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RESUMO
A alface ¢ uma hortalica muito consumida e de grande importincia econdmica, ¢ tem
despertado interesse por seus componentes bioativos, como carotenoides € compostos
fenolicos. Estes compostos sdo os principais responsaveis pela capacidade antioxidante de
determinados alimentos, e o suprimento das necessidades didrias de antioxidantes, através da
alimentagdo, estd associado a preven¢do ou reducdo de efeitos patoldgicos adversos, tais
como os problemas cardiovasculares, cancer e diabetes mellitus. Atualmente existe uma
ampla diversificagdo nos tipos de alface cultivada, sendo que a alface vermelha ocupa parte
desse segmento; no entanto, ainda faltam pesquisas direcionadas aos perfis e teores de
compostos bioativos em diferentes estacdes do ano em tais hortalicas. Assim, o objetivo deste
trabalho foi verificar o efeito da cultivar e do periodo de cultivo, inverno e verao, sobre o
perfil dos carotenoides e da composicdo fendlica em quatro cultivares de alface de cor
vermelha (Mila, Maira, Carmin e Scarlet). O experimento foi conduzido em ambiente
protegido (casa de vegetacdo). O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados, com 4 cultivares, 3 repeticdes € 16 plantas por parcela no inverno e no verao.
Apos a colheita, as amostras foram liofilizadas, embaladas a vacuo e armazenadas a -18 °C
para determinagdo de atividade antioxidante (ABTS), carotenoides (CAR), antocianinas e
compostos fenolicos extraiveis (CFE) e ndo extraiveis (CFNE). A cultivar e a estacdo do ano
nao influenciaram o perfil qualitativo dos carotenoides e compostos fendlicos da alface
vermelha. No entanto, a estacdo influenciou a concentracao desses componentes em todas as
cultivares. Os niveis de CFE e antocianinas foram significativamente maiores no inverno,
enquanto os niveis de carotenoides ¢ CFNE foram maiores no verdo. Foram identificadas dez
antocianinas (cianidinas e delfinidinas). O principal carotenoide encontrado foi o all-trans-f3-
caroteno (45-48%), seguido pela luteina (13-20%) e zeaxantina (11-15%). Os principais CFE
incluem &cido 5-cafeoilquinico e rutina. Foram encontrados 25 CFNE, como acido galico,
caféico e clorogénico. Cultivares de alface vermelha t€ém seus principais compostos bioativos
descritos e comparados em duas épocas de plantio. Os resultados deste estudo reforgam que a

estacdo do ano pode modular a concentracao de compostos bioativos na alface.

Palavras-chave: Alface roxa, pigmentos, flavonoides, polifenois soluveis e ligados, CLAE.



ABSTRACT
Lettuce is a widely consumed vegetable of great economic importance, and has aroused
interest for its bioactive components, such as carotenoids and phenolic compounds. These
compounds are main responsible for the antioxidant capacity of certain foods, and the
supplying the daily needs of antioxidants through food is associated with the prevention or
reduction of adverse pathological effects, such as cardiovascular problems, cancer and
diabetes mellitus. Currently there is a wide diversification in the types of cultivated lettuce,
with red lettuce occupying part of this segment; however, there is still a lack of research
aimed at the profiles and levels of bioactive compounds in different seasons of the year in
such vegetables. Thus, the objective of this work was to verify the effect of cultivar and
growing period, winter and summer, on the profile of carotenoids and phenolic composition
in four red lettuce cultivars (Mila, Maira, Carmin and Scarlet). The experiment was conducted
in a protected environment (greenhouse). The experimental design used was randomized
blocks, with 4 cultivars, 3 replications and 16 plants per plot in winter and summer. After
collection, samples were lyophilized, vacuum packed and stored at -18 °C for determination
of antioxidant activity (ABTS), carotenoids (CAR), anthocyanins and extractable (EPC) and
non-extractable (NEPC) phenolic compounds. Cultivar and season of the year did not
influence the qualitative profile of carotenoids and phenolic compounds in red lettuce.
However, the season influenced the concentration of these components in all cultivars. EPC
and anthocyanin levels were significantly higher in winter, while carotenoid and NEPC levels
were higher in summer. Ten anthocyanins (cyanidins and delphinidins) were identified. The
main carotenoid found was all-trans-B-carotene (45-48%), followed by lutein (13-20%) and
zeaxanthin (11-15%). Major EPC's include 5-caffeoylquinic acid and rutin. 25 NEPC were
found, such as gallic, caffeic and chlorogenic acid. Red lettuce cultivars have their main
bioactive compounds described and compared in two seasons. The results of this study

reinforce that the season can modulate the concentration of bioactive compounds in lettuce.

Keywords: Purple lettuce, pigments, flavonoids, soluble and bound polyphenols, HPLC
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1 INTRODUCAO

A alface ¢ a hortalica mais cultivada do Brasil com 49,9% da area, seguida pelo
repolho, com 15,3%; e couve, com 6,1%. Os tipos de alface mais consumida no Pais sdo:
crespa, americana, mimosa € romana, que além de possuir boas caracteristicas sensoriais,
baixos teores de calorias, de sodio e de gordura, ¢ uma rica fonte de fibras, vitaminas
(provitamina A, vitaminas B1, B2 e C) e minerais (célcio e ferro) (KIM et al., 2018;). A
folha de alface pode ser verde, verde/vermelha e vermelha.

No Brasil popularmente utiliza-se o termo roxo para designar as alfaces de coloragao
avermelhada, o que seria, na realidade, uma mistura de azul e vermelho que confere a cor
magenta. Os termos “alface roxa” ou “alface vermelha” sdo sindnimos e essa tonalidade,
como resultado do acumulo de antocianinas, pode ser conferida por fatores genéticos, pela
condi¢do de luz e/ou por algum gene intensificador de cor, sendo que a presenca desse gene
dispensa a necessidade de luz para gerar a intensidade da cor (WIEN, 2000). Na literatura
internacional o termo “red lettuce” ou “alface vermelha” ¢ o mais comum e mais indicado,
assim neste trabalho foi utilizado o termo “alface vermelha”.

Os principais contribuintes pela coloracao das folhas dos vegetais sdo as clorofilas e
antocianinas; as primeiras sdo responsaveis pela cor verde (clorofilas a e b), e as
antocianinas sao responsaveis pelos tons avermelhados de algumas cultivares. As diferengas
aparentes na cor do vegetal também ocorrem devido a presenca e a distribuicdo variavel de
outros pigmentos associados, como carotenoides, os quais sempre acompanham as clorofilas
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Os carotenoides mais relevantes encontrados na alface sdo violaxantina, luteina e all-
trans-B-caroteno (KIM et al., 2018). Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios
gerados pela planta para se defender ou para promover o crescimento em condigdes
desfavoraveis (TUNGMUNNITHUM et al., 2018). Esses compostos podem ser divididos
em compostos fendlicos extraiveis, os quais sao obtidos da matriz alimentar por aplicacao
direta de solventes organicos aquosos (ARRANZ; SILVAN; SAURA-CALIXTO, 2010) e
compostos fendlicos ndo extraiveis que estdo mais ligados a matriz e permanecem nos
residuos de extragdes anteriores, sendo obtidos por hidrdlise quimica ou enzimatica

(GONZALES et al., 2015).
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Em folhosos, além de fornecer coloracdo, os pigmentos estdo envolvidos em
processos fotossintéticos, nas defesas contra o estresse luminoso evitando a formagao de
espécies reativas de oxigénio, entre outros (PEREZ-LOPEZ et al., 2015). Em relagdo ao
organismo humano, tais compostos podem apresentar atividades antioxidantes, anti-
inflamatorias, anticancerigenas e reduzir o risco de doengas cardiacas (MACHADO et al.,
2008; KALIORA et al., 2007; EMAN; GORDON, 2017).

As condigdes de cultivo, como temperaturas maxima ¢ minima do periodo de plantio
e luminosidade e a cultivar sdo fatores que podem contribuir para que a alface apresente
diferentes teores de pigmentos e/ou componentes bioativos (LOPEZ et al., 2014).

Estudos que relacionam fatores ambientais e tipos de alface ao seu perfil de
compostos bioativos ainda sdo escassos, especialmente os compostos fenolicos nao
extraiveis. Além disso, os dados sobre fitoquimicos em cultivares de alface de cor vermelha
cultivadas na regido Sul, a qual possui estacdes de frio e calor, ndo estdo bem estabelecidos.
Assim, torna-se importante identificar e quantificar os teores de compostos como
carotenoides, antocianinas € compostos fenolicos extraiveis e ndo extraiveis em diferentes
cultivares produzidas sob diferentes condi¢des climaticas, principalmente pelo fato da alface

representar uma hortalica consumida durante todos os periodos do ano.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do periodo de cultivo (inverno e verdo) e da cultivar no perfil
qualitativo e quantitativo de compostos bioativos presentes em cultivares de alface (Lactuca

sativa L.) crespa de cor vermelha.

2.2 Objetivos especificos

- Cultivar quatro cultivares de alface vermelha em sistema protegido (casa de
vegetacao) nos periodos de inverno e verao;

- Identificar e quantificar carotenoides, compostos fendlicos extraiveis e ndo extraiveis
e antocianinas;

- Determinar a capacidade antioxidante total das alfaces;

- Avaliar a diferenca de perfil de carotenoides, compostos fenolicos extraiveis e nao
extraiveis, incluindo antocianinas, em relagdao ao plantio nos periodos sob diferentes
condi¢des climaticas;

- Avaliar a diferenga na concentragdo de compostos bioativos e na atividade

antioxidante em relagdo ao plantio sob diferentes condi¢des climaticas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Caracteristicas da alface

A alface (Lactuca sativa L.) € uma hortalica da familia Asteraceae e género Lactuca,
originaria do Mediterrineo e da Asia Ocidental (CRONQUIST, 1981). E uma planta
herbacea, de ciclo anual (HENZ; SUINAGA, 2009), possui grande area foliar e apresenta
ciclo curto (FILGUEIRA, 2008; FILGUEIRA, 2012). E uma hortalica muito perecivel ¢ o
momento da colheita deve representar o estado de maior qualidade para o consumo, uma vez
que serd utilizada principalmente in natura, como salada, onde mais nutrientes sao retidos
em comparagdo a outros vegetais que sao cozidos ou processados (XIAO et al., 2012). Esta
folhosa possui boas caracteristicas sensoriais, baixo teor calorico, sodio e teor de gordura.
Além de ser rica em fibras, possui elevados teores de vitaminas como provitamina A,
vitaminas C, B1, B2 e minerais calcio ¢ ferro (KIM et al., 2018; RADIN et al., 2004).

Apesar de ser uma espécie originaria de clima temperado e apresentar dificuldades
de adaptacdo em locais de temperatura e luminosidade elevadas a alface pode ser plantada
durante o ano, principalmente devido ao melhoramento genético, que tem desenvolvido
cultivares adaptéaveis a diferentes condigdes ambientais atendendo a necessidade da planta e
otimizando o seu cultivo Plantas de alta qualidade tém sido produzidas pela constante busca
por tecnologia para atender as necessidades da planta e otimizar o seu cultivo (SALA;
COSTA, 2012).

A alface ¢ caracterizada por consideraveis variacdes morfologicas (HENZ;
SUINAGA, 2009), possui uma variedade de cores, tamanhos e formas e, por essa
diversidade, podem ser agrupadas por seus tipos (MALDONADE; MATTOS; MORETTI,
2014) (Figura 1). Um tipo ¢ um grupo de cultivares que sdo morfologicamente similares e
este pode ser subdividido em subtipos que compartilham mais semelhangas morfologicas e
genéticas. Cultivar ¢ uma variedade selecionada de acordo com caracteristicas desejaveis
para o seu cultivo; por sua vez, variedade ¢ uma classificacdo taxondmica abaixo de espécies

e subespécies (KIM et al., 2016).



19

Figura 1- Morfologia geral da alface e seus cinco diferentes tipos comestiveis nas espécies de
Lactuca sativa L.

MORFOLOGIA

Limbq Foliar

Americana

llustragdes: Bartoldo Borges Fitho

Crespa Mimosa

Morfologia geral da alface e seus cinco diferentes tipos comestiveis nas espécies de Lactuca sativa
L.: americana, romana, lisa, crespa e mimosa — Ilustragdes: Bertoldo Borges Filho — Fonte:
https://www.mundoecologia.com.br/plantas/leite-do-alface/ Data: 19 de novembro de 2022.

As folhas de alface podem ser lisas ou crespas, com formacao ou nao de “cabeca” e
coloragcdo variando de verde claro ao verde escuro, sendo que existem ainda algumas
cultivares que possuem coloragdo vermelha devido a presenga do pigmento antocianina
(FILGUEIRA, 2008; RYDER; JANICK, 2002). Os principais tipos de alface produzidos e
comercializados no Brasil sdo a americana, crespa, lisa e romana; sendo que a alface crespa

possui a preferéncia do consumidor brasileiro (HENZ; SUINAGA, 2009), (Figura 2).
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Figura 2 - Principais tipos de alface (Lactuca sativa L.) comercializados no Brasil e sua cultivar
correspondente na cor vermelha (roxa)

(C) Romana (D) Lisa (Cc) Romana roxa (Dd) Lisa roxa

Fonte: Elaborado pela autora.

3.2 Cultivo de verio e inverno da alface

A alface ¢ uma planta sensivel as condi¢des adversas de temperatura e umidade, por
isso, sua conservagao e o transporte pos-colheita limitam a sua producdo (SALA; COSTA,
2012). Os principais fatores limitantes na producao de alface sdao os indices pluviométricos e
condigdes climaticas ocorridas em cada regido produtora (ANUARIO, 2017). No cultivo da
alface, o ciclo da semeadura a colheita pode variar de acordo com o periodo de cultivo e a
cultivar. No inverno o ciclo médio ¢ de aproximadamente 65 dias, no verdo o ciclo ¢ mais
curto podendo ser menor que 60 dias (FELTRIM et al., 2009; TOSTA et al., 2010).

O melhor desenvolvimento tem sido observado quando as temperaturas oscilam entre
15 e 20°C; no entanto, quando cultivada em regides de temperatura e luminosidade elevadas
esta hortalica pode nido desenvolver todo o seu potencial genético (SALA, 2011). Os
extremos de temperatura tolerada pela maioria das cultivares de alface variam entre 6 ¢ 30°
C, sendo que a umidade relativa mais adequada esta entre 60 a 80% (CERMENO, 1990).

O estado do Rio Grande do Sul, assim como nos demais estados da regido Sul e
Sudeste, produz alface durante todo o ano, no entanto, nos periodos do verdo e do inverno,

as condigdes climaticas sdo desfavoraveis. No verao, ocorrem elevadas temperaturas do ar
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(superiores a 20°C), alto indice de radiacdo solar, alta pluviosidade, o que favorece o
pendoamento precoce das folhas, gerando perdas de até 60% em decorréncia de maior
umidade relativa que favorece o ataque de fungos e bactérias (SEGOVIA et al., 1997;
RADIN et al., 2004; SALA; COSTA, 2012).

No inverno com ocorréncia de baixas temperaturas (inferiores a 10°C) e
precipitagcdes pluviométricas prolongadas que podem retardar o crescimento e danificar as
plantas, uma das alternativas para minimizar o efeito negativo das baixas temperaturas
consiste na protecdo ambiental com tineis ou estufas cobertas com filmes de polietileno
(SEGOVIA et al., 1997) e uso de cultivares importadas que sdo adaptadas ao clima mais frio
(HENZ; SUINAGA, 20009).

O cultivo em estufa acelera os parametros de crescimento de diferentes cultivares de
alface, o que reflete principalmente na antecipagao da colheita. Segundo Lima et al. (2008) a
temperatura do ar ¢ o elemento climatico que exerce maior influéncia nos processos
fisiologicos das plantas de alface, o que pode acelerar ou retardar as reagcdes metabolicas,
sob condicdo de temperatura 6tima ou inferiores a esta, respectivamente. Para todas as
cultivares de alface, a ocorréncia de dias curtos e temperaturas amenas favorecem a etapa
vegetativa, sendo estas, inclusive, resistentes a baixas temperaturas e geadas leves
(FILGUEIRA, 2008).

O melhoramento genético tem beneficiado a cultura da alface com o
desenvolvimento de cultivares mais resistentes a diferentes condi¢des climaticas

(MALDONADE; MATTOS; MORETTI, 2014).

3.3 Compostos bioativos em alface x atividade antioxidante

Antioxidante ¢ uma substancia que, em baixa concentracdo em relacdo a um
determinado substrato, retarda ou previne a oxidagdo do substrato oxidavel (HALLIWELL,
2003). Quando o mecanismo de acdo for através de sua reagao com o radical livre, 0 novo
radical formado deve ser estavel e incapaz de propagar a reacio (CHANDRASEKARA;
SHAHIDI, 2011), protegendo contra danos oxidativos ao DNA, proteinas e lipidios e tém
um impacto significativo na regulacdo da expressdo génica, sendo os mais relatados as

vitaminas C e E, carotenoides, polifenois de baixo peso molecular (MANACH et al., 2004).
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Essa atuagdo no sequestro de radicais livres estd associada a reducdo da incidéncia de

patologias degenerativas (SCALBERT et al., 2005).

Os alimentos vegetais sao fontes de compostos bioativos, fenolicos e antioxidantes
(AMODIO et al., 2014). Além disso, representam fonte de energia, proteina, vitaminas,
minerais e fibras (BASTOS et al., 2009). Compostos bioativos podem apresentar efeitos
benéficos a satide humana, e muitas pesquisas epidemioldgicas demonstraram efeitos
protetores de dietas a base de plantas sobre doengas cardiovasculares e cancer (AUNE et al.,
2018; DAMERUM; CHAPMAN; TAYLOR, 2020; PARK; PEZZUTO, 2012; YOUNUS et
al., 2019). Contudo, o efeito protetor desses compostos frente a doengas cronicas nao
transmissiveis parece ndo se reproduzir pela ingestdo isolada do constituinte quimico na
forma de suplementos. Estudos clinicos, em que a dieta foi suplementada com B-caroteno,
vitamina C ou vitamina E, mostraram que essas substancias, isoladas da matriz alimento,
ndo foram eficazes na diminui¢do de risco de doencas, indicando que outros fatores atuam
nesse processo, como a biodisponibilidade e a acdo sinérgica entre os compostos (LIU et al.,

2007).

Dentre os compostos bioativos presentes na alface, os majoritarios dos carotenoides
sao luteina, B-caroteno, lactucaxantina, neoxantina e violaxantina (KIM et al., 2018;
BASLAM et al., 2013; CALDWELL; BRITZ, 2006), que sdo tetraterpenos lipossoluveis
presentes principalmente nos plastideos. Entre os acidos fendlicos principais estdo os acidos
dicafeoil tartarico, clorogénico e caféico (NICOLLE et al., 2004). Em relacdo aos flavondis,
foi identificado apenas um, a quercetina (HUBER et al., 2007), e a principal antocianina

encontrada foi a cianidina, em cultivares de alface vermelha (MULABAGAL et al., 2010).

3.3.1 Carotenoides

Os carotenoides tém sido amplamente estudados, devido a sua destacada atividade
antioxidante (ARUNA; BASKARAN, 2010). Sao pigmentos naturais metabolizados por
plantas, algas e bactérias fotossintéticas (NAMITHA; NEGI, 2010). Sua estrutura basica ¢
obtida a partir da jungdo de oito unidades de isopreno, com cadeia linear e simétrica,
chamados de tetraterpenos (C40) (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001), possui um conjunto de

ligacdes duplas conjugadas podendo apresentar diferencas em sua cadeia, como ciclizagao,



23

hidrogena¢do, desidrogenacdo, encurtamento ou extensdo, 0o que permite a obtengdo de
compostos com diferentes caracteristicas (NAGARAJAN et al.,, 2017; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001).

Estes compostos podem ser divididos em dois grupos estruturais que sio os
carotenos hidrocarbonetos, possui apenas a cadeia de hidrocarboneto original sem qualquer
grupo funcional, como a-caroteno, -caroteno e licopeno, e as xantofilas contendo oxigénio
como grupo funcional. As xantofilas consistem de diversos derivados, os quais podem
conter grupos hidroxila, epoxi, aldeidos e ceto (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; SAINI et al.,
2015), esses grupos polares adicionados as moléculas dos carotenoides alteram sua
polaridade e suas fungdes bioldgicas (BRITTON, 2008). Os carotenoides desempenham
papéis indispensaveis na fotossintese como pigmentos acessorios para a absorc¢ao de luz e na
preven¢ao de danos foto-oxidativos, sendo que os principais carotenoides que desempenham
esta fun¢do nas plantas sdo as xantofilas luteina, violaxantina e neaxantina (BECKER et al.,
2015; ROSA et al., 2014).

A localizagao dos carotenoides nos cromoplastos e a presenca de um cromoforo em
sua estrutura quimica os tornam sensiveis a intensidade da luz (DAMODARAN et al.,
2010). A existéncia desse cromdforo, ou de uma cadeia de duplas ligagdes conjugadas, em
sua molécula, permite que tais compostos fornecam as frutas e hortalicas cores amarelas,
laranja e avermelhadas (FRASER; BRAMLEY, 2004). O processamento € armazenamento
de alimentos, a exposi¢do a acidos e ao calor em excesso sdo alguns dos fatores que podem
provocar a perda de carotenoides (RODRIGUEZ-AMAYA, 2002).

Alguns carotenoides podem ser convertidos em vitamina A e, como tal,
desempenham um importante papel na preven¢ao da sua sindrome, que causa xeroftalmia
bem como disturbios de crescimento na primeira infancia (XIAO et al., 2012). O mais ativo
dos carotenoides provitaminicos A ¢ o B-caroteno (NISAR et al., 2015), Figura 3. No Brasil,
a recomendacgao de ingestao didria de referéncia para a populagdo de vitamina A ¢ de 900 pg
equivalente de retinol/dia para homens adultos e 700 ug equivalente de retinol/dia para
mulheres adultas (BRASIL, 2013). Uma porcdo de 100 gramas de alface fresca pode
fornecer até¢ 2.075 pg de retinol equivalente de vitamina A, que atende a recomendacao para
adultos. Além disso, a mesma quantidade de alface fornece at¢ 1038 pg equivalente de
atividade de retinol de vitamina A (ROSS et al., 2020), portanto, algumas variedades de

alface podem ser consideradas alimento fonte de provitamina A.
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Figura 3 - Estruturas moleculares dos principais carotenoides encontrados em alface
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Fonte: Elaborado pela autora.

A luteina ¢ um constituinte comum de plantas superiores e ¢ um dos principais
carotenoides em alfaces (NICOLLE et al., 2004; CALDWELL; BRITZ, 2006). Além da
luteina, que ¢ encontrada em quantidade de aproximadamente 30%, a violaxantina e a
lactucaxantina representam uma média de 28% e 15%, respectivamente, do total de
carotenoides.

Contudo, a propor¢do de carotenoides em alface pode ser diferente, conforme
relatado por KIM et al. (2018) que ao avaliar diferentes cultivares de alface vermelha e
verde, encontraram o [-caroteno como o carotenoide principal (50% do total dos
carotenoides), seguido pela luteina (20%), lactucaxantina (13%), violaxantina (11%) e
neoxantina (6%).

Outros pigmentos encontrados na alface em menores concentragdes sao a-caroteno, o
ou [-criptoxantina, zeaxantina, antheraxantina e 5,6-epdxido-luteina (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2016). Em geral, as cultivares de alface vermelha acumulam maior quantidade de
carotenoides do que as alfaces verdes (SAINI; KEUM, 2017; YANG et al., 2022) sendo que
a proporg¢ao desses fitoquimicos pode variar de acordo com a cultivar, condigdes de cultivo,
entre outros fatores ambientais e genéticos.

Dentre as xantofilas, a luteina e a zeaxantina possuem estrutura similar (Figura 3),
sendo dois carotenoides encontrados na regido macular dos olhos e evidéncias sugerem que

a luteina protege contra a degeneragdo macular (HASLER, 2002; KIMURA; RODRIGUEZ-
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AMAYA, 2003), uma causa da cegueira em pessoas com mais de 50 anos de idade
(RATNAPRIYA; CHEW, 2013). Van Den Berg et al. (2000) relataram uma grande
variedade de conteudo de luteina e B-caroteno em alface, com valores que variaram de 73 a
4537 ng/100 g e de 48 a 3120 pg/100 g, respectivamente. Lopez et al. (2014) encontraram
um teor de f-caroteno que variou de 19 a 42 pg/g em 16 cultivares de alface estudadas.

A lactucaxantina isolada de cloroplastos de alface (Figura 4 ) ¢ o sexto isomero
quirail do &,e-caroteno-3,3’-diol e € restrita para a alface (SIEFERMANN-HARMS et al.,
1981; KIMURA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2003; BASLAM et al., 2013; LOPEZ et al.,
2014).

Figura 4 - Estrutura quimica da lactucaxantina — 4,4’-didehidro-6,6’-dihidro-3,-caroteno-3,3’-diol
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Qi///////"’

Fonte: Elaborado pela autora.
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Em estudo in vitro em ratos diabéticos, a lactucaxantina mostrou possuir potencial de
inibicdo da atividade da a-amilase e a-glucosidase (GOPAL et al., 2017). Caldwel e Britz
(2006) detectaram em cultivares de alface de folhas verdes e vermelhas cultivadas sob as
mesmas condi¢des teores de lactucaxantina que variaram de 4,0 a 9,3 pg/g.

De modo geral, varios trabalhos tém demonstrado que o perfil e a concentragdo dos
carotenoides em alface podem ser afetados por varios fatores como a cultivar (VOLPE et al
2021), tipo de cultivo (LOPEZ et al., 2014), estadio de maturagio (KIM et al., 2018),
periodo de exposicao a luz durante o desenvolvimento da planta (ILIC et al. 2017) e
aplicagio de radiagio UV-B suplementar na pré-colheita (ASSUMPCAO et al., 2019). Os
vegetais e as frutas sdo as principais fontes de carotenoides e a sua composi¢ao constitui um

papel essencial na dieta (HASKELL, 2013).

3.3.2 Compostos Fenolicos (CF)

Compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios que sao gerados pela planta para se
defender ou para promover o crescimento em condigdes desfavoraveis

(TUNGMUNNITHUM et al., 2018). Sao antioxidantes que interagem com os radicais livres,
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presentes em suas estruturas quimicas hidroxilas e anéis aromaticos (ORDIDGE et al., 2010;
PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2018). Tais compostos estio presentes em plantas
e tém sido estudados em cereais, legumes, nozes, azeite, vegetais, frutas, cha e vinho tinto.
Existem evidéncias suficientes para recomendar o consumo de alimentos ricos em
compostos bioativos; (EMAN; GORDON, 2017; KALIORA; DEDOUSSIS, 2007;
TROJAK; SKOWRON, 2017). Entre os principais compostos relacionados a promoc¢ao da
saude estdo os acidos clorogénico, caféico e chicorico que podem estar na forma livre ou
complexados a acucares e proteinas (ANGELO; JORGE, 2007). A quantidade desses
antioxidantes e micronutrientes nas folhas de alface ¢ suscetivel a grande variacdo em
resposta a cultivares (LLORACH et al., 2008), condi¢des de crescimento (ou seja, cultivo ao

ar livre ou interno), bem como ao estresse ambiental.

Existe uma ampla gama de polifendis, os quais podem ser divididos em subclasses,
como os flavonoides, acidos fenodlicos, lignanas, estilbenos e outros polifendis (Figura 5). Os
compostos fendlicos geralmente sdo soélidos de cor branca, embora alguns (flavonoides)
apresentam cor amarela e outros apresentam cor vermelha (antocianinas) resultante de suas
conjugacdes eletronicas. Os fenolicos volateis, de baixa massa molecular, muitas vezes
possuem aromas caracteristicos, como a vanilina e o eugenol, (CHEYNIER et al., 2013)
componentes principais que ddo o aroma caracteristico da baunilha e do 6leo de cravo,
respectivamente.

Compostos fendlicos sdo eficientes na desativagao de radicais livres, uma vez que os
grupos fenolicos sdao prontamente ionizados e atuam como acidos fracos, podendo
estabilizar os radicais livres através da doag¢do de um elétron e/ou hidrogénio e assim as
estruturas aromaticas resultantes se estabilizam por ressonancia, nao se tornando reativas; e
os grupos funcionais hidroxila (-OH) e carbonila (-CO) sdo centros de elevada afinidade
para ions metalicos, atuando como quelantes de metais de transicdo (FRAGA et al., 2010).

Os principais compostos fendlicos da alface vermelha sdo glicosideos de cianidina,
quercetina e luteolina (LLORACH et al., 2008). O 4cido dicafeoil tartarico ¢ um dos
principais compostos fenolicos identificados em alfaces verdes e vermelhas. Nicole e Carnel
(2004) detectaram mais que o dobro de acido dicafeoil tartarico e 10 vezes mais acido
clorogénico em alfaces vermelhas em comparacdo com as cultivares de alfaces verdes.
Outro acido fendlico importante encontrado na alface ¢ o dacido caféico (BECKER;

KLARING, 2016).
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Figura 5 - Subclasses de polifendis.
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Fonte: Probst; Guan; Kent (2018).

Composto fenolicos extraiveis e ndo extraiveis

Outra classificacdo existente para os compostos fenolicos estd relacionada a forma
em que esses compostos estdo ligados a matriz alimentar. Assim, os compostos fendlicos

extraiveis ou soluveis (CFE) sdo extraidos da matriz pela aplicacdo direta de solventes
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organicos-aquosos € normalmente sdo moléculas de baixa massa molecular agrupados em
diversas classes e subclasses, incluindo proantocianidinas (geralmente até decametros) e
taninos hidrolisaveis de baixo peso molecular (DURAZZO, 2018; HUMMER; SCHREIER,
2008). CFE sdo conhecidos como “extraiveis” porque sdo facilmente removidos dos
alimentos através de extracdes com solventes e/ou agua e agitacdo; no entanto ndo estdo
livres na matriz alimentar (MARTINS et al., 2022), estes compostos estdo possivelmente
ligados a componentes por diferentes interacdes fracas, como van der Waals, interacdes
hidrofobicas, ligagdes de hidrogénio ou forcas eletrostaticas (LIU et al, 2019; ZHAO et al.,
2020; ZHOU et al., 2020), as quais sdo rompidas durante a extracdo com solventes
organicos. No entanto, CFNE (compostos fenolicos ndo extraiveis) permanecem nos
residuos das extracdes anteriores e s6 podem ser liberados por tratamentos de hidrolise,
sejam eles quimicos ou enzimaticos. Os CFNE sdo polifendis poliméricos e pequenos
compostos fenolicos ligados a macromoléculas da parece celular, como celulose e proteinas
(polifendis hidrolisaveis) - incluem vérias classes de componentes bioativos (por exemplo,
taninos hidrolisaveis ou acidos hidroxicinamicos) ligados por meio de ligacdes covalentes,
(PEREZ-JIMENEZ; DIAZ-RUBIO; SAURA-CALIXTO, 2013; PEREZ-JIMENEZ;
TORRES, 2011), por ligagdes éster e glicosidicas, contribuindo para a formagao da estrutura
da parede celular (AGATI et al., 2012; GAN et al., 2018; GIADA, 2013).

Os métodos utilizados para analisar compostos fenolicos em alimentos (Figura 6)
consideravam que o conteudo total e a composicdo desses compostos estavam nos extratos
organicos aquosos de alimentos vegetais; nesse contexto, os compostos fendlicos presentes
nos residuos de extragao eram desprezados (SAURA-CALIXTO, 2018).

Os CFNE compreendem uma média de 24% do total de fenolicos presentes em frutas
e vegetais e, em graos integrais, a proporcdo pode variar de 60 a 85% (ACOSTA-
ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014). Estes compostos afetam
significativamente a biodegradabilidade e a taxa de fermentagdo da fibra dietética no colon
humano. A absor¢ao, as fungdes fisiologicas e a biodisponibilidade dos compostos fenolicos
ligados a parede celular diferem dos compostos fendlicos livres (KROON et al., 1997) e a
liberacdo pode ser influenciada por sua ligagdo a fibra dietética (EMAN; GORDON, 2017,
ESPARZA-MARTINEZ et al., 2016). A ingestio dietética de formas ligadas terd uma
atividade quimiopreventiva contra o cancer de coélon, e a ingestdo de formas conjugadas

livres e soluveis serd mais rapidamente absorvida no estdmago e intestino delgado e
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distribuida por todo o corpo com outros beneficios a satde, como atividades de inibi¢ao
contra a oxidacdo do colesterol LDL e lipossomas (CHANDRASEKARA; SHAHIDI,
2011).

Figura 6 - Procedimento normalmente utilizado para analise de compostos fendlicos
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Fonte: Adaptado de Saura-Calixto (2018).

Os CFNE mais comuns sdo acido fertlico, acido caféico e acido sindpico, acidos
elagicos e outros derivados, como tanino hidrolisivel (DURAZZO, 2018). Em alface os
principais CFNE reportados sao os acidos caféico e cafeoiltartarico (Zhou et al. 2018) e o
acido p-cumarico (LOPEZ et al. 2014). A fragdo dos CFNE da alface pode representar uma
média de 33% do teor dos compostos fenolicos totais (GALIENI et al. 2015).

Correlagdes significativas (P <0,05) foram encontradas entre o conteudo das fragdes
dos CFE e CFNE e a capacidade antioxidante correspondente (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-
CALIXTO, 2015; MALLMANN et al., 2020).
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3.3.2.1 Flavonoides

Flavonoides sdo metabodlitos secundarios sintetizados pelas plantas e pertencem ao
grupo dos compostos fendlicos (HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008; MACHADO et
al., 2008). Os flavonoides, principalmente antocianinas e flavonoéis, atuam nas plantas
atraindo polinizadores e disseminadores de sementes. Além da pigmentacdo em frutas,
flores, sementes e folhas, os flavonoides também tém importantes fungdes na sinalizagao
entre plantas e micrdbios na fertilidade de algumas espécies, na defesa como agentes
antimicrobianos e na protecdo a radiagdo ultravioleta (WINKEL-SHIRLEY, 2001).

Os flavonoides sdao caracterizados pelo nuacleo basico flavilium (cation 2-
fenilbenzopirilio) que consiste de dois anéis aromaticos unidos por uma unidade de trés
carbonos e condensados por um oxigénio (Figura 7). Eles podem ser divididos em vérias
classes de acordo com o grau de oxidacdo do heterofilo de oxigénio: flavonas, flavondis,
isoflavonas, antocianinas, flavonoides, proantocianidinas e flavanonas (SCALBERT;

WILLIAMSON, 2000).

Figura 7 - Estrutura basica dos flavonoides

O

Fonte: Scalbert; Williamson (2000).

Geralmente, flavonoides encontrados nas folhas podem ser diferentes daqueles
presentes nas flores, nos galhos, raizes e frutos, podendo apresentar diferentes concentragdes
dependendo do 6rgdo vegetal em que se encontra (SIMOES et al., 2000). Fatores abidticos
naturais como a radiagdo solar, periodos de seca ou chuva, nutrientes e estagdes do ano
influenciam no metabolismo e na producao destes compostos e ainda, fatores artificiais,
como poluentes, podem interferir também nesse mecanismo (DEGASPARI;
WASZCZYNSKY]J, 2004).

Muitos estudos tém demonstrado que os flavonoides tém uma forte atividade
antioxidante e anti-inflamatoria (BEARA et al., 2009; LI et al., 2009; LEONG et al., 2010).

Os flavonoides sdo reconhecidos como agentes quimiopreventivos e inibidores da
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progressdao de tumores (WANG et al., 2019). A atividade antioxidante dos flavonoides ¢
consequéncia das suas propriedades de oOxido-redugdo, as quais podem desempenhar um
importante papel na absor¢io e neutralizagdio de radicais livres (DEGASPARI;
WASZCZYNSKY]J, 2004). Os flavonoides podem prevenir danos causados por radicais
livres através dos seguintes mecanismos: neutralizagdo direta de EROs; ativacao de enzimas
antioxidantes; quelacdo de metais; reducao de radicais a-tocoferil; inibicdo de oxidases;
mitigacdo do estresse oxidativo causado pelo NOe ¢ aumento da atividade de antioxidantes
de baixo peso molecular (PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA, 2011). Dessa
forma, eles demonstram grande eficiéncia no combate de varios tipos de moléculas
oxidantes que estdo envolvidas em danos no DNA e formacao de tumores (MACHADO et
al. 2008). Os compostos fendlicos predominantes na alface vermelha sao os acidos fenolicos

e os flavonodis (LLORACH et al., 2008).

3.3.2.2 Antocianinas

As antocianinas fazem parte do grupo dos flavonoides e sdo responsaveis pela
pigmentagao vermelha da alface. A palavra antocianina deriva de duas palavras gregas:
anthos (flor) e kyanos (azul). Fazem parte dos grupos de pigmentos de maior distribui¢cdo no
reino vegetal. (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Essa estrutura central,
também chamada de aglicona, tem como cromoforo basico o cation flavilium, 2-
fenilbenzopirilio (Figura 8). O cromoforo ¢ formado por 15 atomos de carbono e 1 de

oxigénio como heteroatomo, todos em hibridizacdo sp2 (CHEREPY et al., 1997).
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Figura 8 - Estrutura central das antocianinas

Estrutura central das antocianinas: Cation flavilium. R1 ¢ R2 = —H, —OH ou —OCH3, R3 = —glicosil,
R4 =—H ou —glicosil.
Fonte: Damodaran; Parkin; Fennema, (2010).

A estabilidade das antocianinas ¢ afetada por varios fatores e os principais sao luz,
pH, temperatura, concentragdo, oxigénio, estrutura quimica, solventes e presenga de enzimas
(REIN, 2005). As interagdes hidrofobicas e as pontes de hidrogénio entre diferentes
antocianinas e com outros acidos fenolicos e alcaloides presentes em diversas plantas afetam
a intensidade da cor, mudando o comprimento de onda da absorcao da luz.

As seis antocianidinas mais comuns em alimentos sdo mostradas na Figura 9. O
aumento da tonalidade ¢ o resultado de uma mudanga batocromica, o que significa que a
banda de absor¢ao da luz na faixa de espectro visivel muda de um comprimento menor para
um maior, ou seja, ocorre um deslocamento do comprimento de onda de méaxima absorgdo
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Os pigmentos variam dentro do espectro
de cores desde o azul até o vermelho intenso e a relagdo com o niimero de grupos hidroxilas
na molécula indica o nivel de coloragdo azulada. Assim, quanto maior a quantidade de
hidroxila na molécula, maior sera a tendéncia a cor azul (BOBBIO et al, 1995). A agregagao
do grupo metoxila na molécula aumenta a intensidade do vermelho. Além disso, a coloragao
dos frutos pode ainda sofrer interferéncias da coexisténcia de outros pigmentos e possiveis
ligacdes com outros metais podem interferir na coloragao das antocianinas (RIBEIRO,

SERAVALLLI, 2007).



Figura 9 - Esqueleto carbonico de alguns flavonoides importantes, classificados por sua cadeia
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Mulabagal et al., (2010) avaliaram as propriedades funcionais de cultivares de alface

vermelha e verde cultivadas em condigdes de campo e identificaram apenas uma

antocianina, cianidina-3-O-(6 “-malonil-B-glicopiranésido) (Figura 10:1), que se converteu

imediatamente em éster metilico de cianidina-3-0- (6”-malonil-B-glicopiranoésido) (Figura

10:2) e cianidina-3-O-B-glicopiranésido (Figura 10:3) em condigdes laboratoriais. Segundo

os autores, a variacdo de fendlicos nas alfaces vermelhas e verdes, e especificamente a falta

de antocianinas na alface verde, pode explicar a maior atividade bioldgica obtida com a

variedade vermelha nesse estudo.
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Figura 10 - Estrutura da antocianina 1 (cianidina-3-O- (6 ""-malonil-f-D-glicopiranésido), 2
(cianidina-3-O- (6" -malonil-B-D -glicopiranosido metil éster) e 3 (cianidina-3-O B-D -

glicopiran6sido)
OH
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Fonte: MULABAGAL et al., 2010.

De modo geral, estudos mostram que a alface, especialmente a de coloragdo vermelha,
¢ uma hortali¢a rica em carotenoides, antocianinas e compostos fendlicos, possui potencial
antioxidante, além de ser rica fonte vitamina C, folatos e ferro, sendo assim uma fonte e

acessivel desses nutrientes.

3.3.3 Fatores que podem influenciar o teor e a composicio de compostos bioativos

Diversos sao os fatores que podem alterar o teor de compostos bioativos em alimentos.
Embora esses compostos sejam determinados geneticamente, estes sdo influenciados
também por fatores como estacdo do ano, clima, composicao do solo, estadio de maturagdo,
preparo, processamento e estocagem dos alimentos (HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA,
2008).
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O conteudo fendlico das plantas depende quantitativa e qualitativamente da sua
informacao genética (REE; HARBORNE, 1984). O meio ambiente também desempenha um
papel importante na determinacdo da composi¢ao fendlica. A irrigagdo e a composi¢ao do
solo t€ém um efeito marcante sobre o contetido fenolico das plantas e sobre os disturbios
fisiologicos fendlicos. A irradiagdo solar, a intensidade da luz e a qualidade também tém um
efeito importante no metabolismo fenolico, uma vez que afetam a biossintese de flavonoides
(NICOLLE et al., 2004). Além disso, sua contribui¢cdo para a fotossintese ¢ clara através da
coleta e transferéncia de energia luminosa para moléculas de clorofila. Em particular, as
moléculas de clorofila a e b sdo pigmentos vitais, que permitem a absor¢cdo de luz e
transferéncia de energia luminosa nos centros de reacao dos fotossistemas. De acordo com a
cultivar, o teor de clorofila e carotenoides pode variar (BASLAM et al., 2013).

Em estudo com cultivares de alface verde e vermelha, cultivadas em estufa sob
controle e expostas as radiagdes UV-A e UV-B, verificou-se que as alfaces verde e vermelha
diferiram em suas respostas as radiagcdes que podem ser atribuidas a mudangas dependentes
da luz nos niveis de seus fitoquimicos. O UV-B suplementar aumentou a concentracao de
carotenoides e clorofila de alface verde, enquanto reduziu os niveis destes compostos em
alface vermelha; esses resultados sugerem que a selecdo de variedades especificas de alface
para produgdo em estufa pode aumentar seus beneficios nutricionais (CALDWELL; BRITZ,
2006). Outra pesquisa em folhas de alface de coloracdao verde-escura quantificou nas folhas
externas da planta um teor 30 vezes maior de vitamina A que as internas (FRANCO, 1987).
A selecdo de cultivares especificas e a produgdo em estufas comerciais pode resultar em
alface com teor de fitonutrientes modificado (CALDWELL; BRITZ, 2006). Estudos
comparativos mostraram que cultivares de alface pigmentada vermelha apresentam
diferenca em seus conteudos fenodlicos e sua capacidade antioxidante em relacdo as
cultivares verdes, cultivadas nas mesmas condi¢des. Para a maioria dos casos a alface
vermelha apresentou maior teor nos componentes com bioatividade (MULANAGAL et al.,
2010; BASLAM et al., 2013; BECKER; KLRING, 2016).

Em analise de estabilidade de compostos bioativos entre cultivares de alface de cor
verde e vermelha em temperatura ambiente e em refrigeracdo a 4 °C por 12 dias, concluiu-se
que as alteragdes no teor de carotenoides foram maiores quando armazenados em
temperatura ambiente, aproximadamente 36% até o terceiro dia, de 8,41 a 5,42 mg / 100 g

de FW, sendo que essa alteragdo ndo foi observada quando as alfaces foram refrigeradas.
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Enquanto isso, o teor de antocianina total na alface vermelha ndo diminuiu
significativamente, indicando que as antocianinas possuem maior estabilidade durante o
armazenamento se comparada aos carotenoides. Este resultado sugere que os carotenoides
em alface verde sdo mais estaveis quando refrigerados do que a temperatura ambiente
(PARK et al., 2015). O gendtipo, juntamente com outros fatores ambientais, influencia a
propor¢ao de cada carotenoide; essa afirmativa ja pode ser constatada em outros compostos
bioativos, como as antocianianas (VOLPE et al., 2021). Liu et al. (2007) analisaram a
influéncia do periodo de cultivo sobre compostos bioativos e capacidade antioxidante e
constataram que a alface colhida em julho possuia maior capacidade antioxidante, medidos
pelo método DPPH, do que a alface colhida em setembro, sugerindo que as condigdes
ambientais poderiam influenciar o conteudo fenolico e a atividade antioxidante da alface.
Lourdes et al. (2014) mostraram que variedades de alface vermelha expostas a maior
intensidade de luz possuiam maior capacidade antioxidante e atividades enzimaticas. Além
disso, a resposta antioxidante em relagdo a luz foi principalmente dependente do potencial
genético das variedades. O PB-caroteno ¢ um carotenoide fotossensivel que pode ser
degradado pela luz (especialmente em UV A<425 nm) (GARCIA-FUENTES; TORRES;
ALONSO, 2003); assim ao absorver a luz, o sensitizador ¢ convertido em um estado tripleto
excitado que pode facilmente interagir com outra molécula e produzir radicais livres ou
oxigénio singleto altamente reativo (LOPEZ-RUBIO; LAGARON, 2011).

Com relacdo as antocianinas, as plantas ndo somente podem conter misturas desse
fitoquimico, mas também proporc¢des relativas que variam com o tipo de cultivo e a
maturidade da planta (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Diversos autores tém
relacionado o efeito dos fatores como luz e pH na degradacdo das antocianinas
(FLESCHHUT et al., 2006; RODRIGUEZ-AMAYA, 2019; WEBER et al., 2017). O
aumento da metilagdo aumenta a estabilidade das antocianinas, e diminui com um nimero
crescente de grupos hidroxila no anel B das antocianidinas (FEI et al., 2021). Porém, a alta
acidez favorece a estabilidade desse pigmento, que em meio acido encontram-se quase
totalmente em sua forma mais importante e mais estavel, que ¢ a de cation flavilium (KOO
et al., 2017). O processamento e o armazenamento dos alimentos provocam a degradagao
das antocianinas, e os principais fatores envolvidos sdo temperatura e concentracdo de
oxigénio. Outros fatores de menor importancia sao presenca de enzimas deteriorantes, acido

ascorbico, dioxido de enxofre, ions metéalicos e acgticares (DAMODARAN; PARKIN;



37

FENNEMA, 2010). A suplementacdo de radiacio UV-B pode afetar positivamente os

compostos fendlicos, especialmente as antocianinas (JIANG et al., 2016).

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Material

As sementes das cultivares de alface vermelha (Lactuca sativa L.) (Figura 11) foram
produzidas e doadas pela Empresa Sakata, sendo utilizadas quatro cultivares (Mila, Maira,

Carmin e Scarlet) as quais apresentam caracteristicas proprias, conforme descritas na Tabela

1.

Figura 11 - Cultivares de alface vermelha

1- Mila cv. 2- Maira cv. 3- Carmin cv. 4- Scarlet cv.
Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 1 - Caracteristicas das cultivares de alfaces utilizadas no experimento

Numero Nome da Nome botanico Grupo do cultivar Cor da folha Ciclo médio
cultivar

1 Mila Lactuca sativa L.  Mimosa Verde/vermelha 56 dias

2 Maira Lactuca sativa L. Mimosa Vermelha 56 dias

3 Carmin Lactuca sativa L. Crespa roxa Vermelha 60 dias

4 Scarlet Lactuca sativa L. Crespa roxa Verde/vermelha 60 dias

Fonte: Elaborado pela autora.

4.1.1 Material vegetal, montagem e conducio do experimento
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O experimento foi conduzido em ambiente protegido (estufas de cultivo) na
Faculdade de Agronomia, localizada no Setor de Horticultura do Campus do Vale da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) (Figura 12).

Figura 12 - Localizacdo geo

grafica do plantio das cultivares de alface (-30.070768, -51.139466)

DALC - Diretorio
Académicoll.eopoldo..

8 \
RU[GABRestaurante,
Universitario,

Fonte: Google Maps. Acesso em: 01 agosto de 2023.

As cultivares foram semeadas em bandejas de poliestireno de 128 células, contendo
substrato Carolina Soil®, mantidas em sistema floating até o transplantio, o qual foi
realizado aos 40 dias ap6s a semeadura. Foram utilizados vasos de 8 litros contendo o
substrato Carolina Soil®, onde foi adicionado 500 g/m® do adubo mineral PG
mix™ (formula 14-16-18). O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados para as quatro cultivares de alface com trés repeticoes.

Os vasos contendo as plantas foram dispostos sobre uma mesa divididos em blocos
de quatro linhas na bancada, com espacamento de 0,25 m entre linhas e entre plantas (Figura
13). Foram empregadas 12 mudas para cada cultivar, sendo que 4 plantas formaram uma
parcela. A irrigacao foi realizada a cada dois dias com um volume de 190 mL de 4agua por

planta.
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As plantas foram colhidas aos 40 dias ap6s o transplantio no periodo do inverno e 30
dias no periodo do verdo, quando apresentaram padrao comercial, sem indicios de
florescimento e com méaximo de desenvolvimento vegetativo. Em seguida, todas as amostras
foram congeladas, liofilizadas e acondicionadas em embalagens plasticas a vacuo a - 18 °C

até o momento das analises.

Figura 13 - Delineamento experimental utilizado no cultivo das alfaces

Bloco 1 Bloco Bloco

3
u
|
u
|
.

Delineamento experimental utilizado no cultivo das alfaces que consistiu em blocos ao acaso com 4
tratamentos e 3 repetigdes, os nimeros de 1 a 4 representam as 4 cultivares de alface.
Fonte: Elaborado pela autora.

4.1.2 Reagentes e padroes

Acetato de sodio, fosfato de sodio monobdsico e bibasico, fosfato de potassio
monobasico e bibasico foram obtidos da Neon Comercial® (S3o Paulo, Brasil). Acido
cloridrico, acido tiobarbitirico (TBA), acido formico, acido sulfurico suprapuro, acido
ortofosforico 85% acetona, éter de petrdleo, éter etilico, e perdxido de hidrogénio (H202)
foram obtidos pela Dinamica Quimica Contemporanea® (Sao Paulo, Brasil). Reagentes grau
HPLC como éter terc-metil-butilico (MTBE), acetonitrila, dimetilformamida e metanol
foram obtidos da Panreac® (Barcelona, Espanha).

O radical 2,2'-azino-bis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido  carboxilico), 4cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) foram obtidos da Sigma-Aldrich® (St Louis, Estados Unidos).

O padrao do carotenoide B-caroteno foi obtido pela Sigma-Aldrich®; a-caroteno e
zeaxantina pela Fluka Analytical® (Munique, Alemanha); e luteina pela Indofine Chemical

Company® (Nova Jersey, Estados Unidos). Os padrdes de acidos fendlicos como: galico,



40

clorogénico e caféico, catequina, epicatequina, galato de epigalocatequina, luteolina,
miricetina, quercetina e resveratrol e os padrdoes de antocianinas: cianidina-3-glicosideo,
cianidina-3,5-glicosideo, delfinidina-3-B-glicosideo, pelargonidina-3-glicosideo, delfinidina
aglicona, cianidina aglicona, malvidina-3,5-diglicosideo pelargonidina aglicona foram
obtidos da Sigma-Aldrich® (St Louis, Estados Unidos). Padrdo de &cido ascorbico foi
obtido pela Neon Comercial® (Sao Paulo, Brasil). Cartuchos strata SPE C18 (Phenomenex)
foi obtido pela empresa Allcrom® (Sao Paulo, Brasil).

A 4gua foi purificada pelo sistema Milli-Q® (modelo Integral 10). As amostras e
solventes foram filtrados por membranas Millipore 0,45um (Millex LCR 0,45 pm, 13 mm)

antes de serem injetadas no cromatografo.

4.2 Métodos

4.2.1 Compostos Bioativos

4.2.1.1 Carotenoides

O extrato de carotenoides foi preparado de acordo com Rodriguez-Amaya (2001). A
extracao exaustiva dos carotenoides foi feita com acetona e homogeneizacdo em Ultra-
Turraxe. Em seguida, foi feita a particdo, utilizando éter de petrdleo e éter etilico, e
saponificagdo com metanol 10 % KOH por 16 horas a temperatura ambiente e ao abrigo de
luz. Apos esse periodo o alcali foi removido e o extrato foi concentrado em evaporador
rotativo (Quimis®/Q334.2) (T < 25° C), seco em um fluxo de nitrogénio e armazenados a -
18° C para posterior quantificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia. No momento
da andlise, o extrato concentrado foi ressuspendido em 1 mL de éter terc-metil-butilico
(MTBE) colocado em ultrassom (Unique, modelo USC 1400) por 5 minutos e filtrado em
filtro (Millex LCR 0,45 um, 13 mm) para ser injetado em cromatografo.

As andlises foram realizadas em um cromatografo Agilent série 1100 (Santa Clara,
CA, EUA), equipado com um sistema solvente quaternario de bombeamento e um detector
UV-Visivel. Foi utilizada uma coluna de fase reversa C30 polimérica de 250 mm x 4,6 mm
ID, 3 um (YMC, modelo CT99S03-2546WT). Na fase movel foi utilizado um gradiente de
elui¢do inicial de dgua: metanol: MTBE a partir de 5:90:5, atingindo em 12 minutos 0:95:5,
em 25 minutos, 0:89:11, 0:75:25, em 40 minutos e, finalmente, 00:50:50 depois de um total
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de 60 minutos, com uma taxa de fluxo de 1 mL/min a 33° C. Os espectros foram realizados,
entre 250 e 600 nm e os cromatogramas transformados em um comprimento de onda fixo de
450 nm para carotenoides.

Os carotenoides foram identificados e quantificados por comparacdo dos tempos de
retencdo dos picos da amostra e de seus respectivos padroes, sob as mesmas condi¢des
cromatograficas e caracteristicas de absor¢ao no UV-vis. Para a quantificagdo, uma curva

padrao para carotenoides foi construida nos intervalos dos carotenoides (Tabela 2).

4.2.1.2 Antocianinas

As antocianinas foram extraidas conforme metodologia de Zanatta et al. (2005). O
extrato foi preparado a partir da adicdo de 30 mL de solugdo metanélica de HCI 1% a 0,1 grama
de amostra liofilizada que foi homogeneizada em Ultra-Turraxe. A extracdo foi repetida,
exaustivamente, até as amostras ndo apresentarem mais cor. Em seguida a solugao foi filtrada e
concentrada a vacuo, a uma temperatura de 38 °C. O extrato concentrado de antocianinas foi
filtrado (filtro Millex LCR 0,45 um, 13 mm), acondicionado em frasco ambar sob atmosfera de
nitrogénio e armazenado em freezer at¢ o momento das analises, que foram realizadas no
mesmo dia da extragao.

As condi¢des cromatograficas para a andlises das antocianinas foi proposta por
(VARGAS et al., 2016). Foi utilizado cromatdgrafo (Agilent®, Série 1100, Santa Clara,
EUA) equipado com um sistema de bomba quaterndria e um detector UV-visivel. Os
pigmentos foram separados em uma coluna de fase reversa C18 Shim-pak CLC-ODS (5 um,
250 x 4,6 mm), utilizando como fase movel um gradiente linear de elui¢do com 5% &cido
ortofosforico aquoso/metanol de 85:15 (v/v) a 20:80 em 25 minutos, sendo mantida essa
proporgao isocratica por 15 minutos. O fluxo da fase movel foi de 1,0 mL.min-1, o volume
de injecao foi de 5 puL e a temperatura da coluna mantida a 29 °C. Os cromatogramas foram
processados a 520 nm.

As antocianinas foram identificadas através de curvas que foram construidas a partir
dos padroes de cianidina 3-glicosideo, cianidina 3,5 diglicosideo, conforme Tabela 2,
efetuada por comparacao dos tempos de retencdo dos picos da amostra e do controle, nas
mesmas condicdes e através de dados disponiveis na literatura. A quantificagdo foi feita por

comparagdo da area do pico da amostra com a area do padrao injetado.
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Tabela 2 - Faixas de concentragdo, R?, limites de quantificacao (LOQ), limites de detecgdo (LOD)
dos padrdes de carotenoides e antocianinas

Compostos Bioativos Faixa de R? LOD (pg.g- LOQ
concentracio 1) (ng.g-1)

Carotenoides

Luteina (ug.g") 1-65 0,9991 0,069 0,115

Zeaxantina (ug.g™) 1-40 0,9997 0,956 0,159

B-caroteno (ug.g™!) 5-50 0,9998 0,653 1,089

Compostos Fenolicos

Acido caféico 0,36-12 0,9961 9,70 29,70

Antocianinas

Cianidina-3-glicosideo (mg.mL™) 5-40 0,9987 0,845 1,40

Cianidina-3,5-diglicosideo (mg.mL™) 16-84 0,9983 10,25 17,50

Fonte: Dados da pesquisa.
4.2.1.3 Compostos fendlicos antocianicos

A extragdo dos compostos antocidnicos das cultivares de alface foi realizada
conforme metodologia proposta por Bochi et al. (2015), com modificagdes. As amostras
liofilizadas foram adicionadas ao solvente de extracdo (metanol a 20% com acido
ortofosforico 0,35% em &gua destilada), na propor¢do de 0,2:10 (p/v), e deixadas sob
agitacdo magnética por 20 minutos. Em seguida, o homogeneizado foi filtrado a vacuo. Esse
processo de extracdo foi realizado em triplicata e repetido trés vezes até a auséncia de cor no
extrato, indicando a auséncia de compostos fendlicos antocidnicos. O extrato foi
concentrado em rotaevaporador (Quimis® Q334.2) para remog¢ao do metanol.

Fases moveis: A - acido ortofosforico a 3% em agua (v/v) e B - 100% de acetonitrila.
A separacao foi obtida usando um gradiente linear de 5% a 20% B em 30 min, 20% de B foi

mantido até 32 min. O fluxo foi de 0,8 mL.min"! e o volume de injec¢do foi de 5 pL.

4.2.1.4 Compostos fendlicos nao-antocianicos

Para extrair os compostos fendlicos nado-antocianicos, seguiu-se a metodologia
descrita por Rodrigues et al. (2013). Foram feitas extragcdes exaustivas utilizando-se Ultra-
turrax (IKA®, T25 digital 1/min x 1000) por 2 minutos, utilizando-se 20 mL da mistura de
metanol com agua destilada (80:20%; v/v) a 0,1 g da amostra liofilizada a temperatura
ambiente (22+£3° C). Em seguida, o extrato foi centrifugado (Hitachi, Himac, CR21 GIII,
Japao) a 10.000 g durante 10 minutos a 20° C e o sobrenadante foi transferido para um balao

volumétrico de cor ambar. Esse procedimento foi realizado em triplicata e repetido cinco
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vezes para todas as cultivares até a auséncia de cor. Os sobrenadantes foram combinados
obtendo um volume final de 100 mL (extrato de compostos fenolicos). Para a quantificagao
dos compostos fenolicos, os extratos foram rotaecvaporados (Quimis® QQ334.2) e
avolumados com a fase movel A ndo antocianica (agua MilliQ® e 4cido foérmico, na
proporcao de 99,9: 0,1%, v/v) para 25 mL em baldo volumétrico. Apds, as amostras foram
filtradas por membranas Millipore 0,45um (Millex LCR 0,45 um, 13 mm) e injetadas em
um cromatografo.

A auséncia de compostos fenolicos no sobrenadante foi verificada previamente
utilizando o reagente Folin-Ciocalteau, seguindo a metodologia proposta por Becatti et al.
(2010), com modificagdes. Foram adicionados 1375 pL do reagente de Folin-Ciocalteau
(Sigma-Aldrich Chemical®, St. Louis, EUA) preparado (375 mL de agua para 37,5 mL do
reagente) a 25 pL da amostra, que reagiram por 8 minutos. Em seguida, foram adicionados
600 pL de agua destilada e 500 pL de carbonato de sédio a 20%. A solucdo foi
homogeneizada e deixada em repouso durante 30 min ao abrigo da luz. A absorbancia foi
lida a 750 nm no espectrofotometro (Shimadzu UV-Vis 1800/08302).

Para os compostos ndo-antocianicos a fase movel A foi constituida por uma mistura
de 4dgua Milli-Q® e acido férmico (99,9:0,1%, v/v) e a fase mdovel B por uma mistura de
acetonitrila e acido formico, nas mesmas proporcdes (99,9:0,1%, v/v), em um gradiente
linear de 99:1 (v/v) fase méovel A/B para 50:50 (v/v) A/B por 50 minutos, e entdo 50:50
(v/v) A/B para 1:99 (v/v) A/B por 5 minutos. Essa razdo foi mantida por mais 5 minutos. A

taxa de fluxo da corrida foi de 0,7 mL.min™! a 29 °C e o volume de inje¢do de 5 pL.

Procedimentos de purificacio SPE- C18

Os extratos antocianicos e ndo-antocidnicos foram purificados conforme descrito por
Rodriguez-Saona e Wrolstad (2001) com algumas modificagdes. Os cartuchos de extracao
em fase solida (SPE) CI18 (Strata, Phenomenex, Torrance, CA) foram previamente
condicionados com metanol e dgua acidificada com HCI 0,01%. O cartucho foi carregado
com a amostra. Os compostos polares foram eluidos com dois volumes de solugdo aquosa
com HCI 0,01%. Os compostos fendlicos ndo-antocianicos foram eluidos usando acetato de
etila e os antocidnicos foram eluidos com metanol acidificado (com HCI 0,01%). Os extratos

foram concentrados em rotaevaporador rotativo (36 °C), e as amostras foram reconstituidas
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em 1 mL da fase mével A ndo antocianica (dgua MilliQ® e 4cido féormico, na propor¢do de
99,9: 0,1%, v/v). Ap6s, as amostras foram imediatamente injetadas no aparelho HPLC-

DAD-MS/MS.

4.2.1.5 Compostos fendlicos nao-extraiveis (CFNE)

Os CFNE foram obtidos a partir do tratamento de residuos so6lidos (pellet), gerados
na extracdo de CFE, com um solvente contendo acido forte. O sedimento foi submetido a
hidrolise utilizando 10 mL de metanol acidificado com HCI (15%, v/v) por 15 minutos em
banho-maria a 90 °C. O extrato obtido foi colocado em repouso por 10 minutos em
temperatura ambiente e posteriormente centrifugado a 3000 g por 5 minutos (4 °C), entdo o
sobrenadante foi transferido para um frasco de fundo plano e o procedimento repetido. Apos
a segunda hidroélise, o sedimento foi extraido com metanol 7 vezes para garantir a extra¢ao
completa de CFNE. Os extratos foram combinados e concentrados em um evaporador
rotativo para remog¢ao do metanol. Extratos aquosos de CFNE foram filtrados em filtros de

acetato de celulose (0,22 um) antes da anélise por LC-DAD-ESI-MS / MS.

4.2.2 Atividade antioxidante (método ABTS)

Para a determinagdo da atividade antioxidante, foi feito um extrato utilizando-se 0,1
g de cada cultivar. Esse extrato foi homogeneizado e centrifugado a 15000 rpm por 15 min.,
sendo o sobrenadante recolhido, filtrado e entdo analisada sua atividade antioxidante pelo
método ABTS (2,2-azino-bis (ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt),
conforme metodologia descrita por Rufino et al. (2007), com algumas modifica¢des. O
radical ABTS foi gerado através da reacdo de 5 mL de solugdo aquosa de ABTS (7 mM) e
88 uL de solucao de persulfato de potassio a 140 mM (2,45 mM concentragdo final). A
mistura foi acondicionada na auséncia de luz por 14h e apos esse periodo foi diluida em
etanol até obter absorbancia de 0,700 + 0,02 a 734 nm utilizando espectrofotometro da
marca SHIMADZU, modelo UV-1800. Uma amostra de 30 pL do extrato das cultivares e do
antioxidante padrao Trolox (4acido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano)
reagiram com 3 mL da solugdo resultante do radical verde-azulado ABTS na auséncia da

luz. O decréscimo da absorbancia a 734 nm foi medido depois de 6 minutos. Foi feita uma
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curva padrdo linear entre 500-1500 uM de Trolox. Os resultados foram expressos como

TEAC (Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox) em uM/g de amostra seca.

4.2.3 Analise dos resultados

A influéncia da cultivar, época de cultivo e seu efeito interativo sobre os compostos
estudados foram avaliadas por analise de variancia bidirecional (ANOVA) utilizando o
software data R 4.1.0. Diferencas estatisticamente significativas foram observadas em todos
os componentes com valor de p<5%, com valor de p<0,1% para a maioria deles. As
diferencas entre as médias dos tratamentos foram calculadas usando trés repeticdes, de
acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). Um teste de analise de componentes principais
(PCA) foi realizado. Os dados foram padronizados (matriz de correlacdo) e submetidos a
PCA. Os coeficientes de correlagdo foram estabelecidos pela correlagdo produto-momento

de Pearson.
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5 ARTIGOS CIENTIFICOS

5.1 ARTIGO 1: INFLUENCE OF CULTIVAR AND SEASON ON CAROTENOIDS
AND PHENOLIC COMPOUNDS FROM RED LETTUCE.
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Food Research International, 155 (2022), Article 111110

ABSTRACT

This paper presents complete HPLC profiles and MS spectrometric data of bioactive
compounds from four cultivars of red lettuce produced in winter and summer and their
antioxidant capacity. The experiment was carried out in a greenhouse, where red curly
lettuce was cultivated: Mila, Maira, Carmin and Scarlet. The cultivar and season have not
influenced the qualitative profile of carotenoids (CAR) and phenolic compounds (PC) of red
lettuce. Instead, the season influenced the concentration of these components in all cultivars.
The levels of phenolic compounds were significantly higher in winter, while the levels of
carotenoids were higher in summer. Ten anthocyanins were identified (cyanidins and
delphinidins). The main carotenoid found was the all-frans-p-carotene (45-48%), followed
by lutein (13-20%) and zeaxanthin (11-15%). Major phenolic compounds include 5-
caffeoylquinic acid, rutin and amentoflavone. Red lettuce cultivars have their main bioactive
compounds described and compared within the variety and within the growing season.
Different season and different lettuce cultivars may differ in the content of their bioactive

compounds and in their antioxidant capacity.
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1 INTRODUCTION

In Brazil, the vegetable that is most cultivated is lettuce, comprising 49.9% of the
area, followed by cabbage, with 15.3%; and kale, with 6.1%. Lettuce is cultivated 86.8
thousand hectares by more than 670 thousand farmers, reaching a total volume of 575.5
thousand tons. The main types of lettuce cultivated and consumed in the Country, in order of
importance, are as follows: crisphead, American, garden lettuce and Romaine (Brazilian
horti&fruti Yearbook, 2019).

Lettuce is classified in curly, flat leaf and American lettuce, and it is mainly used in
natura, as a salad, but can also be found in soups, sandwiches, and wraps. This vegetable
has good sensory characteristics, low calories, sodium, and fat content. Besides it is rich in
fiber, it has high levels of vitamins such as pro-vitamin A, vitamins C, B1, B2 and minerals
calcium and iron (KIM et al., 2018; RADIN et al., 2004)

Carotenoids are the most widely distributed tetraterpene pigments in nature
responsible for the yellow, orange, red and purple colors, and are present in photosynthetic
bacteria, some species of archaea and fungi, algae, plants and animals (MAOKA, 2020). The
main carotenoids found in lettuce are violaxanthin, lutein and B-carotene (KIM et al., 2018;
SUNG PARK et al, 2015). The red color of lettuce is the result of anthocyanin
accumulation, it can be conferred by genetic factors, light condition and/or by some color
enhancer gene, and the presence of this gene eliminates the need for light to generate color
intensity (WIEN, 2000). The phenolic compounds of lettuce have been widely investigated

due to their antioxidant properties (LLORACH et al., 2008). The content of phenolic
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compounds and the antioxidant capacity of leafy vegetables were analyzed and the results
varied depending on the species, growth stage, and the specific phenolic compounds
(SYTAR et al., 2018).

In addition to providing color to plants, pigments are involved in photosynthetic
processes in defenses against the light, stress avoiding the formation of reactive oxygen
species, among others. Currently, many studies correlate fruit and vegetable consumption
and their health benefits because they are rich sources of bioactive compounds. These
compounds can have antioxidant, anti-inflammatory, and anticancer activities and reduce the
risk of heart disease (ENAM; GORDON, 2017).

The accumulation of secondary metabolites in plants depends on external
(environmental) factors. The content of phytochemicals in plants can be influenced by
adjusting cultivation conditions, such as temperatures of the planting period, light intensity,
quality, and photoperiod, and the concentration of CO2 (SUNG PARK et al., 2015). Other
factors that are also important and may influence the type and concentration of the pigments
and bioactive components in the lettuce are the type of cultivar and the stage of maturity at
harvest (LOPEZ et al., 2014). Photosynthetically active radiation (PAR) is the fraction of the
spectrum of global solar radiation between the lengths of 0.4 to 0.7 pm, which is used in the
process of photosynthesis (FINCH et al., 2004). The PAR (photosynthetically active
radiation) is an important marker for studies in areas related to plant physiology and
agricultural sciences, as they are directly associated with the production of biomass,
morphology and plant growth. Further important climatic factor is temperature, which is
directly linked to light, as it affects the rates of photosynthesis, metabolism, hormonal
regulation and the distribution of metabolites between the different parts and organs of

plants (FRANKLIN et al., 2014).
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Studies focused on the composition of bioactive compounds related to red lettuce
cultivars type and cultivation periods are still limited. Furthermore, data on phytochemicals
in red lettuce cultivars grown in southern Brazil, which has an intense cold and heat seasons,
are not well established. Then, this research aimed to identify and quantify the contents of
compounds such as carotenoids, anthocyanins and phenolics in four cultivars of red lettuce
produced under different climatic conditions, winter and summer, mainly because lettuce

represents a vegetable consumed during all periods of the year.

2 MATERIAL AND METHODS
2.1 Reagents and standards

Analytical grade reagents such as sodium acetate, monobasic and dibasic sodium
phosphate, potassium phosphate monobasic, and dibasic and potassium persulfate were
obtained from Commercial Neon® (Sdo Paulo, Brazil). Hydrochloric acid (HCI), supra pure
sulfuric acid, 85% orthophosphoric acid, acetone, ethanol, methyl alcohol, petroleum ether,
and ethyl ether were obtained from Dindmica Quimica Contemporanea® (Sdo Paulo, Brazil).
High-performance liquid chromatography (HPLC) grade reagents such as metil tert-butyl
ether (MTBE), acetonitrile, dimethylformamide, and methanol were acquired from Panreac
AppliChem® (Barcelona, Spain). Standards of ABTS radical [2,2'-azino-bis-(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid] and Trolox ((#)-6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchromane-2-carboxylic acid), (all-E)-B-carotene, cyanidin-3-glucoside, were
purchased from Sigma-Aldrich® (St Louis, USA). Fluka Analitycal® donated zeaxanthin,
(all-E). Lutein was obtained from Indofine Chemical Company (New Jersey, USA). Caffeic
acid purchased from Sigma-Aldrich® (St Louis, USA) and cartridge strata SPE Cisg

Phenomenex® from Allcrom (Sao Paulo, Brazil). Purified water obtained through a Milli-Q®
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system (Integral, 10). The samples and solvents filtered through Millipore 0,45 pm

membranes (Millex LCR, PTFE 0,45 pm, 13 mm).

2.2 Plant material and treatment

Four cultivars of lettuce (Lactuca sativa L.) were studied. The cultivars Mila and
Maira are from the oak leaf group; they present leaf color green/red and red, respectively.
The cultivars Carmin and Scarlet belong Leaf group and have leaf and red and green/red

colors respectively (Figure 1).

Figure 1 - Four red lettuce cultivars, leaf shapes, and colors

The experiment was conducted in a protected environment (cultivation greenhouses)
at the Faculty of Agronomy, located in the Horticulture Sector of the Federal University of
Rio Grande do Sul, Brazil (30° 04° 14.0 S, 51° 08’ 23.6 W). The cultivars were sown in 128

cell polystyrene trays containing Carolina Soil® substrate, kept in a floating system until
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transplantation. The transplant was carried out at 63 days (in winter) and 26 days (in
summer) after sowing.

For this reason, 8-liter pots containing Carolina Soil® substrate were used, where 500
g.m™ PG mix ™ mineral fertilizer (formula 14-16-18) was added. The experimental design
was a randomized block design for the four lettuce cultivars with four replications in three
blocks (totaling 48 plants, being 4 cultivars x 4 repetitions x 3 blocks). The pots containing
the plants were arranged on a table divided into four-row blocks on the bench, with 0.25 m
spacing between rows and between plants. Twelve seedlings were used for each cultivar,
and four plants formed a plot. Irrigation was performed every two days with a volume of
190 mL (for winter) and 250 mL (for summer) of water per plant.

The plants were harvested when presented commercial pattern, without evidence of
flowering and maximum vegetative development. The samples were harvested at 40 and 31
days for periods of winter and summer, respectively. All samples were then frozen,
lyophilized, homogenized and packed in plastic vacuum containers at -18 °C until the time
of analysis. Temperatures were measured in the mornings and afternoons with a maximum-
minimum thermometer (Zurich Industria e Comércio LTDA, Sao Paulo, Brazil), the
minimum and maximum values found in the present experiment were from 13 to 27 °C for
the winter period and 24 to 37 °C for the summer period. The PAR was measured with a
photometer (LI-250A Light Meter, LI-COR® Biosciences, Lincoln, NE, USA) equipped with
a quantum sensor (LI-190R, LI-COR® Biosciences), the average of PAR was 629.27 umol.

s"l.m™ for the winter period and 1036.53 umol.s'.m for the summer.

2.3 Extraction of bioactive compounds

Carotenoids
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Carotenoids were exhaustively extracted in triplicate according to Rodriguez-Amaya
(2001). Approximately 100 mg of the lyophilized sample was homogenized with 20 mL of
acetone in Ultra-Turrax for 3 minutes (IKA®/ digital T25/ 1/min x 1000), this process was
repeated until the extract had no more color, in this case, 4 repetitions were necessary.
Subsequently, partitioning was performed with a mixture of petroleum ether and ethyl ether
[1:1 (v/v)], and the sample was saponified with the 10 % methanolic KOH solution
overnight at room temperature, followed by removal of the alkali by washing with distilled
water, the extract was concentrated on a rotary evaporator (Quimis® / Q334.2) (T < 25 °C),
dried in a stream of nitrogen and stored in amber tubes in the freezer (-18 °C). For analysis,
the dried extract was resuspended in 1 mL of MTBE by sonication (Unique®, USC 1400A
model) for 5 minutes and filtered through a 0.45 um membranes (Millex LCR, PTFE 0,45

um, 13 mm) and quantified by high-performance liquid chromatography (HPLC).

Phenolic compounds

Non-anthocyanin phenolic compounds were extracted exhaustively according to the
methodology of Rodrigues et al. (2013) with modifications. Approximately 0.1 g of the
lyophilized sample was homogenized with 20 mL of a mixture of methanol:water (80:20;
v/v) in ultra-turrax (IKA®, digital T25 1/min x 1000) for 2 minutes at room temperature (21
°C). The extract was centrifuged (Hitach CR21 GIII-Himac) at 15,000 g for 10 minutes at 20
°C and the supernatant was transferred to an amber volumetric flask. This procedure was
performed in triplicate and repeated six times for the winter samples and five times for the
summer sample until no color was found. The supernatants were combined, and the final
volume concentrated on a rotary evaporator (Fisatom®, Model 801) (T < 25 °C) and

resuspended to a 25 mL volumetric flask of the mobile phase A. The samples were filtered
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on a 0.45 pm Millex LCR filter and immediately injected into the HPLC. The absence of
phenolic compounds in the supernatant was previously verified with Folin-Ciocalteau
reagent, with modifications (BECATTI et al., 2010; SINGLETON; ROSSI, 1965).

The extraction of anthocyanins was performed according to the methodology
proposed by Vargas et al., (2016) with modifications. The compounds were exhaustively
extracted from the freeze-dried sample (100 mg) with 20 mL of a 1% methanolic HCI
solution and homogenized in ultra-turrax (IKA®, digital T25 1/min x 1000). After that, the
solution was vacuum filtered and repeated thoroughly until sample color loss. Finally, the
extract was evaporated (Fisatom®, Model 801) (T < 25 °C) to remove methanol and
resuspended to a 10 mL volumetric flask. Afterward, the anthocyanin extract was filtered
Millex LCR 0.45 um and injected in the chromatograph. Before identification analysis, the

phenolic compounds extracts were purified (RODRIGUEZ-SAONA; WROLSTAD, 2001)

SPE clean-up procedure

Anthocyanin and non-anthocyanin extracts were purified according to Rodriguez-
Saona and Wrolstad (2001) with modifications. Solid-phase extraction C18-E cartridges
Phenomenex® (Strata, Torrance, USA) previously activated with methanol and conditioned
with acidified water (0.01% HCI) was used. The cartridge was loaded with the sample, and
the polar compounds were washed with two volumes of aqueous acid solution (0.01% HCI).
No anthocyanin phenolic compounds were eluted using ethyl acetate and anthocyanins with
acidified methanol (0.01% HCI). The extracts were concentrated on a rotary evaporator, and
the samples reconstituted in 1 mL of the mobile phase. The extracts were injected into the

HPLC-DAD-MS / MS apparatus.
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2.4 Chromatographic conditions

To identify the carotenoids, the phenolic compounds non-anthocyanics and the
anthocyanins, a Shimadzu® (Kyoto, Japan) HPLC apparatus was used equipped with two
pumps (Shimadzu LC-20AD), a degasser (Shimadzu DGU-203R), a column oven
(Shimadzu CTO-20A), system connected in series to a diode array detector (DAD)
(Shimadzu SPD-M20A) and a mass spectrometer (MS) (model micrOTOF-QIII, Bruker
Daltonics, Bremen, Germany), with quadrupole analyzer — time of flight (Q-Tof) and
electrospray ionization source (ESI) for phenolic and APCI for carotenoids.

The carotenoids were quantified according to Rodriguez-Amaya (2001) using an
Agilent® chromatography equipment, 1100 series (Santa Clara, CA, USA), equipped with a
quaternary solvent pumping system (G1311A — DE14917573 Agilent 1100 Series,
Waldbronn, Germany) with a UV-Vis detector (G1314B — DE71358944 Agilent 1100
Series, Waldbronn, Germany), and a fluorescence detector (G1321A- Agilent 1100
Series, Waldbronn, Germany). The carotenoids were separated on a C30 reversed-phase
polymeric column (YMC, model CT99S03-2546WT) [250 mm x 4.6 mm, 3 pm] using as
mobile phase water:methanol: MTBE, from 5:90:5 (v/v/v), reaching 0:95:5 (v/v/v) in 12
min, 0:89:11 (v/v/v) in 25 min, 0:75:25 (v/v/v) in 40 min, and finally 00:50:50 (v/v/v), after
a total of 60 min, with a flow rate of 1 mL.min"!, an injection volume of 5 uL, and the
column temperature set to 22 °C. The chromatograms were processed at 450 nm, and the
results were expressed in pug.g”' sample (dry weight). The carotenoids were identified by
following the method proposed by Diprat et al. (2020), using C30 YMC column (Ireland)
[250 mm x 4.6 mm, 5 um], and as mobile phases a linear gradient of methanol/MTBE
mixture from 95:5 (v/v) to 70:30 (v/v) over 30 min, followed by a 50:50 (v/v) for 20 min;

this ratio was kept up to 60 min. At 62 min, it returned to the initial condition (5 % MTBE)
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and was maintained for 5 min, with a flow rate of 0.9 mL.min"!, an injection volume of 20
pL.

The phenolic compounds (non anthocyanics) were quantified using a Waters
Alliance (2695, Milford, MA, USA) chromatograph connected to a diode array detector
(DAD 2996), column C18 Phenomenex (Synergi TM, Allcrom®, Sdo Paulo, Brazil) [250
mm x 4.6 mm, 4 pm]. The quantification and identification of non-anthocyanin phenolic
compounds was following the method proposed by Schmidt et al. (2020), it was used as
mobile phases a linear gradient of Milli-Q® water/formic acid mixture [99.9: 0.1 %, (v/v)] -
solvent A, and acetonitrile/formic acid mixture [99.9: 0.1 %, (v/v)] — solvent B; from 99:1
(v/v) A/B to 50:50 (v/v) A/B over 50 min, and then from 50:50 (v/v) A/B to 1:99 (v/v) A/B
over 5 min, maintaining this latest condition for more 5 min Rodrigues et al. (2013). The
flow rate was 0.7 mL.min"!, the column temperature was at 29 °C, and the injection volume
was 20 pL. The UV-Vis spectra obtained between 200 and 600 nm, and the chromatograms
processed at 280, 320, and 360 nm. The mass spectra acquired with a scan range from m/z
100 to 1000. MS parameters were defined as follows: ESI source in negative mode; capillary
voltage, 3000 V; dry gas temperature (N2), 310 °C; flow rate, 0.35 L.min"'; nebulizer gas, 4
bar. MS/MS was set in automatic mode.

The anthocyanins were quantified using a chromatograph (Agilent®, Series 1100,
Santa Clara, USA) equipped with a quaternary pump system and a UV-visible detector; the
compounds were separated with a reversed-phase C18 Shim-pak CLC-ODS column [250
mm X 4.6 mm, 5 pm]. It was used as mobile phases a linear gradient of Milli-Q water/formic
acid [96:4 (v/v)] (solvent A), and 100 % methanol (solvent B); from 85:15 (v/v) A/B to
20:80 (v/v) A/B in 25 min, maintaining this isocratic ratio for 15 min, according to

conditions established experimentally (VARGAS et al., 2016). The flow rate was 1 mL/min,
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the injection volume was 5 pL, and the column temperature maintained at 29 °C. The
chromatograms were processed at 520 nm. To identify the anthocyanins, it was used C18
Merck reverse-phase column [250 mm x 4.6 mm, 5 um]; the mobile phase flow was 0.8
mL/min, the injection volume was 5 pL, and the ESI source was in positive mode.

Results were expressed in micrograms per gram of sample and the limits of detection
(LOD) and quantification (LOQ) were, respectively, 0.069 pg.g! and 0.115 pg.g™! for lutein;
0.956 pg.g™! and 0.159 pg.g! for zeaxanthin; 0.653 pg.g™! and 1.089 ng.g! for B-carotene;
0.845 ng.g! and 1.405 pg.g! for cyanidin-3-glucoside; and 9.7 pg.g!' and 29.4 pg.g! for
caffeic acid.

The limits of detection and quantification and the linearity range are shown in Table
S1 in the supplementary material. Compounds that did not have a standard for quantification
were quantified in equivalents, and the definition of which standard should be used for
quantification was based on similarity of UV-visible absorption and class of compounds.
Mass spectrometry (MS) data were processed using Data Analysis 4.3 software (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany). Other combined parameters were used to identify the
compounds: UV-visible spectral characteristics (Amax), elution order, retention time, MS
spectral characteristics and comparison with data available in the literature and in the

Pubchem database.

2.5 Antioxidant capacity

The antioxidant activity of the methanolic extract was measured using 2,2-azino-bis-
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) was assessed as described by (RUFINO
et al., 2007) For the extract, 0.1 g of the lyophilized sample was diluted with 20 mL of 50%

methanol and homogenized in ultra-turrax® (IKA®, digital T25 / 1 min. x 1000) and allowed
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to stand for 60 minutes in the dark. Then the extract was centrifuged at 25,400 g for 15
minutes, and the supernatant was transferred to a 50 ml amber volumetric flask. This process
was repeated using 70 % acetone. Test tubes of three different dilutions were prepared in
triplicate from the obtained extract. In a dark environment, a 100 pL aliquot of each dilution
extract transferred to test tubes containing 1.0 mL of ABTS radical. The tubes were
homogenized on a shaker, and after 6 minutes of mixing the reading was taken at 734 nm on
a spectrophotometer (Shimadzu UV-Vis 1800/08302). The results were expressed as Trolox
equivalent (uM TE/g of sample) in dry weight. The analysis was conducted in the dark

under controlled temperature (22 °C).

2.6 Statistical Analysis

Statistical analysis and the influence of cultivar, cultivation period and their
interactive effect on the compounds studied were evaluated by two-way analysis of variance
(ANOVA) using data R 4.1.0 software. Statistically significant differences were observed in
all components with p value<5%, with p value<0.1% for most of them. Differences between
treatment means were calculated using three replications, according to Tukey's test (p <
0.05). A principal component analysis (PCA) test was performed. Data were standardized
(correlation matrix) and submitted to PCA. Correlation coefficients were established by

Pearson's product moment correlation.

3 RESULTS AND DISCUSSION
The carotenoid composition of four cultivars of red Lactuca sativa L. in winter and
summer is shown in Table 1. Twelve carotenoids were separated and tentatively identified

by HPLC-DAD-APCI-MS/MS (Figure S1, Supplementary material). Nine carotenoids of
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four red lettuce cultivars were quantified in two growing seasons, winter and summer, and
only one was not identified (peak 5). The peak spectra and MS/MS fragments were obtained
from the most abundant ion in the MS experiment (see additional Table S2 in supplementary
material). The overall statistical analysis presented in Table 2 shows that both factors,
species and season, have significant effects (p < 0.001) on all bioactive compounds of the
lettuce studied. All bioactive compounds showed interaction with seanson and cultivar,
except for the not identified carotenoid (Table 1).

Principal components analysis (PCA) was applied to improve the visualization of the
results. Figure 2 shows PCA with the lettuce cultivars and the evaluated attributes (bioactive
compounds) of spatial distribution to simplify the results of visualization, as represented by
Principal Components 1, 2, and 3, which make up 83.27% of the total.

The main carotenoid found for all lettuce cultivars studied in winter and summer
were all-frans-p-carotene (peak 11), representing about 45-48 % of the total carotenoids,
followed by all-trans-lutein (peak 8) with 13-20 %, all-trans-zeaxanthin (peak 9) making up
about 11-15 %, and compared to other green leafy vegetables, lettuce also contains all-trans-
lactucaxanthin (peak 6) with 7-10 %.

According to Tables 1 and 2 and the PCA (Figure 2), represented by the main
components 1 and 2, the contents of most carotenoids and total carotenoids of the cultivar
Mila did not vary in relation to the season. However, the other species varied their levels
according to time, with higher concentrations in the summer. When compared in each
growing season, Mila and Maira in winter showed the greatest differences in total carotenoid
contents. The content of b-carotene was higher for Mila, among the other cultivars there was
no significant difference. In the summer period, Mila and Carmin did not differ in their

contents of total carotenoids and B-carotene. The values of total carotenoids for Maira cv
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were 1490.25 and 2040.25 pg.g-1 DW (dry weight), winter and summer, respectively. The
Maira S, in addition to obtaining the highest total carotenoid content, also had the highest 3-
carotene content (943.37ug.g’') among all samples analyzed.

However, the proportion of carotenoids in lettuce may differ, as reported by Sung
Park et al. (2015) who found that when evaluating stability of bioactive compounds among
green and red lettuce cultivars they found lutein (26 %) as the main carotenoid, followed by
B-carotene (23 %) and violaxanthin (23 %), respectively, these three compounds accounted
for 72 % of the total carotenoids. Other results were reported by Kim et al. (2018) that when
evaluating different red and green lettuce cultivars, they found PB-carotene as the main
carotenoid (50 % of total carotenoids), followed by lutein (20 %), lactucaxanthin (13 %),
violaxanthin (11 %) and neoxanthin (6 %). They also confirmed the significant presence of
lactucaxanthin in lettuce cultivars, which have in their structure € ring, which are rare (¢,e-
carotene-3,3'-diol, C40Hs602, M.W. = 568.87) in the vegetable kingdom there are commonly
carotenoids with rings o and B (SIEFERMANN-HARMS et al., 1981). A recent study
related lactucaxanthin in lettuce with inhibition of a-amylase and a-glucosidase activity and
may have medical and nutritional relevance in the treatment of diabetes (GOPAL et al.,
2017). Lutein, common in higher plants, is one of the main carotenoids found in lettuce

(CALDWELL; BRITZ, 2006; NICOLLE et al., 2004).



Table 1 -Carotenoid content of four cultivars of red lettuce in winter (W) and summer (S) obtained by HPLC-DAD
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Rt

Peak Carotenoids (min) Mila W Mila S Maira W Maira S Carmin W Carmin S Scarlet W Scarlet S

(di-Z)-violaxanthin 6.2 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

2 (all-E)- 7.4 ND ND ND ND ND ND ND ND
violaxanthin

3 (9-Z)-Violaxanthin1 8.2 44.46 + 3.624 4728 +2.814 39.68 +3.084 88.09 + 6.732b 65.02 +£3.74¢ 89.92 +£ 6.592 63.82 +£2.53¢ 75.85 +£4.01b

4 (all-E)- 8.6 41.81 £ 4.96% 41.13 £2.54% 29.14 +£3.05¢ 4222 +2.67% 35.01 +2.04% 34.50 + 1.74% 35.37 +2.38b¢ 4541 £4.55*
luteoxanthin'
not identified? 9.2 13.52 + (0.89bed 21.31+2.142 13.37 + 3.39b«d 18.99 £ 0.23¢ 11.31 +£2.394 17.35 + 0.08abc 12.31 £0.90 18.37 £ 1.45%
(all—E)- 10.2 156.11 £3.16%  150.95 + 8.982b 108.42 +7.04° 146.71 +£17.35%  149.99 + 5.53% 168.22 £11.59? 141.39 £ 5.97° 164.47 + 3.342b
lactucaxanthin!

7 (1 3z)- lutein and/or 114 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
(13°z)-lutein +
(all-E)- lutein! 124 266.34 + 12.13%4 289.56 + 12.18b¢ 24597 +15.08% 365.11 +10.332  220.10 + 14.45¢ 232.66 +£9.63¢ 31522 +791b 315.12 + 8.45b
(all-E)-zeaxanthin2 14.5 195.59 + 6.03b 201.17 £6.25°  199.10 +21.71®  247.65 +3.412 246.52 +21.402 217.70 £20.75®  179.66 £21.59®  206.07 + 8.79%®

10 (13-Z)- B-carotene3 274 61.14 +2.26° 62.03 +2.08° 54.67 + 1.24% 75.97 £ 5472 51.57 £ 1.51b¢ 48.17 + 6.35¢ 38.66 + 1.95¢ 83.32+5.07*

11 (all-E)-B-carotene3 33.9 842.51 +14.13% 800.11 £26.91° 723.76 + 45.48° 943.37 £40.02*  747.34 +11.36° 790.18 +£27.08%  708.91 + 46.49¢  865.48 +29.00%

12 (9-Z)-B-carotene3 36.1 109.79 + 7.48*  104.73 + 1.082> 76.13 +£3.99¢ 112.13 £6.532 91.51 + 3.49bc 102.18 +2.70% 78.57 £ 9.88¢ 103.05 + 6.082>
Total carotenoids 1731.29 + 171827 £ 1490.25 + 2040.25 + 1618.37 + 1700.89 =+ 54.25¢ 1573.92 + 1877.15 £ 24.56°

35.27¢ 44.06¢ 70.85¢ 46.622 33.98¢de 47774

Results expressed in pg/g dry basis. Values are the mean of three replications (+ standard error). Superscripts in uppercase: the peaks were quantified as lutein equivalents (1),
zeaxanthin equivalents (2), and B-carotene equivalents (3). Different superscripts in the same line indicate a significant difference (p < 0.05). ND.: not detected. < LOQ: value
lower than the limit of quantification. Rt: Time retention. W- winter, S — Summer.



Table 2 - p Two-way ANOVA values for bioactive compounds and antioxidant activities of red lettuce
cultivars planted in winter and summer.

DF Carotenoids (C)
Factor lactucaxanthin Lutein Zeaxanthin B-carotene Total C
Cultivar (C) 3 <0.0001 <0.0001 <0.001 0.012 0.01
Season (S) 1 <0.001 <0.0001 0.045 <0.0001 <0.0001
C*8 3 0.006 <0.0001 0.002 <0.0001  <0.0001
DF Phenolics compounds (PC)
Factor 5-CQA Chlrogenic acid Caffeic acid  3,4-DCQA  Total PC
Cultivar (C) 3 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Season (S) 1 <0.001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
C*s 3 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.01 <0.0001
DF Anthocyanins (A) Antioxidant activity
Factor C3G C3-6”-SG Total A ABTS
Cultivar (C) 3 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Season (S) 1 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
C*s 3 <0.0001 <0.0001 <0.001 <0.0001

DF: Degrees of Freedom, 5-CQA: 5-Caffeoylquinic acid, 3,4-DCQA: 3,4-Dicaffeoylquinic Acid, C3G: Cyanidin 3-
glucoside, C3-6”-SG: Cyanidin 3-(6"-succinyl) glucoside

Figure 2 - Principal components analysis (PCA) of bioactive compounds (carotenoids and phenolic
compounds) of four cultivars of red lettuce: Mila Summer, Mila Winter, Scarlet Summer, Scarlet Winter,
Maira Summer, Maira Winter, Carmin Summer, Carmin Winter.
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Maturation can cause changes in the content and/or profile of carotenoids (KIM et al., 2018)
since light stimulates their synthesis. The degree of exposure to light during the development of the
plant can also affect their concentration (FREDE; SCHREINER; BALDERMANN, 2019). At large,
red lettuce cultivars have a significantly higher carotenoid content than green/red and green lettuce
(KIM et al., 2018). In our study, one of the most intense red colored lettuces (Maira) showed a
higher concentration of total carotenoids in the summer period, where there was a greater incidence
of sunlight. Ili¢ et al. (2017) in a study on the influence of light on the quality of lettuce, found that
the content of carotenoids was significantly higher in shaded lettuce leaves than in control plants,
produced in open fields, with the shade condition being used to reduce impacts high intensity of
light, which can reach about 2,000 pmol s m?. Additional radiation generates reactive oxygen
species that can cause photoinhibition if not eliminated by carotenoids (BERGQUIST et al., 2007).
The summer climate conditions in which lettuces were grown, with temperature ranging from 22 to
37 °C and PAR of 1036.53 pmol s”! m?, seem to have contributed to the higher carotenoid content
in relation to the winter period. In all the samples evaluated and in the two cultivation seasons, 3-
carotene was the major, representing approximately 45 % of the total carotenoids, this carotenoid
has a greater potential for vitamin A. Vegetables and fruits are the principal sources of carotenoids
and their composition constitutes an essential role in diet due to vitamin A activity (HASKELL,
2013).

The HPLC-DAD-MS/MS method allowed the separation and identification of the phenolic
compounds based on the interpretation of their fragmentation patterns obtained in four cultivars of
red Lactuca sativa L. in winter and summer and is shown in Table S3 (Supplementary material).
Tentative identification was based on UV—vis and mass spectra as well as relative HPLC retention

times, standards and published data. Fifteen phenolic compounds were tentatively identified, in
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which the four main found were 5-caffeoylquinic acid, amentoflavone, 3,5-dicaffeoylquinic acid,
and rutin, as shown in Figure S2 (Supplementary material). These compounds were the majority in
all lettuce samples studied. However, the content of these compounds varied significantly with
lettuce types, as well as between growing periods, winter and summer, according to Table 3.

Peak 2 with a [M — H]— ion at m/z 451 yielding an MS ion at m/z 353 (caffeoyl-quinic acid
or chlorogenic acid) and MS? ions at m/z 191 (quinic acid) and m/z 179 (caffeic acid) was identified
as an unknown chlorogenic acid derivative conform (SIMIRGIOTIS et al., 2015). This phenolic
acid was the majority in all samples, except for the Maira W sample whose main acid was 3,4-
dicaffeoylquinic acid (Peak 12). This compound was previously identified in lettuce by Llorach et
al. (2008). Chlorogenic acid was also the primary component found in the study by Lopez et al.
(2014) who worked with the Romaine cultivar. In general, romaine lettuce showed the highest
concentration of chlorogenic and caffeic acids, and a considerable variability also observed between
cultivars. Caffeoylquinic acids (CQA) are generally involved in plant responses to biotic and abiotic
stresses, and 5-O-caffeoylquinic acid (5-O-CQA) is an intermediate in the lignin biosynthesis
pathway (MONDOLOT et al., 2006). There are several advantageous health properties associated to
this class of compounds, such as antioxidant capacity, antiviral, antibacterial, anti-inflammatory,
reduction of the relative risk of cardiovascular disease, diabetes type 2 and Alzheimer's disease
(FARAH et al., 2008; SPINOLA; CASTILHO, 2017).

According to Tables 2 and 3, and the PCA, represented by principal components 1 and 2,
the cultivars Maira and Carmin presented the highest content of total non-anthocyanic phenolics.
The Maira cultivar with 10437.52 and 9333.57 pg.g! DW, for the winter and summer periods,
respectively, and the cultivar Carmin, 9489.54 nug.g! DW (winter) and 8669.61ug.g’ DW

(summer).
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Both cultivars have visually higher red coloring; some works have already shown that red
leafy plants are generally more abundant in phenolic compounds (EL-NAKHEL et al., 2020;
NICOLLE et al., 2004).

When comparing the cultivation seasons, unlike what occurred for carotenoids, all cultivars
produced in the winter period had a higher concentration of phenolic compounds than those
produced in the summer period. Similar results were reported (XU et al.,, 2011) about higher
synthesis and accumulation of phenolic compounds in the winter in relation to the summer period
in seeds and skins of grape cultivars. These seasonal variations of phenolic compounds and
antioxidant properties are largely contributed to climatic factors such as temperature, solar
radiation, precipitation and hydrothermal coefficient between different growing seasons. The
cultivation conditions also have a significant impact on the content of bioactive compounds in
lettuce. In summer, there are high temperatures (above 30 °C), high solar radiation, high rainfall
(RADIN et al., 2004). Winter has low temperatures (below 10 °C) and prolonged rainfall. The
carotenoid and phenolics levels are significantly influenced by genetics, temperature, and light
(GAZULA et al., 2007). Hydroponic management with the nutrient solution also is a useful practice
to increase the bioactive compounds of lettuce (EL-NAKHEL et al., 2020). Flavonoids can serve as
photoprotectors and can protect the photosystem from excess energy and UV radiation (SOFO et
al., 2012). Increased radiation intensity (both UV and PAR), high temperature and high availability
of macronutrients are factors that affect the flavonoid content in lettuce (ILIC et al., 2017). When
the temperature is higher, the concentrations of flavonoids and anthocyanins in the leaf tissue
generally decrease (SYTAR et al., 2018). In our study, in the winter period, the temperature ranged
from 13 to 27 °C and the mean PAR (Photosynthetically Active Radiation) value was 629.27

mol.s!.m?, these factors may have favored the production of these secondary metabolites in this
I3 Y p Yy
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period. A light intensity of 400 to 600 proved to be ideal for the production of certain types of

lettuce in certain latitudes (FU; LI; WU, 2012).



Table 3 - Phenolic compounds content of four cultivars of red lettuce in winter (W) and summer (S) obtained by HPLC-DAD

66

Peak Phenolic Compounds Rt (min) Mila W Mila S Maira W Maira S Carmin W Carmin S Scarlet W Scarlet S
1 Caffeyoltartatic acid 193 469.82 + 18.992 232.49 +17.084 427.70 + 18.54* 231.75 +£9.244 280.47 +28.00°¢ 118.10 + 6.09°¢ 355.00 £ 11.81° 230.97 + 8.244
(Caftaric acid)
Caffeic acid +
Tartaric acid
2 5-Cafeoylquinic acid 22.1 2183.14 £48.63°  1248.27 £29.51¢8 2873.26 £ 0.68%¢  3193.03 £9.39" 2930.88 +152.37°  3845.11+£63.17°  2618.87+£93.43¢  1574.14 +40.82F
3 Chlrogenic acid 23.2 309.07 £ 12.182 128.89 + 7.29d 326.86 + 19.64% 182.66 + 4.34b° 33431 +£17.132 202.60 + 12.20° 155.27 £ 11.41¢4 116.88 + 8.33¢
4 Not identified 23.7
5 Caffeic acid 24.6 368.68 +13.15% 11%:598%[ '57525 315§512(6)7;@ + 10'1%8.40 i17€?§94(9 + 72%9§05 n 8%%%.05 + 8,3&83}?(2:(;[ 18%{[5)&753£32§110 1%80632%25% 130.63 + 5.53¢
6 kaempferol-3- 254
Oacetylglucoside
7 anthocyanins 25.6
8 Rutin — H20 26.6 750.82 +£34.182 404.25+11.294 633.84 £22.51° 626.81 £27.57° 460.75 + 5.64°¢ 280.03 + 17.00f 338.64 £ 13.19¢ 341.66 +7.72¢
9  Quercetin-3-O- 30.4 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
glucuronide 30.3
Quercetin-7-O-
galactoside
10 kaempferol-3-O-hexoside 31.1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
11 Kaempferide-3-O-(6"-O- 313 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
malonyl)-glucoside
Quecertin-7-0-(6"-O- 314
acetyl)glucoside ou
quercetin acetyl-hexoside
12 3,4-Dicaffeoylquinic acid 325 533.28 £26.35F 311.35+26.48"  3187.61 £123.32*  2469.20 = 2581.47 £155.60°  2162.59 + 1369.71 861.51 £26.72¢
137.7% 113.94¢ 150.93¢
13 Caftaric acid 33.6 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
14  Amentoflavone 343 1942.45 £50.76°  861.37+38.15¢  2247.92 £ 64.26* 2146.64 + 2309.35 + 80.39? 1546.34 £ 88.52°  1690.53 £85.34°  1212.28 + 58.08¢
Not identified 345 100.372
kaempferol-3-O- 347
alonylglucoside
15 kaempferol-3-O- 34.8 44275 £16.912 288.95 £ 9.401 388.12 £24.37° 315.07 £17.87% 354.26 +£23.32b° 326.81 £7.31¢ 440.49 +13.75¢2 207.67 +5.48¢

acetylglucoside
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Total Phenolic 7000.02 £91.079  3591.46 + 10437.52 + 146.26* 9333.57 + 9489.54 +105.13Y 8669.61 + 7159.29 + 4675.74 £ 138.75¢
compounds 159.26" 312.40° 124.19¢ 353.79¢

Results expressed in pg/g dry basis. Values are the mean of three replications (+ standard error). The peaks were quantified as caffeic acid equivalents Different superscripts in the
same line indicate a significant difference (p < 0.05). <LOQ: value lower than the limit of quantification. Rt: Time retention W- winter, S — Summer
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On the other hand, some studies have shown that exposure to high temperature and radiation
increased the production of phenolic compounds (MARIN et al., 2015) and the antioxidant capacity
in lettuce (OH; CAREY; RAJASHEKAR, 2009).

Regarding the types of cultivation, the conventional system may be favorable in the
production of total phenolic acids and flavonols in lettuce compared to organic cultivation, this may
be associated with the presence of more stressful conditions, in terms of mineral deficits of the plant
and / or from the ground (SOFO et al., 2016). Open field cultivation provides the plant with adverse
agronomic and environmental factors, especially large variations in temperature, ultraviolet light,
insect attack, pathogen infection and possible nutrient deficiencies can increase the amounts of
phenolics and / or change their profiles, even with a decrease in crop productivity (OH; CAREY;
RAJASHEKAR, 2009). Another factor that can influence secondary metabolites is co-cultivation,
(JU et al., 2021) evaluated the effect of co-cultivation of lettuce and chicory in an internal LED
camera, in which lettuce had higher levels of B-carotene and lutein, almost double the value of
lettuce grown alone, however chicory was not benefited.

In agreement with the present work, studies that present the higher total phenolic content in
red lettuces than in green/red lettuces have been reported (LIU et al., 2007; LLORACH et al., 2008)
and growing conditions such as light and UV can increase phenolic content by promoting phenolic
synthesis (ORDIDGE et al., 2010).

Anthocyanins are an essential phenolic sub-group. Their presence in plants is responsible for
the blue, purple and red color of most flowers, fruit, and leaves, and the regular consumption of
these compounds has been associated with reducing the risk of chronic disease, because of the
potential antioxidant effect (MANACH et al., 2004). Anthocyanin content is the main difference

between red and green lettuce leaves. Results obtained from the MS analysis of anthocyanins are
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shown in Table S4, (Supplementary Material), and the MS? fragments shown in Supplementary
Material.

The HPLC chromatogram obtained from freeze-dried lettuce shows peaks with proper
resolution and magnitude (Figure S3, Supplementary material). The four lettuce cultivars shared a
similar anthocyanin profile. Ten anthocyanins were identified: cyanidine 3-glucoside (peak 1);
cyanidin 3,5- diglucoside, cyanidin 3-(malonoyl) glucoside delphinidin 3-glucoside (coeluted at
peak 2); cyanidin 3-p-coumaroyl glycoside, cyanidin 3-O-galactoside, cyanidin 3-(3’’-malonoyl)
glucoside, delphinidin 3-glucoside and delphinidin 3-malonoyl glucoside (coeluted at peak 3), and
peak 4 was identified to cyanidin 3-(6"-succinyl) glucoside.

In this study, the major anthocyanin was found cyanidin and its glucosides, however, three
delphinids were tentatively identified (Table S4, Supplementary Material), their concentrations
showed significant differences between cultivars (Table 4). Cyanidin was also identified as the
major anthocyanin in different cultivars in other studies (ASSEFA et al., 2019; KIM et al., 2018).
Wild lettuce can develop a red pigmentation through the accumulation of cyanidin and traces of
delphinidin (PARK et al., 2008). In the lettuces grown in the winter period, Maira, Carmin and
Scarlet, had as their major anthocyanin identified Cyanidin 3-glucoside (Peak 1), followed by
Cyanidin-3- (p-coumaroyl-glucoside) and its coeluents (Peak 3). In cultivar Mila W, as well as all
the cultivars produced in the summer, the main anthocyanins identified were Cyanidin-3- (p-
coumaroyl-glucoside) and its coeluents (Peak 3) and cyanidin 3-(6"-succinyl) glucoside (Peak 4).
The profile and content of secondary metabolites may vary according to the plant cultivar, thus Wu
and Prior (2005) reported cyanidin 3- (6"-malonoyl) glucoside as the major anthocyanidin in red

lettuce, with minor contents for cyanidin 3-glucoside, cyanidin 3-(6"-acetoyl) glucoside. Yamaguchi
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et al. (1996) previously reported two major anthocyanins in red lettuce: cyanidin 3-glucoside and

cyanidin 3 (6" - malonoyl) glucoside.



Table 4 - Anthocyanin content of the four cultivars of red lettuce in winter (W) and summer (S) obtained by HPLC.
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Rt
Peak Anthocyanins Mila W Mila S Maira W Maira S Carmin W Carmin S Scarlet W Scarlet S
(min)
1 Cyanidin 3-glucoside 17.5 849.62 £79.90°  104.83 +£3.20° 2607.37 + 538.89 £27.77¢  2940.28 +184.03*  563.20 + 22.02¢ 2509.69 + 242.95 £ 6.99¢
154.8° 46.04°

2 Cyanidin 3,5- diglucoside 18.2 299.14 £55.05¢ 9850 +£14.83¢  615.02 £2.50° 176.57 £ 6.30° 771.89 +38.542 452.79 £26.86°  438.37 +43.13¢ 136.99 £ 4.67¢
Cyanidin 3-(malonoyl) 18.3
glucoside
Delphinidin 3-glucoside 18.5

3 Cyanidin-3-p-coumaroyl- 19.6 1476.65 £ 980.68 + 2571.57 + 251242 + 1973.83 £64.2°  2696.44 +£26.67° 1053.77 = 1495.07 + 54.02°¢
glucoside 257.18¢° 74.484 214.262 217.032 38.074
Cyanidin 3-O-galactoside 20.0
Cyanidin 3-(3’-malonoyl) 20.2
glucoside
Delphinidin-3-glucoside 20.7
Delphinidin 3-(malonoyl) 21.0
glucoside

4 Cyanidin 3-(6"-succinyl) 21.6 931.41 £19.94¢ 397.70 £ 1809.35 +93.982 1107.57 = 1565.33 = 689.91 £36.30¢¢  864.72+63.20° 100538 +£12.18¢
glucoside 13.50¢ 78.68b 154.20%
Total Anthocyanin 3556.83 + 1581.71 = 7603.31 £ 4335.44 + 7251.33 +£398.00* 4402.35 = 4866.56 = 2636.94 =

238.99¢ 97.73¢ 318.84° 167.58° 56.83% 71.13% 67.83¢

Results expressed in pg/g dry basis. Values are the mean of three replications (+ standard error). The peaks were quantified as cyanindin-3-glucoside equivalents Different
superscripts in the same line indicate a significant difference (p < 0.05). Rt: Time retention W- winter, S — Summer
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When comparing the two growth periods, as well as for phenolic compounds, all
samples grown in winter showed higher levels of total anthocyanins, except for Maira
cv, which did not show a significant difference in the levels of lettuce harvested in
winter and summer. Xu et al. (2011) found higher levels of phenolic compounds and
greater antioxidant capacity in the seed and skin of winter grape berries than in summer
berries for all cultivars investigated, thus, factors such as genetics, light and temperature
significantly influence the anthocyanin content (GAZULA et al., 2007).

As happened to the phenolic compound, the cultivar Maira W, also had the
highest concentration of anthocyanins (7603.31 pg.g”' DW), followed by Carmin W
(7251.33 pug.g! DW), among the analyzed samples. These varieties had twice as much
anthocyanin content as the "Caesar red" variety (3656 ng.g”! DW) studied by Kim et al.
(2018). These two cultivars with the highest anthocyanin content are those classified as
red leaf lettuce. The red color of the lettuce is formed by the accumulation of
anthocyanins. Thus, visual assessment of red intensity can also help to measure the
relative anthocyanin content (KIM et al., 2018).

The antioxidant content of plants varies according to growing conditions and in
response to environmental stress. The average of ABTS antioxidant capacities of the
lettuce's extracts is presented in Table 5. The antioxidant content of plants varies
according to growing conditions and in response to environmental stress. In winter,
lettuce cultivars showed greater antioxidant capacity than in summer (Table 2), with
emphasis on cultivars Carmin W (1463.93 uM TE / g dw) was 2.2 times larger than
Carmin S (637.08 uM TE / g dw) and Maira W (1252.90 uM TE / g dw) 1.7 times

larger than Maira S (723.69 uM TE / g dw), which have leaves with a more intense red
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colour. In the winter period, Mila and Scarlet had an antioxidant capacity of 458.43 and
472.77 uMol TE/g dw, respectively, whereas, for the summer periods the antioxidant
capacity was 210.27 and 331.95 uMol TE/g dw, respectively. On the other hand, Liu et
al. (2007), in a study with lettuce cultivars grown in two harvest periods, showed that
lettuce grown at higher temperatures and greater light intensity had a significantly

greater antioxidant capacity than lettuce grown at lower temperatures and in less light.

Table 5 - Antioxidant capacities determined by the ABTS assay from the four cultivars of red
Lactuca sativa L. in winter (W) and summer (S).

Reducing capacity (ABTS) — Equivalent trolox ( uMol TE/g d.w.)

Mila Maira Carmin Scarlet
Winter 458.43 +21.13¢ 1252.90 + 58.01° 1463.93 £52.272 472.77 +£20.19¢
Summer 210.27 + 10.058 723.69 + 13.75¢ 637.08 +10.01¢ 331.95+11.36°

Results expressed in puMol TE/g dry weight. Values are the mean of three replications (+ standard error)
Different superscripts in the same column indicate a significant difference (p < 0.05)

In addition to PCA and Two-way ANOVA, a correlation analysis was performed
to assess the antioxidant potential of the compounds under study, based on the ABTS
radical scavenging assay. The Figure 2 and the Table S5 (Supplementary Material)
showed a high positive correlation, at the 5% level of significance, with phenolic
compounds (r = 0.83) and especially anthocyanins (r = 0.94). The main phenolic
compounds responsible for this strong correlation were Chlrogenic acid (r = 0.79), 3,4-
dicaffeoylquinic acid (r = 0.85) and Amentoflavone, kaempferol-3-O-alonylglucoside (r
= 0.82). The anthocyanins with the highest correlation with ABTS radical scavenging
activity were Cyanidin 3-glucoside (r = 0.76), Cyanidin 3,5-diglucoside (r = 0.87) and

Cyanidin 3-(6"-succinyl) glucoside (r = 0, 88). In the study of Liu et al. (2007), the total
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phenolics represented more than 60% of the total antioxidant capacity, Nicolle et al. (
2004) found the Dicaffeoyl tartaric acid representing 55% of the antioxidant capacity;
and Sung Park et al. (2015) verified that the anthocyanin extract showed greater
antioxidant activity than the carotenoid extract. Phenolic compounds are considered
antioxidants when in low concentration they are able to prevent and delay auto-
oxidation or oxidation mediated by free radicals and the product formed after the
reaction is stable (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997). The high content of
phenolic compounds in red lettuce cultivars can be attributed to higher anthocyanin
content and the high antioxidant capacity may be related to the anthocyanins (LIU et al.,
2007). Anthocyanins have the potential to reduce photooxidative damage to leaves,
protecting chloroplasts from excess high-energy quanta and eliminating reactive oxygen
species without significantly compromising photosynthesis (NEILL; GOULD, 2003).
Different seasons and different cultivars can differ in the oxidative power of plants and
in their compounds with bioactivity (LIU et al., 2007). Lettuce cultivars genetically
predisposed to contain higher concentrations of anthocyanins respond more strongly to
annual or seasonal temperature patterns (GAZULA et al., 2007). Studies showed that
lettuce provides not only a variety of bioactive compounds but also different amounts of
these compounds among lettuce types, with a direct ratio between the intensity of the
red color and the amount of these phytochemicals (LIU et al., 2007; LLORACH et al.,
2008; MULABAGAL et al., 2010; NICOLLE et al., 2004; OUZOUNIS et al., 2015;

ZAPATA-VAHOS et al., 2020).
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Therefore, the variability in the compositions and quantities of compounds in
different foods indicates the importance of eating a variety of food sources in particular,

colored foods, in every meal (LLORACH et al., 2008).

4 CONCLUSIONS

In our work, the applied statistical analyzes make it clear that lettuces have a
similar profile of bioactive compounds within the variety and this profile is not affected
by the growing season, however, the content of these compounds behave differently
(distinct) both within the cultivate as well as within the growing season. The
concentrations of phenolic compounds, anthocyanins and antioxidant capacity were
significantly higher (p < 0.05) in the winter; however, higher levels of carotenoids were
found in lettuce cultivated in summer. Thus, lettuce cultivation in the summer period
may present different levels of bioactive compounds from those cultivated in the winter
period, since climatic conditions, such as the incidence of photosynthetic light and
temperature, are different in these seasons. Plants were rich in carotenoids, phenolic
compounds and antioxidant potential, being a food source for these compounds.
Acknowledgements: The authors are grateful to The Brazilian National Council for

Scientific and Technological Development (CNPq) for financial support.



76

REFERENCES

ASSEFA, Awraris Derbie et al. Identification and quantification of selected metabolites
in differently pigmented leaves of lettuce (Lactuca sativa L.) cultivars harvested at
mature and bolting stages. BMC Chemistry 2019 13:1, v. 13, n. 1, p. 1-15, 2019.
BECATTI, Elisa et al. Short-term postharvest carbon dioxide treatments induce
selective molecular and metabolic changes in grape berries. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, v. 58, n. 13, p. 8012-8020, 2010.

BERGQUIST, Sara A M et al. Effects of shade nettings, sowing time and storage on
baby spinach flavonoids. Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 87, n.
13, p. 2464-2471, 2007.

CALDWELL, Charles R.; BRITZ, Steven J. Effect of supplemental ultraviolet radiation
on the carotenoid and chlorophyll composition of green house-grown leaf lettuce
(Lactuca sativa L.) cultivars. Journal of Food Composition and Analysis, 2006.
DIPRAT, Andressa Bacalau et al. Chlorella sorokiniana: A new alternative source of
carotenoids and proteins for gluten-free bread. Lwt, v. 134, n. July, p. 109974, 2020.
EL-NAKHEL, Christophe et al. The bioactive profile of lettuce produced in a closed
soilless system as configured by combinatorial effects of genotype and macrocation
supply composition. Food Chemistry, v. 309, n. October 2019, p. 125713, 2020.
FARAH, Adriana et al. Chlorogenic Acids from Green Coffee Extract are Highly
Bioavailable in Humans. The Journal of Nutrition, v. 138, n. 12, p. 2309-2315, 2008.
FINCH, Daniel et al. Photosynthetically active radiation regimes in a southern African
savanna environment. Agricultural and Forest Meteorology, v. 122, p. 229-238,
2004.

FRANKLIN, Keara A et al. Interaction of light and temperature signalling. Journal of
Experimental Botany, v. 65, n. 11, p. 2859-2871, 2014.

FREDE, Katja; SCHREINER, Monika; BALDERMANN, Susanne. Light quality-
induced changes of carotenoid composition in pak choi Brassica rapa ssp. chinensis.
Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, v. 193, p. 18-30, 2019.

FU, Weiguo; LI, Pingping; WU, Yanyou. Effects of different light intensities on

chlorophyll fluorescence characteristics and yield in lettuce. Scientia Horticulturae, v.



77

135, p. 45-51, 2012.

GAZULA, Aparna et al. Anthocyanin Levels in Nine Lettuce (Lactuca sativa)
Cultivars: Influence of Planting Date and Relations among Analytic, Instrumented, and
Visual Assessments of Color. HortScience, v. 42, n. 2, p. 232-238, 2007.

GOPAL, Sowmya Shree et al. Lactucaxanthin-a potential anti-diabetic carotenoid from
lettuce (Lactuca sativa) inhibits o-amylase and a-glucosidase activity in vitro and in
diabetic rats. Food and Function, v. 8, n. 3, p. 1124-1131, 2017.

HASKELL, Marjorie J. Provitamin A Carotenoids as a Dietary Source of Vitamin A.
In: TANUMIHARDJO, Sherry A (org.). Carotenoids and Human Health. Totowa,
NJ: Humana Press, 2013. p. 249-260.

ILIC, S Z et al. Light modification by color nets improve quality of lettuce from
summer production. Scientia Horticulturae, v. 226, p. 389-397, 2017.

JU, Jin Hee et al. Growth and Carotenoid Contents of Intercropped Vegetables in
Building-Integrated Urban Agriculture. Journal of Food Quality, v. 2021, 2021.

KIM, DE et al. Metabolite profiling of green, green/red, and red lettuce cultivars:
Variation in health beneficial compounds and antioxidant potential. Food Research
International, v. 105, p. 361-370, 2018.

KIM, Moo Jung et al. Nutritional value, bioactive compounds and health benefits of
lettuce (Lactuca sativa L.), Academic Press Inc., 2016.

LIU, Xiangfei et al. Total phenolic content and DPPH radical scavenging activity of
lettuce (Lactuca sativa L.) grown in Colorado. LWT - Food Science and Technology,
v. 40, n. 3, p. 552-557, 2007.

LLORACH, Rafael et al. Characterisation of polyphenols and antioxidant properties of
five lettuce varieties and escarole. Food Chemistry, v. 108, n. 3, p. 1028—-1038, 2008.
LOPEZ, Alicia et al. Chemical composition and antioxidant capacity of lettuce:
Comparative study of regular-sized (Romaine) and baby-sized (Little Gem and Mini
Romaine) types. Journal of Food Composition and Analysis, v. 33, n. 1, p. 3948,
2014.

MANACH, Claudine et al. Polyphenols: Food sources and bioavailability. American
Journal of Clinical Nutrition, v. 79, n. 5, p. 727-747, 2004.

MAOKA, Takashi. Carotenoids as natural functional pigments. Journal of Natural



78

Medicines, v. 74, n. 1, p. 1-16, 2020.

MARIN, Alicia et al. Weather Variability Influences Color and Phenolic Content of
Pigmented Baby Leaf Lettuces throughout the Season. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 63, n. 6, p. 1673—1681, 2015.

MONDOLOT, Laurence et al. Evolution in caffeoylquinic acid content and
histolocalization during Coffea canephora leaf development. Annals of Botany, v. 98,
n. 1, p. 3340, 2006.

MULABAGAL, Vanisree et al. In vitro evaluation of red and green lettuce (Lactuca
sativa) for functional food properties. Food Chemistry, v. 118, n. 2, p. 300-306, 2010.
NAGARAJAN, Jayesree et al. Carotenoids. Nutraceutical and Functional Food
Components: Effects of Innovative Processing Techniques, p. 259-296, 2017.
NEILL, Samuel O.; GOULD, Kevin S. Anthocyanins in leaves: light attenuators or
antioxidants?. Functional Plant Biology, v. 30, n. 8, p. 865-873, 2003.

NICOLLE, Catherine et al. Characterisation and variation of antioxidant micronutrients
in lettuce (Lactuca sativa folium). Journal of the Science of Food and Agriculture, v.
84, n. 15, p. 2061-2069, 2004.

OH, Myung-Min; CAREY, Edward E; RAJASHEKAR, C B. Environmental stresses
induce health-promoting phytochemicals in lettuce. Plant Physiology and
Biochemistry, v. 47, n. 7, p. 578-583, 2009.

ORDIDGE, Matthew et al. Phenolic contents of lettuce, strawberry, raspberry, and
blueberry crops cultivated under plastic films varying in ultraviolet transparency. Food
Chemistry, v. 119, n. 3, p. 1224-1227, 2010.

OUZOUNIS, Theoharis et al. Predawn and high intensity application of supplemental
blue light decreases the quantum yield of PSII and enhances the amount of phenolic
acids, flavonoids, and pigments in Lactuca sativa. Frontiers in Plant Science, 2015.
PARK, Jong Sug et al. Arabidopsis R2R3-MYB transcription factor AtMYB60
functions as a transcriptional repressor of anthocyanin biosynthesis in lettuce (Lactuca
sativa). Plant Cell Reports, v. 27, n. 6, p. 985-994, 2008.

RADIN, Bernadete et al. Crescimento de cultivares de alface conduzidas em estufa e a
campo. Horticultura Brasileira, v. 2222, n. 22, p. 178-181, 2004.

RICE-EVANS, Catherine A; MILLER, Nicholas J; PAGANGA, George. Antioxidant



79

properties of phenolic compounds. Trends in plant science, v. 2, n. 4, p. 152-159,
1997.

RODRIGUES, Eliseu; MARIUTTI, Lilian R B; MERCADANTE, Adriana Z.
Carotenoids and Phenolic Compounds from Solanum sessilif lorum, an Unexploited
Amazonian Fruit, and Their Scavenging Capacities against Reactive Oxygen and
Nitrogen Species. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 61, n. 12, p. 3022—
3029, 2013.

RODRIGUEZ-AMAYA, Delia B. A Guide To Analysis in Carotenoid. Washington,
D. C: ILSI Press, 2001.

RODRIGUEZ-SAONA, Luis E.; WROLSTAD, Ronald E. Extraction, Isolation, and
Purification of Anthocyanins. Current Protocols in Food Analytical Chemistry, v.
00,n. 1, p. F1.1.1-F1.1.11, 2001.

RUFINO, M do S Moura et al. Metodologia Cientifica: Determina¢do da Atividade
Antioxidante Total em Frutas pela Captura do Radical Livre ABTS +. Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, n. 128, p. 1-4, 2007.

SCHMIDT, Helena et al. New insights into the phenolic compounds and antioxidant
capacity of feijoa and cherry fruits cultivated in Brazil. Food Research International,
v. 136, n. March, p. 109564, 2020.

SIEFERMANN-HARMS, Dorothea et al. Lactucaxanthin, an eg,e-carotene-3,3'-diol
from Lactuca sativa. Phytochemistry, v. 20, p. 85-88, 1981.

SIMIRGIOTIS, Mario J. et al. Antioxidant capacities and analysis of phenolic
compounds in three endemic nolana species by HPLC-PDA-ESI-MS. Molecules, v. 20,
n. 6, p. 11490-11507, 2015.

SINGLETON, V L; ROSSI, Joseph A. Colorimetry of Total Phenolics with
Phosphomolybdic-Phosphotungstic Acid Reagents. American Journal of Enology and
Viticulture, v. 16, n. 3, p. 144 LP — 158, 1965.

SOFO, Adriano et al. Berry morphology and composition in irrigated and non-irrigated
grapevine (Vitis vinifera L.). Journal of Plant Physiology, v. 169, n. 11, p. 1023—-1031,
2012.

SOFO, Adriano et al. Different agronomic and fertilization systems affect polyphenolic

profile, antioxidant capacity and mineral composition of lettuce. Scientia



80

Horticulturae, v. 204, p. 106—115, 2016.

SPINOLA, Vitor; CASTILHO, Paula C. Evaluation of Asteraceae herbal extracts in the
management of diabetes and obesity. Contribution of caffeoylquinic acids on the
inhibition of digestive enzymes activity and formation of advanced glycation end-
products (in vitro). Phytochemistry, v. 143, p. 29-35, 2017.

SUNG PARK, Woo et al. Changes in Carotenoid and Anthocyanin Contents, as well as
Antioxidant Activity during Storage of Lettuce. J Korean Soc Food Sci Nutr, v. 44, n.
9, p. 1325-1332, 2015.

SYTAR, Oksana et al. Shift in accumulation of flavonoids and phenolic acids in lettuce
attributable to changes in ultraviolet radiation and temperature. Scientia Horticulturae,
v. 239, p. 193-204, 2018.

VARGAS, Emanuela F de et al. Pelargonidin 3-Glucoside Extraction from the Residue
from Strawberry Processing (Fragaria X Ananassa). Current Bioactive Compounds, v.
12, p. 269-275, 2016.

WU, Xianli; PRIOR, Ronald L. Identification and Characterization of Anthocyanins by
High-Performance Liquid Chromatography—Electrospray Ionization—Tandem Mass
Spectrometry in Common Foods in the United States: Vegetables, Nuts, and Grains.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 53, n. 8, p. 3101-3113, 2005.

XU, Changmou et al. Influence of growing season on phenolic compounds and
antioxidant properties of grape berries from vines grown in subtropical climate. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, v. 59, n. 4, p. 1078-1086, 2011.

YAMAGUCHI, Masa Atsu et al. Cyanidin 3-malonylglucoside and malonyl-coenzyme
a: Anthocyanidin malonyltransferase in Lactuca sativa leaves. Phytochemistry, v. 42,
n. 3, p. 661-663, 1996.

ZAPATA-VAHOS, Isabel Cristina et al. Comparison of antioxidant contents of green
and red leaf lettuce cultivated in hydroponic systems in greenhouses and conventional
soil cultivation. Revista Facultad Nacional de Agronomia Medellin, v. 73, n. 1, p.

9077-9088, 2020.



106

6 DISCUSSAO GERAL

Pesquisas tém dado énfase a alimentos de origem vegetal de coloracdo vermelha por
apresentar altos valores de compostos bioativos e alta capacidade antioxidante se comparados
a alimentos de cor verde (KHANAM et al., 2012; PEREZ-LOPEZ et al., 2018; SYTAR et al.,
2018; YANG et al., 2022). A alface tem se destacado por apresentar altos teores de
componentes bioativos como polifendis e carotenoides, compostos responsaveis pela
capacidade antioxidante de frutas e hortaligas.

No artigo 1 foi apresentado o estudo no qual investigou-se o efeito de duas estagdes
(inverno e verdo) sobre o perfil e o conteudo de carotenoides e compostos fendlicos, incluindo
antocianinas, além da atividade antioxidante. Os resultados mostraram que a cultivar e a
estacdo do ano ndo influenciaram o perfil qualitativo dos carotenoides e dos compostos
fenolicos das alfaces estudadas, o que sugere que os fatores genéticos, nas condi¢des de
cultivo propostas para as cultivares, ndo foram influenciados pelos fatores ambientais, assim,
as cultivares apresentaram o mesmo perfil de compostos, variando apenas suas concentragdes.

A estagao influenciou o teor desses componentes em todas as cultivares, os niveis de
compostos fendlicos foram significativamente maiores no inverno, enquanto os niveis de
carotenoides foram maiores no verdo. Temperaturas muito elevadas ou muito baixas podem
ter um efeito adverso para o desenvolvimento da alface, dessa forma, as temperaturas mais
baixas do inverno podem ter favorecido o aumento do teor dos CFE. A luminosidade ¢ outro
fator que pode contribuir para que a alface apresente diferentes teores de carotenoides, esse
aumento pode estar relacionado uma maior incidéncia de luz no periodo do verao.

Foram identificadas dez antocianinas, a principal antocianidina foi a cianidina, sendo
também encontrada delfinidina e seu contetdo estd relacionado com a intensidade da
coloragao vermelha das folhas.

O principal carotenoide encontrado foi o all-trans-B-caroteno, importante precursor da
vitamina A, sendo responsavel por quase 50% da concentracao total dos carotenoides, seguido
pela luteina e a zeaxantina. O &cido 5-cafeoilquinico e a rutina foram os principais compostos
fenolicos identificados. Na andlise de correlacdo avaliou-se o potencial antioxidante dos
compostos bioativos com base no ensaio de eliminagdo de radicais ABTS; os resultados
mostraram alta correlacdo com compostos fendlicos (r = 0,83) e principalmente antocianinas
(r =0,94). O alto teor de compostos fendlicos e a alta capacidade antioxidante nas cultivares

de alface vermelha podem ser atribuidos ao maior teor de antocianinas.
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O perfil dos compostos fendlicos nao extraiveis (CFNE), apresentado no Artigo 2, foi
semelhante entre as cultivares de alface e entre os dois periodos de cultivo, sendo formado
principalmente por acidos fendlicos, como os acidos caféico, galico, vanilico, clorogénico e
protocatectico. Os compostos presentes em ambas as fracdes (CFE e CFNE) foram os acidos
cafeoiltartarico, caféico e clorogénico. Os diferentes perfis dessas fragdes fendlicas sugerem a
importancia de considerar ambas as fragdes ao analisar os compostos fenolicos em matrizes
vegetais para obter informagao mais completa de sua composigao.

Ao comparar os resultados entre as cultivares, as alfaces mais intensamente vermelhas
(Maira e Carmin) apresentaram as maiores concentracdes para a maioria dos compostos
fenolicos. Embora a cor da folha (verde/vermelha vs. vermelha) tenha sido relacionada ao
conteudo da maioria dos fitoquimicos estudados, o periodo de crescimento afetou suas
concentragdes em ambas as cores e cultivares. As condi¢des climaticas do verdo em que as
alfaces foram cultivadas, como temperatura e radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR),
podem ter contribuido para o maior teor de compostos fendlicos nao extraiveis em relacao ao
periodo de inverno.

A alface ¢ consumida principalmente in natura na forma de salada, sendo um alimento
muito perecivel e que gera grandes quantidades de residuos que representa uma grande perda
econOmica para os produtores. Esses residuos sdo gerados principalmente nas etapas de pos-
colheita e distribuicdo, onde muitos produtos sao descartados com base nos padroes de
qualidade exigidos por varejistas e consumidores (PLAZZOTTA; MANZOCCO; NICOLI,
2017). Assim, diferentes técnicas t€ém enfatizado o reaproveitamento desses residuos de alface
para a obten¢ao de ingredientes de alto valor agregado por meio da extragdo de compostos
funcionais especificos, como polifendis e glucosinolatos (SOLANA; MIROFCI;
BERTUCCO, 2016), desenvolvimento de tecnologias para obten¢do de extratos enriquecidos
de inositdis, os quais podem reduzir os niveis de glicose, colesterol total e LDL no sangue e
tém sido utilizados no tratamento de diversas patologias, como ovario policistico, sindrome
metabolica e diabetes gestacional (ZULUAGA et al., 2020).

Os extratos de alface ricos em compostos bioativos podem ser utilizados como
ingredientes funcionais adicionados em alimentos processados, melhorando sua qualidade
nutricional. Compostos com alta capacidade antioxidante podem ser aplicados em produtos de
cosméticos, nutracéuticos e farmacéuticos. Os métodos de extracdo de fitoquimicos precisam

ser desenvolvidos para que possam ser utilizados como ingredientes funcionais.
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Subprodutos de alface sdo exemplos de fontes de baixo custo e ricas em compostos
com bioatividade que podem ser extraidos e utilizados para funcionalizar alimentos
(LLORACH; TOMAS-BARBERAN; FERRERES, 2004). Ainda é necessario realizar mais
estudos sobre toxicidade, atividade in vivo e biodisponibilidade.

Cultivares de alface vermelha tém seus principais compostos bioativos descritos e
comparados em duas épocas de plantio. Os resultados deste estudo reforcam que a estagao do

ano pode modular a concentragao de compostos bioativos na alface.
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7 CONCLUSAO

Foi estudado o possivel efeito da cultivar e das estacdes do ano, inverno e verdo, sob
os principais compostos bioativos e a atividade antioxidante de quatro cultivares de alface

vermelha.

Os resultados das andlises qualitativas e quantitativas sugeriram que :

a - As cultivares apresentaram perfil semelhante para carotenoides e compostos fenolicos
livres (CFE) e ligados (CFNE) e antocianinas.

b — Entre as cultivares houve diferenca nas concentragdes para a maioria dos compostos.

¢ - O periodo de cultivo ndo influenciou nos perfis dos compostos bioativos para a maioria
das cultivares.

d - Compostos fendlicos totais (fragdo CFE) e antocianinas, das amostras de inverno
foram superiores em relagdo as amostras de verao.

e — Os teores de carotenoides e compostos fendlicos ndo extraiveis (CFNE) foram maiores
nas amostras de verdo para a maioria dos compostos. Afinal, qual foi o melhor e o menos
promissor nas suas condi¢des experimentais

f - A cultivar Maira se destacou pelo alto contetido dos compostos bioativos analisados no
presente estudo.

Assim, o cultivo da alface no periodo de verdo pode apresentar teores de compostos
bioativos diferentes daqueles cultivados no periodo de inverno, uma vez que as condi¢des
climaticas, como a incidéncia de luz fotossintética e a temperatura sdo diferentes nessas
estagdes. As plantas mostraram-se ricas em carotenoides, compostos fenolicos e atividade

antioxidante, sendo uma fonte alimentar para obtengao desses compostos.
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ANEXO1 - ARTIGO 1 - SUPPORTING INFORMATION

Tabela 1 - Chromatographic and spectroscopic characteristics of red lettuce saponified extract by
HPLC-DAD-MS / MS.

Peak  Carotenoid Rt Amax (nm) %I/ [M+H]+ fragments ions (m/z)
(min) II (m/z)
1 (di-Z) violaxanthin 6.2 (327),404, 427, 41 601.4162 583.3938[M + H - 18]+, 565.4179 [M + H - 18 -
455 18]+, 509.3006[M + H - 92]+, 491.3450[M + H - 92
- 18]+
2 (all-E)-violaxanthin 7.4 416,438,468 82 601.4109 583.3923[M + H - 18]+, 565.3706[M + H - 18 -
18]+, 547.3345[M + H - 18 — 18 - 18]+,509.3691[M
+H-92]+,491.3392IM + H-92 - 18]+
3 (9-Z)-violaxanthin 8.2 (326), 411,435, 83 601.4159 583.4073 [M + H - 18]+, 565.4005 [M + H - 18 -
463 18]+, 547.3490 [M + H - 18 - 18- 18]+, 491.3552[M
+H-92-18]+,477.42 M+ H - 92]+
4 (all-E)-luteoxanthin 8.4 398, 421, 448 91 601.4112 583.3919[M + H - 18]+, 565.3853[M + H - 18 -
18]+, 509.3257[M + H - 92]+, 491.3394[M + H - 92
- 18]+
5 not identified 9.2 (327), 407-8, 430, 50 569.4093 551.4131[M + H - 18]+, 533.4068[M + H - 18 -
459 18]+, 459.3312[M + H - 18 - 921+, 429.3517,
409.3707
6 (all-E)- 10.2 414, 438, 467 86 569.42 551.4138[M + H - 18]+, 533.3693[M + H- 18 -
lactucaxanthin 98 18]+, 459.3617[M + H - 18 - 92]+, 429.2979,
409.2722
7 (13-Z)- luteina 114 (329), 413, 436, 53 569.4385 551.4120[M + H - 18]+, 533.3960[M + H - 18 -
and/or (13°Z)- 463 18]+, 459.3439[M + H - 18 - 92]+, 429.3589,
luteina + 409.3747
8 (all-E)- lutein 12.0 418, 444, 471 50 569.4303 551.4121[M +H - 18]+, 533.2930[M + H - 18 -
18]+, 495.4448[M + H - 18 - 56]+, 459.3572[M + H
-18-92]+,429.3144
9 (all-E)-zeaxanthin 14.2 420, 449, 476 25 569.4217 551.3955[M + H - 18]+, 533.4095[M + H - 18 -
18]+, 477.3477[M + H - 92]+ 459.3565[M + H - 18 -
921+, 429.3090
10 (13-Z)- B-carotene 27.2 (336), 418, 444, 12,5 537.4337 444.3263[M — 921+,
471
11 (all-E)-B-carotene 333 422,451,476 23 537.4334 413.3303[M + H - 124]+, 400.2902[M + H - 137]+
12 (9-Z)-B-carotene 36.0 (335), 420, 445, 537.4331 444.3636[M — 92]+,

472
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Table 2 - Profile representation of phenolic compounds in red lettuce cultivars by HPLC-

DAD-MS / MS.
Peak Identification Rt (min) UV A max m/z MS2
(nm) [M-HJ
1 Caffeyoltartatic acid (Caftaric acid) 19.3 328 311.0387 179.0300, 135.0429
+ Caffeic acid +
Tartaric acid 179.0308 134.0348
149.0073 -

2 5-callfeoylquinic acid 22.1 325 353.0850 191.0568
Chlrogenic acid 222 707.1846 [2M-H] 353.0850, 191.0568

Quinic acid 222 191.0550 111.0362

Quinic acid derivative 22.3 451.0571 191.0569
3 Chlrogenic acid 232 314 707.1846 [2M-H] 353.0850, 191.0568

353.0860 191.0550
4 Not identified 23.7 327 267.0462 133.0260, 105.0163

161.0331

5 Caffeic acid 24.6 323 179.0318 135.0436
6 kaempferol-3-Oacetylglucoside 254 278 489.1051 284.0296, 285.0397

7 anthocyanins 25.6 230/278 533.0954 285.0397
8 (Rutin — H20) 26.6 328 591.0993 179.0314, 133.0121

9 Quercetin-3-O-glucuronide 304 268/354 477.0681 301.0340
Quercetin-7-O-galactoside 303 463.1013 349.6627,301.0341

151.0082

10 kaempferol-3-O-hexoside 31.1 343 447.0955 285.0378
11 Kaempferide-3-O-(6"-O-malonyl)- 313 348 549.0716 505.0978, 376.9746
glucoside 335.9413,301.0332
Quecertin-7-O-(6"-O- 314 505.0961 301.0334, 285.0289

acetyl)glucoside ou quercetin acetyl-
hexoside

12 3,4-dicaffeoylquinic acid 325 327 515.1193 353.0796, 335.0701
173.0454, 179.0331
191.0444, 135.0446
13 Caftaric acid 33.6 328 311.0392 179.0348, 149.0054
Not identified 33.6 329 495.0540 135.0394, 201.0149
179.0333, 149.0054
14 Amentoflavone 343 537.1033 493.1311, 447.1263
375.0685, 335.0752

Not identified 345 353.0864 284.0323
kaempferol-}_O_alonylglucoside 34.7 533.0982 1910541, 135.0468

1134116

15 347 489.1035 447.1081,

kaempferol-3-O-acetylglucoside

284.0304285.0348
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Table 3 - Anthocyanins present in red lettuce by HPLC-PDA-MS/MS.

Peak Identification Rt uv m/z MS?
(min) A max [M-HJ*
(nm)
1 Cyanidin 3-glucoside 17.5 329/521 449.0947 287.0502
2 Cyanidin 3-laminaribioside 18.2 286/329/521 611.1586 287.0550
Cyanidin 3,5- diglucoside 18.3 334/523 535.1063 287.0553
Delphinidin 3-glucoside 18.5 465.1026 303.0540
3 Cyanidin-3-p-coumaroyl-glucoside trans 19.6 330/525 595.1650 287.0546
Cyanidin 3-glucoside 20.0 449.1073 287.0554
Cyanidin 3-(3’’-malonoyl) glucoside 20.1 345/523 535.1065 287.0557
Delphinidin-3-glucoside 20.2 463.8662 287.0559
Delphinidin 3-(malonoyl) glucoside 465.0994 303.0496,
20.6 346/526 551.1015 303.0502

4 Cyanidin 3-(6"-succinyl) glucoside 21.6 330/524 549.1220 287.05151




Mass spectra of red lettuce (Lactuca sativa L.) cultivars

1. Mass spectra of red lettuce carotenoids
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Peak 2 - (all-E)-violaxanthin
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Peak 3 - (9-Z)-violaxanthin
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Peak 4 - (all-E)-luteoxanthin
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Peak 5 - not identified
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Peak 6 - (all-E)-lactucaxanthin
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Peak 7 - (13-Z)-lutein and/or (13°-Z)-lutein

200 300 400 500 600 700 Wavelength [nm]
Intens. | +MS, 11.4min #675
[%] ]
x105 | 409.3747
2.0
1 551.4120
154
1 451.3474
1 rs
1.0
0.5
1 579.47015401
o.o-__mm\lu s

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000  mz

Peak 8 - (all-E)-lutein

Intens. ] +MS, 11.8min #703
[%]4

x104]

535.4630
1

Il cnaa
569.4207160

w

447.3929]

747.5893

894.6248

2(IJO 400 600 800 1000 1200 mz

Intens. +MS2(569.4213), 37.1eV, 12.0min #709
%
%l | 943.2919

800+

600
569.4383
. L 4

400

200+ 338.2542

1289.9594 1689.6869

l“lmrnm..m soabi y \.lH:L PR TR EVEIETPRINEN EUTRVIV I NN L 'LL

T T T
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 mz




Peak 9 - (all-E)-zeaxanthin
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Peak 11 - (all-E)-B-caroteno
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Peak 12 - (9-Z)-B-caroteno
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2. Mass spectra of red lettuce phenolics compounds (non anthocyanics)

Peak 1 - Caffeyoltartatic acid (Caftaric acid)
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Tartaric acid
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Peak 2 - 5-callfeoylquinic acid
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Chlrogenic acid
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Peak 3 - Chlrogenic acid
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Peak 4 - not identified
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Peak 5 - caffeic acid
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Peak 6 - kaempferol-3-Oacetylglucoside
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Peak 7 — anthocyanins
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Delfinidina 551
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Peak 8 - Rutin — H,O
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Peak 9 — Quercetin-3-O-glucuronide
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Peak 10 — Kaempferol-3-O-hexoside
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Peak 11 - Kaempferide-3-O-(6"-O-malonyl)-glucoside
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Quercetin-7-0-(6"-O-acetyl) glucoside or quercetin acetyl-hexoside
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Peak 12 - 3,4-dicaffeoylquinic acid
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Peak 14 — Amentoflavone
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[%] 1
X105

14 473.0769

i 515.1210
537.1069

311.0400
Al \ l“". A A

0 A T ———— or—————————

T L
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mz

Intens._ -MS2(537.1069), 36.1eV, 34.3min #2025

i 375.0701 247.1284

201.0191 493.1288

335.1001

100 200 300 400 500 600 700 800 900 mz

145



Not identified compound
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kaempferol-3-O-alonylglucoside
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Peak 15 - Kaempferol-3-O-acetylglucoside
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3. Anthocyanins

Peak 1 — Cyanidin 3-glucoside
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Peak 2 — Cyanidin 3-laminaribioside
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Cyanidin 3,5-diglucoside
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Delphinidin 3-glucoside
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Peak 3 — Cyanidin 3-p-coumaroyl-glucoside trans
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Cyanidin 3-glucoside
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Cyanidin 3-(3”-malonoyl) glucoside
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Delphinidin-3-glucoside
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Delphinidin-3-malonoyl glucoside
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Peak 4 - Cyanidin 3-(6"-succinyl) glucoside
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ANEXO 2 - ARTIGO 2 - SUPPORTING INFORMATION

Mass spectra of red lettuce phenolics compounds

Pico 1 — Coumarate ion

2(|)0 3(|)0 4(|)0 5(|)0 6(|)0 Walvelength [nm]I
Intens. -MS, 12.1min #707
800
600 216.9093
400
1 277.8989

500 600 700 800 900 m'z
2(|)0 3(|)0 4(|)0 5(|)0 6(|)0 Walvelength [nm]I

Intens.: -MS, 12.1min #707

500

4004

300
163.0224

200

100 -}

159



Pico 2 - 3,4-dihydroxybenzoic acid

Intens. 1 _MS, 14.0min #820
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Peak 3 — Caffeate ion
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Peak 4 — Quinate ion
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Peak 5 - Caffeic acid
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Peak 7 - Coumaric acid glycoside
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Peak 8 —Feruloylquinic acid
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Peak 9- Caffeat acid glucuronide
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Peak 10 - Ferulic acid isomer
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