suas razdes determinadas, cinco apresentaram
valores menores que 1,00 (média: 0,68), 18 entre 1,00 e 2,00 (média: 1,37), 12 entre 2,00
e 3,00 (média: 2,49) um com razao 3,33, seis entre 3,00 e 4,00 (média: 4,13), e os
demais, os valores para as razées foram: 5,09; 7,90; 9,26; 12,11; 14,75 e 21,75. Em dois
exemplares nao foi possivel realizar o calculo da razao, pois os clones nao apresentaram
esteviosideo ou valores proximos de zero para 0 mesmo, 0S quais podem ser
considerados Clones de Elite, bem como os clones com razio rebA/stev acima de 5.

4 CONCLUSOES

Conclui-se que foi possivel selecionar plantas com caracteristicas excelentes para a
produgao de matéria prima (folhas de S. rebaudiana) para a industria de extragao e refino
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do rebaudiosideo A. Os teores de polifendis totais determinados sugerem que alguns
clones podem apresentar ainda expressivos valores de atividade antioxidante, uma vez
que o teor de polifendis correlaciona-se positivamente com atividade antioxidante (Sousa
et al., 2007).
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