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Resumo

PAIM, Bruna Trindade. Efeito da aplicacdo de estresse hidrico sob a
gualidade de alface (Lactuca sativa L.) 2020. 72f. Dissertacdo (Mestre em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel”,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica folhosa mais difundida no mundo,
cultivada em diversos paises. No entanto, as cultivares comercialmente
disponiveis apresentam um teor baixo de compostos funcionais, comparado a
diversas outras hortalicas. Além disso, o periodo de p6s-colheita se caracteriza
como uma etapa estressora, afetando a qualidade desta folhosa. Uma estratégia
gue tem se mostrado eficaz para aumentar o conteudo de compostos funcionais
nas plantas € a aplicacao de elicitores abioticos, a exemplo do estresse hidrico
em niveis. Isto ocorre porque ao perceber este estresse as plantas induzem a
producdo de compostos relacionados ao metabolismo de defesa, os quais
incluem compostos do seu metabolismo secundario, que apresentam efeito
funcional quando ingeridos na dieta. Além disso, existem evidéncias de que
plantas submetidas a estes elicitores apresentam maior tolerancia a estresses
subsequentes, como os advindos do processo de armazenamento no pos-
colheita. Este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da aplicacao pré-
colheita de niveis de estresse hidrico na qualidade pré e p6s-colheita de alface.
Para isso, as plantas de alface foram cultivadas com o volume de agua
necessaria para saturacao de 100% do solo (C, controle), 90% (EH 90%), 80%
(EH 80%), ou foram submetidas a um estresse agudo (EH), onde as plantas
foram cultivadas na mesma condi¢do que o controle, mas ndo receberam agua
durante 4 dias antes da colheita. Apds a colheita uma parcela de plantas foi
armazenada a 6-8°C e 80% umidade para analises de pds-colheita. A aplicacao
do estresse hidrico resultou em plantas com maior biomassa nos tratamentos
EH 90% e EH, e n&o afetou a coloragéo ou a firmeza das plantas. O tratamento
EH 80% destacou-se quanto aos parametros de qualidade, pois resultou em
plantas com maior conteudo de carotenoides, clorofilas, acido caféico, acido
mono-cafeico-tartarico, Malercil glucésido de quercitina, quercitina-3-O-

glucuronida, e maior atividade antioxidante total, no momento da colheita. As



plantas submetidas ao estresse hidrico ndo apresentaram mudancas na firmeza
durante o armazenamento, porém apresentaram incremento no conteudo de
flavonoides, em EH, e um nimero menor de compostos fendlicos que tenham
sido afetados negativamente pelo armazenamento. Os resultados indicam que a
aplicacdo de estresse hidrico, especialmente no nivel de 80%, em alface
representa uma estratégia interessante para melhorar a qualidade desta
hortalica no momento da colheita e ap6s armazenamento.

Palavras-chave: Elicitores abidticos, ‘priming’, acidos fendlicos, hortalica, pos-
colheita.



Abstract

PAIM, Bruna Trindade. Effect of water stress application on lettuce
quality (Lactuca sativa L.) 2020. 72f. Dissertation (Master Degree in Food
Science and Technology) — Graduate Program in Food Science and Technology,
Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel”, Federal University of Pelotas, Pelotas,
2020.

Lettuce (Lactuca sativa L.) is the most widespread leafy vegetable in the world,
grown in several countries. However, commercially available cultivars have a low
content of functional compounds, compared to several other vegetables. In
addition, the postharvest period is characterized as a stressful stage, affecting
the quality of this vegetable. One strategy that has been shown to be effective in
increasing the content of functional compounds in plants is the application of
abiotic elicitors, such as drought stress at moderate levels. This is because when
perceiving this stress, plants induce the production of compounds related to
defense metabolism, which include compounds from their secondary
metabolism, which have a functional effect when ingested in the diet. In addition,
there is evidence that plants submitted to these elicitors have greater tolerance
to subsequent stresses, such as those arising from the postharvest storage. This
work aims to evaluate the effect of the pre-harvest application of moderate levels
of water stress on the pre and postharvest quality of lettuce. For this, lettuce
plants were grown with the volume of water needed to saturate 100% of the saoill
(C, control), 90% of the soil (EH 90%), 80% of the soil (EH 80%), or they were
subjected to short-term acute stress (EH), where the plants were grown in the
same condition as the control, but did not receive water for 4 days before harvest.

After harvesting, a portion of plants was stored at 6-8 °C and 80% humidity for

postharvest analysis. The application of moderate drought stress resulted in



plants with higher biomass in treatments EH 90% and EH and did not affect the
color or firmness of the plants. The EH 80% treatment stood out in terms of quality
parameters, as it resulted in plants with a higher content of carotenoids,
chlorophylls, caffeic acid, mono-caffeic-tartaric acid, Malercyl glucoside of
quercitin, quercitin-3-O-glucuronide, and greater total antioxidant activity at
harvest. Plants submitted to moderate water stress did not show changes in
firmness during storage, but showed an increase in the content of flavonoids, in
EH, and a smaller number of phenolic compounds that have been negatively
affected by storage. The results indicate that the application of moderate water
stress, especially at the 80% level, on lettuce represents an interesting strategy
to improve the quality of this vegetable at harvest and after storage.

Keywords: Abiotic elicitors, 'priming’, phenolic acids, vegetables, postharvest.
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1 Introducéo

O consumo de hortalicas vem crescendo, uma vez que diversos
compostos presentes nestas tem sido associado positivamente com o aumento
na qualidade de vida. Isso se deve a alguns beneficios proporcionados por estes
compostos como o sequestro de radicais livres, 0 combate ao envelhecimento
prematuro das células, a reducdo na susceptibilidade a infec¢des, a atividade
anti-inflamatoria, a prevencdo de algumas doencas crbnicas, dentre outras
(Connolly, 2008; Johns e Eyzaguirre, 2007). Desta forma, diversos esfor¢cos tém
sido direcionados na busca por incremento da qualidade nutricional e funcional
dos alimentos, uma estratégia conhecida como biofortificacdo (Messias et al.,
2013; Escamilla et al., 2017).

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortali¢ca folhosa mais difundida no mundo,
sendo cultivada em diversos paises (Cassetari, 2012; Jacinto, 2018). Sua
produgédo mundial em 2018 foi de 26,8 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2018).
No Brasil, possui uma grande importancia tendo em vista sua producao de 1,5
milhdes de toneladas em 2017, a qual é facilitada pelo fato de apresentar um
ciclo de vida curto (Jacinto, 2018).

Apesar de ser considerada fonte de diversas vitaminas como C e E,
minerais, fitoquimicos, principalmente carotenoides, clorofila e compostos
fendlicos. Entretanto mesmo esta sendo uma hortalica de grande consumo, ela
apresenta conteudo de compostos fendlicos inferior a 27 outras plantas menos
consumidas (Chu et al. 2002; Song et al. 2010). Além desse composto, as
cultivares comerciais de alface comerciais apresentam um teor baixo de
carotenoides precursores de vitamina A (Cassetari, 2012). Sendo assim,
aumentar o conteudo de compostos funcionais em uma hortalica altamente
consumida como a alface é de grande relevancia.

Dentre as estratégias de biofortificacdo, podemos citar: 0 melhoramento
convencional, praticas de manejo agricola, uso de fertilizantes e/ou
bioestimulantes, = melhoramento  genético (geragdo de  organismos
geneticamente modificados), e uso de elicitores bidticos ou abioticos
(CORDENUNSI et al., 2005, JIMENEZ-BERMUDEZ et al., 2002, WANG e GAO,

2013). Os elicitores abioticos incluem os estresses hidrico, salino, de
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temperatura (frio ou calor), radiacédo ultravioleta, dentre outros. Estes estresses
induzem a producdo de compostos relacionados ao metabolismo de defesa, os
quais incluem compostos do seu metabolismo secundério, que apresentam
efeito funcional quando ingeridos na dieta (Almeida et al., 2016; Jacinto, 2018).
Embora estresses abidticos severos causem prejuizos ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, quando aplicados em nivel leves podem promover
este efeito biofortificante sem afetar negativamente a produtividade da cultura
(BOROWSKI et al., 2014).

Além disso, ha evidéncias de que plantas submetidas a estresses
abioticos apresentam maior tolerdncia a estresses subsequentes, como 0s
advindos do processo de armazenamento no pos-colheita. Este efeito se daria
pelo fato de as células vegetais j4 apresentarem o metabolismo direcionado a
producdo de metabdlitos de defesa, em virtude do primeiro estresse infligido
(Zlotek e et al., 2013; Perin, 2014). A aplicacdo deliberada de estresses visando
a tolerancia a estresses subsequentes tem sido denominada de ‘priming’.

A alface inicia o seu processo de deterioracdo a partir do momento em
gue entra no estado de senescéncia. Sendo assim, os cuidados com o manejo
devem ser estabelecidos desde o plantio até o armazenamento, visando obter
um produto com maior qualidade nutricional e sensorial (Nascimento et al.,
2017). Apos colhida, a alface é susceptivel a perda de agua, o que afeta
caracteristicas sensoriais como a firmeza e crocancia, e leva a diminui¢do da
vida de prateleira e aumento do custo final do produto para o consumidor (Santos
et al., 2018). Assim, este periodo pos-colheita se caracteriza como uma etapa
estressora, que acarreta em uma série de modificacdes fisicas, quimicas e
moleculares nas células vegetais, afetando a qualidade desta folhosa (Cassetari,
2012). Desta forma, estratégias pré-colheita, como o ‘priming’, que possam

reduzir perdas pés-colheita sdo de grande interesse.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito da aplicacdo pré-colheita de niveis de estresse hidrico na

qualidade pré e pds-colheita de alface.

2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o efeito da aplicagdo pré-colheita de niveis de estresse hidrico
sobre os parametros de firmeza, cor, atividade antioxidante e contetudo de
clorofilas totais, carotenoides totais e compostos fendlicos totais e
individuais em alfaces, no momento da colheita;

e Verificar o efeito, apdés armazenamento, de niveis de estresse hidrico
sobre plantas de alfaces em relacdo aos parametros de firmeza, cor,
atividade antioxidante e conteudo de clorofilas totais, carotenoides totais

e compostos fendlicos totais e individuais.
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3 Revisao Bibliografica

3.1 Alface

A alface (Lactuca sativa L.) faz parte das plantas herbaceas, pertencente
a familia Compositae (CHON et al., 2005), sendo a Unica espécie domesticada
cujo género possui mais de cem espécies selvagens (LEBEDA et al., 2014). Esta
planta apresenta folhas presas, unidas ao pequeno caule, sendo de consisténcia
tenra. A alface € a hortalica folhosa mais consumida no mundo e de consumo
constante ao decorrer de todo o ano (ZDRAVKOVIC et al., 2014), seja por suas
caracteristicas sensoriais ou pela presenca de compostos funcionais e
nutricionais (LLORACH et al., 2008).

O consumo dessa hortalica tem relevancia de carater socioeconémico
mundial, por ser a de cultivo mais expressivo em pequenas propriedades, ja que
se trata de uma planta de ciclo curto e de baixa suscetibilidade a pragas e
doencas (ZDRAVKOVIC et al., 2013). Em 2016, 26,8 milhdes de toneladas de
alface foram produzidas no mundo, destacando-se a Europa e Estados unidos
com maior consumo de alface (FAOSTAT, 2018). No Brasil, sua producéo ocorre
durante todos os meses do ano, trazendo empregos diretos para agricultores
familiares, criando cinco empregos diretos para cada hectare de cultivo (COSTA;
SALA, 2005). Em 2017, mais de 1,5 milhdes de tonelada de alface foram
produzidas no Brasil, sendo as variedades ‘Crespa’ e ‘Americana’ as mais
consumidas, movimentando anualmente um montante de 8 bilhdes de reais em
varejos (ABCSEM, 2015; Cassetari, 2012; Jacinto, 2018).

O ciclo de cultivo da alface varia de 40 a 70 dias dependendo da cultivar,
da época de plantio (verdo ou inverno), e do sistema de plantio, podendo este
ser realizado através de semeadura direta ou transplante de mudas, e o cultivo
ser realizado a campo ou em ambiente protegido (LIMA, 2007).

No Brasil, aproximadamente 50 cultivares diferentes de alfaces sao
produzidas, sendo sua comercializagdo determinada pela necessidade do
comércio e condicbes edafoclimaticas de cada local (SALA; COSTA, 2012).
Cada cultivar apresenta caracteristicas morfologicas e fisioldgicas distintas. Nas
regibes onde as temperaturas sdo majoritariamente baixas, como no sul e
sudeste do pais, sao utilizadas as cultivares resistentes a baixas temperaturas;

tais como cultivar: ‘Condensa’, ‘Loreane’ e ‘Rubinela’. J4 em climas quentes se
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cultiva as resistentes ao pendoamento e ao florescimento precoce como as
cultivares ‘Rafaela’, ‘Monica’, ‘Luiza’ e ‘Regina’, pois nestes locais o fotoperiodo
maior e as temperaturas mais altas induzem a estes efeitos fisiolégicos. Porém,
de forma geral, a maior parte dos cultivares se estabelecem em temperaturas
amenas, de 15 °C a 24 °C (EDI, 2019; HENZ; SUINAGA, 2009).

As cultivares de alface do tipo crespa sao as mais produzidas no Brasil.
As principais caracteristicas destas sdo: a presenca de folhas com enervagées
e do tipo flabelada, e auséncia de formacéo da cabeca, levando estas cultivares
a apresentarem um desempenho agronémico melhor (SALA; COSTA, 2012). A
cultivar ‘Veneranda’ € uma das mais produzidas e consumidas, devido as suas
propriedades, onde apresenta-se com folhas crespas, coloracdo verde-claro
brilhante, além de tolerancia a LMV (lettuce mosaic virus), ao pendoamento
precoce e a altas temperaturas (FELTRIN, 2020).

3.1.2 Compostos funcionais presente na alface

O consumo de frutas e hortalicas na dieta humana tem se intensificado
devido sua relacdo com a prevencao de doencas, e consequente melhoria na
qualidade de vida (LLORACH et al., 2008). A alface apresenta diversas
vitaminas, minerais e compostos fendlicos, que, juntamente com seu valor
caldrico baixo e alto teor de vibras, a tornam de interesse aos consumidores
preocupados com sua saude (KOLTON et al., 2014; LEE et al., 2009). No
entanto, quando comparada com outras hortalicas, apresenta teores baixos
destes compostos, principalmente os com atividade antioxidante (CHU et al.,
2002; SONG et al., 2010). Apesar disso, por ser consumida regularmente, a
alface se torna uma das fontes de antioxidantes, devido ao consumo dieta
humana, principalmente na sua forma fresca (BOROWSKI et al., 2014). Sendo
assim, estratégias visando seu incremento nutricional/funcional, também
conhecidos como estratégias de biofortificacdo, séo relevantes, especialmente
por se tratar de uma hortalica de consumo diario (HAWRYLAK-NOWAK, 2013;
BOROWSKI et al., 2014).

A biofortificacdo tem como premissa basica a inducdo das rotas
metabodlicas endogenas, de forma que ocorra a sintese dos compostos
especificos de forma intensificada, sem interferir negativamente no

desenvolvimento e crescimento da cultura (ZHU, et al., 2013). Por este motivo,
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€ importante que se conhecam 0s compostos que se deseja biofortificar, bem
como suas rotas metabdlicas biossintéticas. A seguir, estdo descritos 0s

principais compostos funcionais em alface, e como estes s&o sintetizados.
Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos englobam uma enorme gama de substancias
quimicas que, possuem estruturas diversificadas, podendo gerar diversos
compostos derivados. Conferem variadas propriedades aos alimentos, e
apresentam diversas atividades bioldgicas quando ingeridos na dieta, tais como
atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana e antioxidante (TIAN et al., 2017).

Quimicamente essas substancias possuem um anel aromatico com um ou
mais grupos hidroxila ligados (DEL RIO et al., 2014). Os compostos fendlicos
mais importantes encontrados na dieta incluem os acidos fendlicos, flavonoides
e taninos.

Os flavonoides sédo os pigmentos mais comuns depois da clorofila e dos
carotenoides (STALIKAS, 2007) e podem ser divididos em diferentes classes,
dentre elas estdo flavanois, flavondis, flavonas, isoflavonoides, flavononas e
antocianinas (COUTINHO et al., 2009). A sintese destes compostos ocorre via
acido chiquimico (Figura 1), onde a enzima fenilalanina amoénia-liase (FAL)
catalisa a reacdo de desaminacdo do aminoacido L-fenilalanina formando o
acido cinadmico. Apds, ocorrem sucessivas reacdes enziméticas (Figura 2),
incluindo a atuacao da enzima flavonol sintase (FLS), responsavel pela formacéo
dos flavonoides; e da enzima UDP flavonoide glicosiltransferase (UFGT), que
atua na formacdo das antocianinas (CHEYNIER, 2012).

Eritrose-4-fosfato + Fosfenolpiruvato
‘ Acido Chiquimico |
! FAL
Triptofano <= Antranilato <= Corismato =) Fenilalanina =>  Acido Cinamico

0 il

Alcaloides Indolicos Prefenato - -
@ | Fenilpropanoides ‘

Tirosina

4

Alcaloides Isoquinolinicos

Figura 1 - Biossintese dos compostos fendlicos.
Fonte: Adaptado de Holton et al., 1995.
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Figura 2- Rota metabdlica de fenilpropandides nas plantas.
Fonte: Adaptado de Holton et al., 1995.

Os compostos fendlicos sdo derivados das vias pentose-fostato,
chiquimato e fenilpropandides em plantas, onde estes compostos desenvolvem
um papel importante para o crescimento e reproducdo das plantas, atuando na
protecdo ao atague de patdgenos e predadores. Além disso, contribuem para as
caracteristicas sensoriais de vegetais e frutas. Eles podem ser divididos em
diferentes classes, dentre elas estdo fendlicos aliados e polifendlicos,
terpendides e alcaloides (VUOLO et al., 2019).

As propriedades bioldgicas e fisico-quimicas dos compostos fendlicos
variam conforme a disponibilidade nas plantas. Por exemplo, atuam na formacéo
dos pigmentos, os quais desempenham papel importante na polinizacdo, na
resposta a estresses bioéticos e abiodticos, e apresentam capacidade antioxidante,
atuando como sequestrantes de radicais livres, por seu perfil do grupamento
hidroxila, inibindo enzima oxidativa (DEL RIO et al., 2014). Diversas
metodologias demonstram uma correlagéo do conteddo de compostos fendlicos
e do potencial antioxidante de vegetais, frutas e hortalicas dos mais variados
tipos (ABDILLE et al., 2005; ALTUNKAYA; GARCIA-MACIAS et al., 2007;
GOKMEN, 2008; HEIMLER et al., 2007; MELO et al., 2006; CALDWELL, 2003).
Os compostos fendlicos totais se mostram com impacto positivo em diversos
estudos, como na prevencao de doencas cronicas, como alguns tipos de cancer,
inibindo a taxa de crescimento celular e induzindo a apoptose (ROLEIRA et al,
2015, MITJAVILA; MORENO, 2012).
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O principal componente fendlico presente na alface € o acido caféico,
especialmente esterificado com &cido clorogénico, acido chicoérico e &cido
malico. Os flavonoides aparecem em menor porcao, sendo estes derivados de
quercitina e kaempferol (TAVARINI et al., 2008; LLORACH et al., 2008; RIBAS-
AGUSTI et al., 2011). Os compostos fendlicos em alfaces estdo bem elucidados
na literatura (DU PONT et al., 2000).

Gurdon et al (2019) realizou uma analise de biodisponibilidade in vivo com
camundongos que tinham diabetes tipo 2, administrando diariamente via oral um
extrato de RSL (Rutgers Scarlet Lettuce) liofilizada que possuia alto teor de
compostos fendlicos, onde demostrou efeitos hipoglicemiantes. Outro estudo de
suplementacao resultou na diminuicdo dos niveis de colesterol total no sangue
e triglicerideos em camundongos alimentados com pé de alface (8%) liofilizado,
rico em fendis na alimentacdo dos animais por meio de uma racéo (LEE et al,
2009).

SONG et al. (2010) correlaciona os fendis contidos na alface com outras
espécies de vegetais e demonstra que a alface se encontra no vigésimo oitavo
lugar quando comparado com outras hortalicas consumidos no mundo.
Reconhecendo o consumo da alface como alimento do cotidiano da populacéo,
estudos visam esse incremento na cultura. Fatores ambientais como a
intensidade de luz, temperatura, disponibilidade de &gua por restricdo ou
encharcamento do solo, nutrientes do solo, podem influenciar no contetudo
destes compostos (DURAZZO et al., 2014; SANTOS et al., 2016).

Acido L-ascérbico

A Vitamina C € representada por dois componentes que possuem
atividade bioldgica: o Acido Ascorbico (AA), principal componente, e o Acido
Desidroascorbico (DHA), importante na dieta humana por seus efeitos
fisiolégicos (ALSCHER et al.,, 1993; DEUTSCH, 2000). O AA participa da
regulacédo do crescimento e metabolismo das plantas. Nos tecidos vegetais,
colabora na acdo redutora, eliminando os radicais livres e na atividade
enzimatica das reac¢des quimicas. Na forma de DHA é importante pois 0 corpo
humano néo sintetiza esse metabdlito (LOCCATO; CIMINI; GARA, 2013).

O AA é sintetizado a partir de guanosina difosfato (GDP) manose (GDP-

D-manose), havendo duas vias de sintese: a via do mio-inositol, onde GDP-D-
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manose € convertida a GDP-L-gulose e essa em L-gulose e, subsequentemente
a L-gulano-1,4 lactano que é entdo oxidada em &cido L-ascoérbico; e a via D-
manose/L-galactose, também conhecida por via Smirnoff-Wheeler, onde GDP-
D-manose é convertida a GDP-L-galactose, que é convertida a L-galactose, que
pela acdo da D-galacturonato € sintetizado L-galactano-1,4-lactano, o qual &
oxidado a acido L-ascorbico. (WHEELER; JONES; SMIRNOFF, 1998;
SMIRNOFF; NICHOLAS, 2018).

’ Fotossintese ‘

}

D—man?se 1-P

GDP-Lgalactose  +— | GDP-D-MANOSE | —  GDP-L-gulase
i) v
L-galactose L-gulase
D-galacturonato J mio-inositol
L-galactano- 1,4 - lactano L-gulano- 1,4 lactano
™~ /
.
“ e

Acido L-ascorbico ‘

Figura 3 - Rota metabdlica do acido L-ascérbico. Fonte: Adaptado de Smirnoff e Wheeler, 2000.

Existe também a via de reciclagem do &cido L-ascOrbico, possuindo a
principal funcao de regulacdo do proprio composto, juntamente com 0 processo
de sintese, degradacdo e transporte da rota (STEVENS et al., 2008, YIN et al.,
2010). Nesta via, pela acdo da enzima APX (ascorbato peroxidase), o AA é
convertido a acido monodehidroascorbico, com a concomitante reducdo do
peréxido de hidrogénio em agua, sendo que pode se converter em acido
dehidroascorbico (GALLIE, 2013).

Nas plantas o acido L-ascérbico participa como um cofator enzimatico,
eliminando espécies reativas do oxigénio (EROS). Também atua na resposta a
estresses bioticos e/ou abioticos, regulando funcdes fisioldgicas e bioquimicas
desde o processo de germinacdo da semente, passando pela inducdo da
floragcéo, fotossintese, expanséo dos tecidos vegetais dos frutos e senescéncia
(AKRAM; SHAFIQ; ASHRAF, 2017). O &cido ascoOrbico € um importante
indicador, pois tem caracteristica termolabil; sua integridade nos alimentos indica

a preservacdo de outros nutrientes dentro do alimento (CARDELLO e
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CARDELLO, 1998).Mattos (2007) diz que a degradacdo do acido ascorbico
favorece o escurecimento ndo enzimético, resultado da acao da polifenoloxidase
e a peroxidase, catalisando reacdes que levam ao desbotamento das plantas e
formacdo de compostos aromaticos indesejaveis, perdendo nutrientes e
escurecendo os tecidos.

Entre as suas fungdes no organismo humano pode-se destacar a
participacdo na producao de colageno, através do metabolismo da tirosina, e na
biossintese e na absorcao de ferro ndo-heme (LEE e KADER, 2000). Sendo,
portanto, importante sua ingestao na dieta humana. A deficiéncia de vitamina C
no organismo pode ser notada por alguns sintomas: como fadiga, insénia,
baixando a imunidade e facilitando a suscetibilidade a infeccbes e perda de peso
(SMIRNOFF; NICHOLAS, 2018). Seu beneficio é relatado na literatura como
redutor do risco de diversas doencas, cancer, disturbios relacionados a doencas
bucais e cardiovasculares. Quando uma ingestao diaria ndo € suficiente se utiliza
a suplementacao na dieta (VISSERS et al., 2011, GESS et al., 2015).

A alface se demonstra uma fonte de AA, por se tratar de um alimento de
consumo fresco, 0 que preserva a integridade do composto. Segundo Morais et
al (2010), a alface fresca apresenta um contetdo de AA de 16,52 mg/100g,
conteddo esse inferior a outros vegetais como brécolis, couve-flor e espinafre
(LOCATTO; CIMINI; GARA, 2013). Devido sua importancia para a saude, esse
metabdlito tornou-se de grande relevancia para pesquisas cientificas (AKRAM et
al., 2017).

a-tocoferol

O a-tocoferol pertence ao grupo de compostos de vitamina E, fazendo
parte dos antioxidantes naturais mais pesquisados (GODIM, 2009). O termo
vitamina E é utilizado para se referir a oito diferentes compostos, divididos em
dois grandes grupos, tocoferdis (primeiro grupo) e os tocotriendis (segundo
grupo). O tocoferol chama-se de primeiro grupo, que é derivado do tocol, grupo
de cadeia saturada de dezesseis carbonos. Esse grupo inclui quatro dos oito
compostos, sendo eles o a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol e o &-tocoferol
(BALL, 1998; BIANCHINI; PENTEADO, 2003). Os tocoferdis estdo presentes

naturalmente em alimentos de origem vegetal, como nas frutas, vegetais verde
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escuros, em sementes oleaginosas e nos 0leos vegetais (SETIADIA et al., 2003).
Os tocotriendis (segundo grupo) possuem uma cadeia lateral insaturada
contendo 16 atomos de carbono (AZZl e STOCKER, 2000; CERQUEIRA et al.,
2007). Os alimentos sao a maior fonte de vitamina E através da ingestao para a
populacao (GUINAZI, 2009).tocoferol

O principal local de sintese de tocoferois acontece nos plastidios das
plantas, local onde dois compostos podem atuar como precursores de suas vias
metabdlicas. Um deles é o acido homogentisico (HGA), derivado do 4-
hidroxifenilpiruvato (HPP) proveniente da via metabdlica de chigquimato, que,
juntamente com fitidilfosfato origina  2-metil-6-fitil-1,4-benzoquinona
metiltransferase (MPQ), pela acgdo catalitica da enzima homogentisato
preniltransferase (VTE2, HPT1) (ROHMER 2003). J& MPQ serve de substrato
para a sintese de d-tocoferol (por acdo da enzima VTEL), e de B-tocoferol (por
acdo da enzima VTE4/TMT). A MPQ pode também ser metilada em 2,3-dimetil-
5 fitil benzoquinona (DMPQ), agindo como substrato para a sintese de y-tocoferol
com o auxilio da enzima VTE4/TMT convertendo em a-tocoferol, como
exemplificado na figura 4 (SMIRNOFF; NICHOLAS 2007).

4-Hidroxifenilpiruvato

}

Homogentisato

Fitil-difosfato HPT1 (VTE2)

VTE3
2-Metil-6-Fitil-1,4-benzoquinona  — 2 3-dimetil-5-fitil-benzoquinona
(MPQ) (DMPQ)
VTE1 l VTE1
o-Tocoferol y-Tocoferol
J, y-TMY (VTE4) i y-TMY (VTE4)
B-Tocoferol a-Tocoferol
Figura 4 -Sintese de tocoferdis iniciando pelo 4-Hidroxifenilpiruvato.

Fonte: Adaptado de Méne Saffrané, 2017.

Estes compostos possuem caracteristicas lipofilicas na planta, atuando
como excelentes antioxidantes por protegerem membranas celulares, além de

estabilizarem reacfOes oxidativas nos Oleos vegetais e gorduras animais
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(HAUMANN, 1990; SHIN; GODBER, 1994; TAKUR; SRIVASTA, 1996; KIM et
al., 2001; RODRIGUES; ONOYAMA; MEIRELLES, 2006; BRUSCATTO et al.,
2009). Também possuem fungcdo de integridade e rigidez das membranas
fotossintéticas, protegendo os tecidos, pela acdo da eliminacdo dos radicais de
peréxido, protegendo os lipideos da peroxidacdo e atuando como sinalizador nas
células (MUNNE-BOSH, 2007).

Esses compostos tocoferdis sdo essenciais na dieta humana, sendo
encontrados somente em organismos fotossintéticos. Atuam melhorando a
funcdo imunoldgica do organismo humano e prevenindo algumas doencas:
degenerativas, cancer, catarata, neurologicas e cardiovasculares. O a-tocoferol
exerce funcao importante como inibidor da oxidagcao dos radicais livres, reagindo
com o0 oxigénio e impossibiltando a transformacdo dos &cidos graxos
insaturados em aldeidos (FREITAS, 2007; MENTE et al., 2009, WANG et al.,
2015, PEH et al., 2015). Tem sido utilizado também em farmacos cosméticos
visando o tratamento contra o envelhecimento cutaneo (ALMEIDA, 2008).

Estudos sugerem que a sintese de tocoferdis é reguladora durante todo o
processo de desenvolvimento da planta. Pois, fatores como estresse, seja por
alta luminosidade, baixa temperatura, seca e estresse salino aumentam e/ou
diminuem a sintese desse metabdlito (GOSSETT et al., 1994; STREB et al.,
1994; LEIPNER et al, 1999; HAVAUX et al, 2000; MUNNE-BOSCH E ALEGRE,
2000). Além disso, o processo de degradacao da clorofila durante a senescéncia
foliar gera danos oxidativos nas membranas fotossintéticas, aumentando o
contetdo dos tocoferéis (MUNOZ e MUNNE BOSCH, 2018).

Segundo Méne-Saffrané e Pellaud (2017) a populacdo ndo consome
doses suficiente de vitamina E na dieta, apresentando deficiéncia dessa vitamina
em seu organismo. Por isso, tem se buscado alternativas para o incremento
deste composto nos alimentos. Na alface o teor total de tocoferol é de cerca de
0,5 pg/g, com relagdo a-/y-tocoferol de 0,26. Portanto, o conteudo e a
composicao de tocoferdis na alface podem ser melhorados.
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3.1.2.1 Utilizacdo de estresses como estratégia de incremento de
compostos funcionais

A alface, por ser a hortali¢ca folhosa mais consumida no Brasil e no mundo,
e por apresentar baixos niveis de compostos funcionais, torna-se um alvo de
interesse para estudos de biofortificacéo.

Existem diversas técnicas agrondmicas para o aumento dos teores de
compostos funcionais em frutas e hortalicas, dentre elas o melhoramento
convencional, a modificacdo genética e a aplicacdo de elicitores. Os elicitores
podem ser bidticos ou abidticos e tem se tornando popular devido ao baixo custo
e forma de aplicacdo simples (MORENO-ESCAMILLA et al., 2017). O elicitores
abioticos incluem estresses como seca, deficiéncias nutricionais, escassez de
luz, temperatura extrema, salinidade e metais pesados (HERMS E MATTSON,
1992). A premissa basica de atuacdo destes elicitores é de que, ao serem
aplicados nas plantas, ativam seus mecanismos de defesa contra estresses, que
incluem a producdo de antioxidantes, que atuam como sequestrantes de
espécies reativas de oxigénio (EROS) (MORENO-ESCAMILLA et al., 2017). Os
antioxidantes podem ser de natureza enzimatica ou ndo enzimatica, sendo que
esta Ultima classe inclui os compostos do metabolismo especializado das
plantas. Em alfaces, fazem parte desta classe o acido ascorbico, os tocoferais,
os carotenoides e os compostos fendlicos (McKERSIE e LESHEM, 1994). Uma
vez que estes compostos apresentam grande relevancia e beneficios aos
humanos quando ingeridos na dieta, a utilizagdo de elicitores abidticos visando
induzir a producdo destes compostos se torna uma alternativa promissora em
alface.

No entanto, € importante que o nivel do estresse elicitor aplicado seja
avaliado, uma vez que estresses severos geralmente resultam em efeitos
negativos ao crescimento e desenvolvimento das plantas (MALEJANE et al,
2017). Por outro lado, a aplicacdo de diferentes niveis de estresses tem se
mostrado eficiente para aumentar a resisténcia das plantas a estresses, biéticos
e abidticos, e também para melhorar a qualidade das hortalicas, em especial no
que se refere ao acumulo de compostos funcionais, que sao promotores de
salde (MARTINEZ-BALLESTA et al., 2008; LEE et al., 2017). O estresse se

configura como aquele capaz de induzir a resposta de defesa das plantas sem
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prejudicar seu desenvolvimento morfologico e fisioldgico. Este nivel pode variar
para cada cultura, época do plantio e quantidade de plantas.

Os tratamentos via elicitores fazem com que se desencadeiam a sintese
de compostos funcionais em alimentos, como: sementes, graos, frutas, vegetais
e ervas, tornando-se uma alternativa para a inducédo de alteracdes fisioldgicas
nas plantas, estimulando as defesas induzidas pelo estresse. A utilizacdo de
estresse abittico em plantas tem sido relatada em diversas culturas. A exemplo
disso, a seca aumentou o contetido de carotenoides em trigo (KELES e ONCEL,
2002), de tocoferol em plantas de lavanda (MUNNE-BOSCH et al., 2001), e de
compostos fendlicos em folhas de Salvia offcinalis L. Em outros vegetais, como
o brdcolis, se mostrou eficaz a utilizacdo de NaCl (cloreto de sédio) e &cido
salicilico como elicitores para o aumento de compostos fendlicos totais,
flavonoides totais, antocianinas totais, vitamina C e E (NATELLA et al., 2016). A
aplicacdo de metil jasmonato como elicitor resultou no aumento de compostos
bioativos em mirtilos (WANG e ZHENG 2005), bem como o aumento de
flavonoides em mirtilos, amoras e macas (PERCIVAL e MACKENZIE, 2007,
WANG et al., 2008; SHAFID et al., 2011).

Em alface, as aplicacbes de estresse osmoético ndo afetaram
negativamente o desenvolvimento da planta, e mostra-se um indutor de
compostos de defesa com valor nutricional a hortalica, conforme estudo de
Malejane et al (2017). Segundo Moreno e Escamilla et al (2017), a utilizacdo de
estresse hidrico e aplicacdo de luz UV, aplicados imediatamente antes da
colheita, aumenta a qualidade da alface em relacdo a concentracdo de
compostos funcionais, sem efeitos adversos ao seu crescimento e rendimento.
Alguns estudos demonstraram 0 uso de acido araquidbénico (AA), &cido
jasménico (JA) e acido abscisico (ABA), como indutores de compostos fendlicos,
dente eles, flavonoides e acidos fenolicos, além de outros compostos como
clorofila, carotenbéides e vitamina C em alface (ZLOTEK; SWIECA e
JAKUBCZYK, 2014). Quando aplicada quitosana nas plantas de alface,
viabilizou-se o aumento de fendlicos totais (VIACAVA et al., 2018). E a aplicacao
de um estresse por periodo de tempo rapido, sob concentracdes elevadas de
COg, resultou diretamente no acumulo de compostos fenélicos, como também no

aumento da atividade antioxidante de alfaces, sendo benéfico para a saude
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humana o consumo de alimentos tratados com algum tipo de estresse (PEREZ-
LOPEZ et al., 2018).

Garrido (2014) demonstrou que o aumento no conteido de compostos
fendlicos e da atividade antioxidante em alfaces cultivadas sobre estresse
abidtico é resultado do aumento na sintese desses compostos, o qual €&
dependente de cada estresse. Sendo assim, faz-se necessaria a compreensao
de como cada tecido vegetal e rota metabdlica é afetada por elicitores
especificos. Além disso, € preciso estabelecer a elaboracdo de protocolos onde
se determine a quantidade do aumento destes metabdlitos, a fim de produzir
alimentos seguros e com qualidade, saudaveis aos consumidores (BAENAS,
VIGUERA e MORENQO, 2014).

Dentre os elicitores, o uso de estresse por restricdo hidrica tem se
mostrado de interesse, especialmente levando em consideracdo a restricdo do
abastecimento de 4gua em muitos lugares do mundo. Desta forma, adaptar a
cultura a esse tipo de condigcdo ambiental é importante para dar continuidade a
producdo de alimentos em locais de seca (AKINCI e LOSEL, 2012). Vale
salientar que a alface possui em sua composicao 96% de agua (MYFOODDATA,
2018). Este faz parte de um componente essencial para a sobrevivéncia da
planta (AKINIC et al., 2012). Podendo receber déficits em qualguer momento do
seu ciclo de vida (HURD; 1976, LAWBE et al., 2000).

3.1.3 Alfaces no Pds-colheita

Hortalicas de forma geral possuem elevada perecibilidade, observada
pela sua rapida deterioracdo e perda de agua, poucos dias ap0s a colheita,
fazendo-se necessario o consumo quase imediato das plantas ou a utilizacéo de
técnicas de conservacdo (FINGER et al., 1999). Ha diversas técnicas de
conservagcdo em alimentos, dentre elas, o uso de atmosfera modificada e
atmosfera controlada, e principalmente o uso de refrigeracdo, atuando na
atividade metabdlica dos produtos horticolas, prologando a sua vida de prateleira
(MANTILLA et al., 2010).

Um dos fatores mais importante para ser controlado na fase de pés-
colheita em produtos horticolas é a temperatura, influenciando diretamente na

gualidade e durabilidade do alimento (WILLS et al; 1998). A alface por suas
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caracteristicas morfolégicas onde o principal componente das folhosas € o
volume de agua, a torna altamente perecivel, e sua deterioracdo se inicia no
momento da colheita. Portanto, quanto mais rapido é feito o manejo pds-colheita,
a acondicionando em condi¢des de temperaturas mais amenas, maior sera seu
tempo de conservacdo. Apos a colheita, hA o aumento da taxa de reacdes
catabdlicas das plantas, levando a perda de 4gua de 5 a 10%, suficiente para
causar mudancas na sua estrutura, textura e aparéncia (ANTONIALI, 2000;
CHITARRA e CHITARRA, 2005).

Chitarra e Chitarra (2005) caracterizam como definicdo de perda na pés-
colheita como qualquer reducdo na disponibilidade de alimentos para o
consumo, que ocorram durante seu manuseio, transporte, armazenamento ou
comercializacdo. A maior problematica encontrada em hortalicas sdo as perdas
por razdo da depreciacdo da qualidade dos produtos, devido a deterioracao,
causada principalmente por danos fisicos e biolégicos, tais como:
amassamentos, cortes e pela acao de pragas (VILELA et al., 2003).

Para se conseguir uma conservacao na pos-colheita, os cuidados devem
iniciar ja no campo, visando a minimizacdo de danos e contaminacdes por
microrganismos, com uso de métodos adequados. O tipo de transporte até o
“packing-house” ou diretamente as redes varejistas deve ser o mais rapido
possivel e com cuidado, evitando injurias mecanicas nas plantas ndo embaladas
(CHITARRA e CHITARRA, 1990). Esses cuidados sdo fundamentais para a
preservacdo da qualidade e, consequentemente, estendendo a vida util da
hortalica. O uso de embalagens adequadas tem o papel de protecéo das folhas,
permitindo a minimizacdo do manuseio, que, em conjunto com a refrigeracao, se
mostra essencial para uma melhor conservacdo pos-colheita de hortalicas.
Neste caso, € comum a utilizacdo de polietileno tereftalato (PET) para o
acondicionamento de frutas e hortalicas. Em rabanetes, estas embalagens, em
conjunto com refrigeragdo a 5 °C, melhoram a conservagao, diminuindo
significativamente a perda de massa em minimamente processado (DELAGUILA
et al., 2006). Gillies e Toivonenl (1995) sugerem a utilizacdo de filme plastico
micro-perfurado em conjunto com método de pré-resfriamento para brécolis,
estendendo sua vida de prateleira.

A alface tem uma taxa de respiracdo trés vezes mais rapido em

temperatura a 10 °C do que a 0 °C e cerca de trés vezes mais em temperatura
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ambiente (20 °C). Acelerando a respiracao, gerando energia na forma de calor,
gue aumenta concomitante a temperatura (HARDENBURG et al., 1986). A alface
tem poucas reservas de substrato (como acglcares e amido) para respirar e
produzir a energia minima necessaria para se manter viva (CHITARRA e
CHITARRA, 2005). Tornando-se importante a aplicacdo de um método de
refrigeracdo visando o aumento da sua estocagem. A temperatura pode atuar
minimizando a deterioragéo das alfaces.

Segundo Ashrae (1998) uma boa condicdo de armazenamento é a
estocagem em temperatura de 0 a 3 °C e em conjunto com alta umidade relativa,
conservando a hortalica de duas a trés semanas. Existe uma reducdo do
metabolismo, quando ha reducéo da temperatura de duas a trés vezes a cada
reducao de 10 °C. Reduzir a temperatura reduz os processos enzimaticos, como
também a taxa de respiracéo e a evolucao do etileno e, consequentemente, age
no retardamento dos processos de senescéncia.

Plantas destinadas ao armazenamento devem estar livres de rupturas nos
tecidos, manchas e podriddes (MORETTI et al., 2003). Os danos mecanicos
desencadeiam uma serie de respostas, como aumento tempordario da taxa de
respiracao, producéo de etileno que acelera a maturagao das folhas e contribui
para o amarelecimento do tecido. Em determinas casos, com a ruptura mecanica
das membranas expondo a enzimas, levando a sintese de compostos
secundarios, alterando diretamente na textura, sabor, aparéncia, aroma e
compostos nutritivos (LUENGO e CALBO, 2001; KADER, 2002).

Monaghan et al (2016) demonstram que a utilizacéo de dificil hidrico em
alfaces ocorrido na pré-colheita levou a formacao de plantas menores, porém
com maior qualidade e menor probabilidade de serem rejeitadas no mercado
pelos consumidores.

Frente ao exposto, verifica-se que a utilizacdo de um estresse nas plantas
como forma de incremento de seus compostos de defesa visando a melhoria do

seu pos-colheita, € uma estratégia viavel em alfaces.
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4 Material e Métodos

O experimento foi realizado em casa de vegetacao e as demais analises
no Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, da Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, da Universidade Federal de Pelotas (DCTA-FAEM-
UFPEL), no Laboratério de Metabolismo Secundario e no Laboratério de PGs-

Colheita, Industrializacéo e Qualidade de Graos.

4.1 Material
4.1.1 Cultivo das plantas de alface em condi¢cdes de estresse hidrico

As sementes de alface da cultivar ‘Veneranda’ foram semeadas em
bandejas de isopor de 200 células preenchidas com substrato comercial
(Carolina Soil) e transplantadas apds 20 dias para vasos de 3,5L onde foram
cultivadas em casa de vegetacao na Universidade Federal de Pelotas — Pelotas
— RS. A irrigacéo foi realizada pelo método gravimétrico, onde os vasos foram
pesados apds atingirem saturacdo de 100% (peso inicial) e diariamente foi
fornecido o volume de 4gua necessario para manter o peso inicial, conforme

sugerido por Catuchi et al. (2011).

As plantas foram submetidas a quatro tratamentos: controle (C), onde as
plantas foram submetidas ao volume de agua correspondente a 100% de
saturacao; EH 80%, onde as plantas foram submetidas a irrigacdo equivalente
a 80 % da agua utilizada no tratamento C; EH 90%, onde as plantas foram
submetidas a irrigacdo equivalente a 90 % da agua utilizada no tratamento C; e
EH, onde as plantas foram irrigadas da mesma forma que o tratamento C, porém,

o suprimento de agua foi cessado quatro dias antes da colheita (Tabela 1).
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Tabela 1-Tratamentos realizados no presente estudo

Tratamentos Descricao
C Controle
EH 80% Estresse hidrico 80%
EH 90% Estresse hidrico 90%
EH Estresse hidrico agudo

Fonte: Autor, 2019.

A aplicacdo do estresse hidrico iniciou apds o estabelecimento das
plantas, durante 34 dias consecutivos. O delineamento foi totalmente
casualisado com quatro repeticbes, contendo 10 plantas por repeticéo,
totalizando 80 plantas. Os valores de umidade relativa e temperatura foram
monitorados por dataloggers (equipamento de leitura de temperatura e umidade

relativa do ar) instalados na casa de vegetacao.

Apés 34 dias de transplante, 5 plantas por repeticdo foram colhidas,
pesadas em balanca analitica e armazenadas a -80 °C para realizacdo das
analises correspondentes ao Dia 0 (clorofila, carotenoides, compostos fendlicos

totais e individuais, flavonoides e atividade antioxidante).

As demais plantas foram armazenadas em temperatura de refrigeracéo
de 6 °C a 8 °C por 7 dias em BOD (EL222/3/LED/RS, ELETROIlab®) e ciclo
circadiano de 12 h com umidade relativa do ar de 80 %, para posterior avaliacao
da qualidade péds-colheita (textura, cor, biomassa, clorofila, carotenoides,
compostos fendlicos totais e individuais, flavonoides e atividade antioxidante).
Durante o armazenamento foram realizadas duas coletas denominadas de Dia
3 (3 dias armazenadas) e Dia 7 (7 dias armazenadas). As amostras coletadas
foram avaliadas quanto aos parametros de textura e de cor, conforme descrito a
seguir, e posteriormente armazenadas a -80 °C para posterior determinacao do
conteudo de clorofilas, carotenoides, compostos fendlicos totais e individuais,

flavonoides e atividade antioxidante.

4.2 Métodos
4.2.1 Caracteristicas fisicas das alfaces
Para avaliacdo da biomassa, as alfaces foram pesadas em balanca

analitica no momento da colheita, aproximadamente as 9h da manha. A
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porcentagem (%) de massa foi obtida através da média das plantas de cada um
dos tratamentos, e expressa em gramas (Q).

A andlise de textura foi realizada utilizando texturdmetro Texture TAXT2
Plus (Stable Micro Systems, Inglaterra), pelo método TPA, calibrado com 5 kg
de carga. As folhas de alfaces foram cortadas individualmente em dez locais
diferentes da folha com lamina de guilhotina. Com velocidade de pré-teste, teste
e pos-teste de 5, 1,5 e 5 mm/s, respectivamente, com distancia de penetracdo
de 50 mm. Os resultados foram expressos em Newton (N), representando a
média dos dez cortes da folha.

A cor das amostras foi determinada utilizando colorimetro (CR300, Minolta
Chromamater), através do sistema de cor CIELab. Os parametros avaliados
foram L, a* e b*, nos quais L (luminosidade) varia de preto (0) a branco (100), e
0s parametros a* e b* foram utilizados para calcular o angulo Hue (°Hue=tan -1

b*/a*), o qual indica a cor observada.

4.2.2 Clorofila e Carotenoides totais

A quantificacéo de clorofila e carotenoides foi realizada conforme descrito
por Zlotek (2014). A extracéo foi realizada a partir de folhas liofilizadas (0,05 g)
com 2 mL de acetona a 80 % (v/v) a 4 °C. Em seguida, o extrato foi centrifugado
a 13.000 g durante 5 min. O sobrenadante foi utilizado para determinacdo do
conteudo de clorofila a (chl a), clorofila b (chl b) e carotenoides, através da leitura
em espectrofotdmetro, nos respectivos comprimentos de onda de 663, 645 e 470
nm. As concentragdes foram determinadas de acordo com as equacdes a seguir

e expressas em g/g em peso Seco:

Chla=12,72 Aes3 - 2,59 Asas
Chl b = 22,88 Ae6s545 - 4,67 Ase3
Car = (1000 As470 - 3,27 chl a - 104 chl b) / 229.

4.2.3 Compostos fenolicos totais

O conteudo de compostos fenolicos totais foi determinado segundo
Singleton Rossi (1965) e Swain & Hillis (1959). Para extragao foram pesadas 2
g de amostra, as quais foram diluidas em 20mL de metanol P.A. e agitadas em

Ultra-turax (T18, IKA) a 12.000 rpm, durante 1 min. Posteriormente, o extrato foi
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centrifugado (Centrifuge RC5C, Sorvall Instruments) por 15min a 6.000 rpm. O
sobrenadante foi recolhido para novos tubos falcon e armazenado em freezer a
-20 °C. A quantificagéo foi realizada em microplaca. Para a reacao, adicionou-se
15uL do extrato, 120uL de agua destilada, 15uL de Folin Ciocalteau 0,25 N,
agitou-se manualmente por 10seg e deixou-se no escuro durante 3min para que
ocorresse a reacdo. Apas, adicionou-se 30uL de NaCO: e deixou-se por 2 h no
escuro. Realizou-se a leitura das amostras em espectrofotdmetro (Spectra Max®
190) no comprimento de onda de 725nm. O conteudo fendlico foi expresso como
equivalentes de acido galico (mg GAE. 100g?), de acordo com a equacéo linear
da curva padréo de calibracao de &cido gélico. A equacao da curva de calibracéo
foi, y = 0,0026x - 0,0064, Rz = 0,9968 onde "y" é a absorbancia e "x" é a

concentracdo como equivalentes de acido galico.

4.2.4 Flavonoides totais

A determinacdo dos flavonoides foi realizada conforme método descrito
por ZHISHEN et al. (1999), com adaptacdes. Para extracdo, foram pesadas 29
de amostra, as quais foram diluidas em 20mL de metanol P.A. e agitadas em
Ultra-turax (T18, IKA) a 12.000rpm, durante 1min. Posteriormente, o extrato foi
centrifugado (Centrifuge RC5C, Sorvall Instruments) por 15min a 6.000rpm. O
sobrenadante foi recolhido para novos tubos falcon e armazenado em freezer a
-20 °C. A quantificagéo foi realizada em microplaca. Para a reagdo, adicionou-se
120 pL de &gua destilada, 30uL do extrato, agitou-se manualmente por 10seg e
adicionou-se 9uL de NaNO:2 10%. Agitou-se manualmente por mais 10seg e
deixou-se acontecer a reacdo no escuro durante 5min. Adicionou-se 9uL de AICI3
e agitou-se por 10seg e aguardou a reagdo por 6min. Apés, adicionou-se 60pL
de NaOH 1M e 72pL de agua destilada. Realizou-se a leitura das amostras em
espectrofotdmetro (Spectra Max® 190) no comprimento de onda de 510nm. Os
flavonoides foram quantificados através da curva de calibracdo de catequina e
os resultados foram expressos em mg equivalente de catequina 100g™ de
amostra seca. A equacao da curva de calibracao foi y = 0,0024x + 0,0064 R2 =
0,9969, onde "y" é a absorbancia e "x" € a concentracdo como equivalentes de

catequina.
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4.2.5 Atividade Antioxidante

Para determinar o potencial antioxidante seguiu-se o método de BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, (1995), adaptado utilizando o radical livre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). Preparou-se uma solucéao estoque de DPPH (24
mg de DPPH em 100mL de metanol). Preparou-se uma solucdo diluida
adicionando 10mL da solugcdo concentrada em 45mL de metanol P.A. A
absorbéancia da solucdo de trabalho foi ajustada para 1,100 + 0,02nm. Para a
reacao utilizou-se 100uL do extrato preparado para os compostos fendlicos totais
e 3,9mL da solucdo diluida. Apds, deixou-se reagir por 30min no escuro. A leitura
da absorbancia foi realizada no comprimento de onda de 517nm em
espectrofotometro (6705 UV/Vis., Jenway®). Metanol foi usado como branco. O
ensaio foi realizado em triplicata e o calculo da porcentagem de inibicdo da

captagéo de radicais livres pelo DPPH seguiu a equagao:

% |n|b|(;éo = [(AbSamostra — AbSbranco) X 100]

AbSbranco

4.2.4 Analise cromatogréafica por HPLC-MS

4.2.4.1 Compostos fendlicos individuais
A analise de compostos fendlicos foi realizada de acordo com método
proposto por Hoffmann et al. (2018).

Preparo dos Extratos

A extracdo foi realizada da seguinte forma: foram pesados cinquenta
miligramas de amostra liofilizada, adicionou-se 1000uL de metanol (75%)
acidificado com 0,1% de &cido formico, agitado em vortex por 10seg, apés
colocado em banho ultrassonico por 15min e centrifugado a 9.900rpm por 15min
a 25 °C (centrifuge 5430 R, eppendorf®). O sobrenadante foi recolhido e o
residuo foi extraido novamente repetindo o0s passos anteriores. Os
sobrenadantes foram combinados e homogeneizados. A uma aliquota de 100uL
dos sobrenadantes foi adicionado 2uL de reserpina (1000pg mL; padréo
interno), filtrados em filtro de seringa de nylon (0,22uM) e transferido para vials

para posterior injecao.
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Instrumentacao e condicdes analiticas

Dez microlitros do extrato hidroalcodlico foram injetados em cromatografo
liguido de ultra-alta eficiéncia (UFLC, Shimadzu, Japdo) acoplado a
espectrometro de massas de alta resolugéo (tipo quadrupolo-tempo de v00)
(Maxis Impact, Bruker Daltonics, Bremen, Germany). A coluna utilizada foi
Bidentate C18 (USA). Como fase movel utilizou-se solucdo de agua acidificada
com 0,1% de acido formico (eluente A) e acetonitrila acidificada com 0,1% de
acido férmico (eluente B). O fluxo foi de 0,2mL mint e a temperatura da coluna
de 40°C. Para a separacdo utilizou-se um gradiente: iniciou-se em 5% B e
aumentou-se linearmente para 90% B aos 15min, quando manteve-se nesta
condicdo por 3 min; entdo, retornou-se a 5% de B em 2min e foi mantido a 5% B
por mais 6min.

O espectrometro de massas foi operado no modo de ionizagao negativo
com espectros adquiridos na faixa de massa de m/z 50 a 1200. Os parametros
de capilaridade foram: voltagem do capilar em 3,5 kV, gas de secagem em 8,0 L
min e temperatura de 180 °C, colisdo de RF de 500 Vpp, tempo de transferéncia
120ms e armazenamento pré-pulso de 8uS, o gas de nebulizacdo (N2) com
pressédo de 2 bar. A calibracdo do equipamento foi realizada com formiato de
sodio 10mM.

Os dados de MS e MS/MS foram processados utilizando o software Data
analysis 4.0 (Bruker Daltonics,Bremen, Alemanha), que fornece uma lista de
possiveis formulas elementares usando a ferramenta Smart Formula (Bruker
Compass DataAnalysis). A identificacdo dos compostos foi realizada pela
comparacao dos valores de m/z, espectro de massa e padrées de fragmentacéo
obtidos com literatura de referéncia (Agusti et al., 2011; Garrido et al., 2016), e
bases de dados online (METLIN, KEGG, PubChem, FooDB e ReSpect) com uma
janela de precisédo de massa de 5ppm. A identificagdo dos compostos de
catequina e do acido caféico foi confirmada com padrdes externo (Sigma-
Aldrich). Para andlise quantitativa, uma curva de calibracdo para cada um dos
padrées fendlico disponivel foi construida. Para os compostos fendlicos
identificados para os quais os padrbes comerciais ndo estavam disponiveis, seu
conteudo foi estimado usando as curvas analiticas de compostos semelhantes.

Os resultados foram expressos em ug/g.



39

4.4 Anédlise estatistica

Os experimentos foram realizados em delineamento casualizado.
Para determinar as significancias das diferencas realizou-se a analise de
variancia ANOVA e teste de Tukey (p<0,05). A andlise estatistica foi realizada

utilizando o programa Statistica 8.0 (Stat Soft. Inc., USA).
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5 Resultados

5.1. Efeito do estresse hidrico em parametros de qualidade (massa, textura,
cor)

A aplicagdo dos tratamentos EH 90% e EH resultou em alfaces com
biomassa estatisticamente superior as dos tratamentos C e EH 80%,
demonstrando que o0 estresse hidrico, nos niveis testados, ndo afeta
negativamente o rendimento das plantas, sendo, portanto, uma estratégia

interessante para o cultivo de alfaces (Figura 5 e Figura 6).

Peso

150

Figura 5 - Biomassa de alfaces submetidos a estresse hidrico. C: controle, EH 80%: Estresse
hidrico 80%, EH 90%: Estresse hidrico 90% e EH: Estresse hidrico agudo. Resultados expressos
em média + desvio padrio. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 6 - Caracteristicas fenotipicas de alfaces submetidos a estresse hidrico. C: controle, EH
80%: Estresse hidrico 80%, EH 90%: Estresse hidrico 90% e EH: Estresse hidrico agudo.

A firmeza e a coloracdo das folhas de alface n&do diferiram entre os

tratamentos no momento da colheita, e n&o foram afetadas pelo
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armazenamento, conforme apresentado nas Tabelas 2 (firmeza), 3 (cor) e Figura

7 (fotodocumentacgédo do ultimo dia de armazenamento).

Tabela 2- Firmeza de folhas de alface submetidas a estresse hidrico e armazenadas durante
sete dias a 4 °C e 80% de umidade relativa.

Dias pds-armazenamento

Tratamentos Dia 0 Dia 3 Dia 7

Controle 38,76 +8,41ns 38,76 8,01ns 39,30 4,69ns
EH 80% 43,26 18,67ns 38,70 18,20ns 40,99 18,95ns
EH 90% 44,45 18,19ns 46,45 x4,46ns 46,46 t7,34ns
EH 43,29 +10,36ns 47,72 *12,32ns 37,40 16,86ns

Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05). ns: ndo significativo. C: controle, EH 80%: Estresse hidrico 80%, EH 90%:
Estresse hidrico 90% e EH: Estresse hidrico agudo.

Figura 7-Caracteristicas fenotipicas da pds-colheita (Gltimo dia de armazenamento) alfaces
submetidos a estresse hidrico. C: controle, EH 80%: Estresse hidrico 80%, EH 90%: Estresse
hidrico 90% e EH: Estresse hidrico agudo. Fonte: Autor,2020.

Porém, a coloracao foi afetada pelo armazenamento: o parametro L+ se
mostrou superior no tratamento EH90% e inferior no tratamento EH no Dia 3,
comparado ao Dia 0; o parametro A- se mostrou superior no tratamento C, nos
Dias 3 e 7, comparado ao Dia 0; enquanto que o parametro B foi afetado
positivamente no Dia 3 no tratamento EH 80% e no Dia 7 nos tratamentos C, EH
80% e EH 90%. Apesar disso, o angulo Hue nédo foi afetado pelo

armazenamento.
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Tabela 3- Coloracéo das folhas de alface submetidas a estresse hidrico e armazenadas durante
sete dias a 4 °C e 80% de umidade relativa.

Tratamentos L A- B °Hue
Dia 0
Controle 62,37 +1,92ns -18,01 +2,14ns 33,37 12,54ns 47,19 %2,19ns
EH 80% 58,83 *4,13ns -18,62 +1,22ns 32,48 +1,54ns 45,94 +5,54ns
EH 90% 63,02 +2,30ns -17,11 +1,44ns 32,58 +1,21ns 46,07 +2,70ns
EH 61,95 $2,28ns -17,96 +1,68ns 33,32 +1,32ns 47,13 13,74ns
Dia 3
Controle 65,02 +2,85ns -20,89 %0,79ns 34,94 +1,99ns 49,41 15,07ns
EH 80% 56,16 16,79ns -21,33 +0,70ns 32,96 +2,81ns 46,61 16,54ns
EH 90% 67,83 +1,15ns* -20,91 +0,60ns 36,76 0,71ns 51,99 +4,43ns
EH 60,92 +3,99ns* -19,59 15,44ns 35,03 +1,68ns 49,54 +5,86ns
Dia7
Controle 58,77 *1,59ns -19,76 +0,61ns* 33,60 +1,10ns* 47,52 +5,38ns
EH 80% 61,18 +1,69ns -22,01 +0,76ns 36,01 +1,48ns* 50,93 t7,14ns
EH 90% 60,46 *0,91ns -19,00 +3,47ns 34,26 10,99ns* 48,46 +3,07ns
EH 58,84 +1,09ns -21,75 +1,20ns 37,14 +1,63ns 52,53 +4,39ns

Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05). ns: ndo significativo. C: controle, EH 80%: Estresse hidrico 80%, EH 90%:
Estresse hidrico 90% e EH: Estresse hidrico agudo. O asterisco (*) indica diferenca estatistica

entre os dias de armazenamento, para 0 mesmo composto, comparados ao Dia 0.

5.1.2 Efeito do estresse hidrico em parametros de qualidade funcional

De acordo com a Figura 8, a aplicacdo de estresse hidrico no nivel de 80
% (EH 80) resultou em plantas com maior conteudo de carotenoides (2,74ug g
1), comparado aos demais tratamentos. Apés 3 dias de armazenamento, o
tratamento controle apresentou maior concentracéo (2,46ug g*), comparado ao
tratamento EH 90%, enquanto que os demais tratamentos néo diferiram entre si;
e apos 7 dias de armazenamento, foram observados resultados similares aos do
Dia 0, onde o tratamento EH 80% se destaca, com concentracdo de carotenoide
superior aos demais tratamentos (2,76ug g*), exceto o tratamento EH 90%, do
qual ndo diferiu estatisticamente. De forma similar, o tratamento EH 80%
apresentou conteudo superior de clorofilas totais no momento da colheita,
comparado aos tratamentos EH 90% e EH (EH 80%: 15,69ug g*; C: 13,82ug g
L EH 90%: 12,65ug g?; EH:11,50ug gt). Apés 3 dias de armazenamento, o
estresse que apresentou maior conteudo de clorofilas totais foi o EH 80% (16,8
ug g?) comparado com os demais (C: 13,50ug g*; EH 90%: 10,91ug g*; EH:



43

11,15ug g%). E no dltimo dia de armazenamento (Dia 7), o estresse hidrico de
EH 80% permaneceu com contetido superior (18,24ug g*) ao do controle, o qual

nao diferiu dos demais tratamentos.

Carotendides Clorofila totais
4- 25+
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Figura 8- Contelido de carotenoides e clorofilas totais em folhas de alfaces submetidos a estresse
hidrico C: controle, EH 80%: Estresse hidrico 80%, EH 90%: Estresse hidrico 90% e EH: Estresse
hidrico agudo. Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras iguais ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Com relacdo aos flavonoides totais, apenas apdés 7 dias de
armazenamento € possivel observar diferenca significativa entre os tratamentos,
sendo o tratamento EH80% superior aos demais tratamentos (10 pg g?) que ndo
diferiram entre si (C: 83 ug g'; EH90%: 82 ug g*; EH: 82 ug g*). O contetido
destes compostos foi afetado pelo armazenamento apenas no tratamento EH, o
gual apresentou valores menores no Dia 3, comparados ao Dia 0. Por outro lado,
o conteudo de compostos fendlicos totais se mostrou inferior no tratamento
EH80% comparado aos demais, no Dia 0; comparado aos tratamentos C e EH,
no Dia 3; e comparado ao tratamento EH, no Dia 7, ndo sendo afetado pelo
armazenamento em nenhum dos tratamentos (Figura 9). Estes resultados
sugerem que o tratamento EH80% favorece a inducao de compostos flavonoides

em detrimento de compostos fendlicos totais.
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Flavondides Fenodlicos totais
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Figura 9-Conteudo de flavonoides e compostos fendlicos totais em folhas de alfaces submetidas
a estresse hidrico. C: controle, EH80%: Estresse hidrico 80%, EH90%: Estresse hidrico 90% e
EH: Estresse hidrico agudo. Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras iguais no
mesmo gréafico, e no mesmo dia de coleta, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). NS:
ndo significativo. O asterisco (*) indica diferenga estatistica entre os dias de armazenamento,
para 0 mesmo composto, comparado ao Dia O.

De acordo com a Figura 10, o tratamento EH80% apresentou atividade
antioxidante superior aos demais tratamentos, no Dia 0, e superior ao controle
no Dia 3. Sendo que os tratamentos nao diferiram entre si no Dia 7 pos-
armazenamento. Esta andlise também néo foi afetada pelo armazenamento em
nenhum dos tratamentos.
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Figura 10-Atividade antioxidante em folhas de alfaces submetidas a estresse hidrico. C: controle,
EH 80%: Estresse hidrico 80%, EH 90%: Estresse hidrico 90% e EH: Estresse hidrico agudo.
Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05).
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5.1.2.1 Compostos fendlicos individuais

Neste estudo foram identificados e quantificados nove compostos
fendlicos em alface ‘Veneranda’, conforme mostra a Tabela 4, a qual incluir
tempo de retengdo do composto, formula molecular, m/z experimental e tedrico,
erro e mSigma. Entre os acidos fendlicos, encontram-se os derivados do acido
hidrocindmico acido caféico, m/z: 179,035 [M-H]; acido 1-cafeoilquinico m/z:
353,0878 [M-H], &cido 2-cafeoilquinico m/z: 353,0878 [M-H], &cido 5-p
coumaroilquinico m/z: 337,0929 [M-H]- e &cido 3,5-dicafeoilquinico m/z:
515,1195 [M-H], acido monocaffeoyl tartarico m/z: 311,0409 [M-H] e acido p-
coumaroyltartarico m/z: 295,0459 [M-H]. No grupo dos flavonoides, foram
identificadas duas quercetinas (malercil quercetina malonilglucésido m/z:
549,0886 [M-H] e quercetina 3-O-glucuronida m/z: 477,0675 [M-H].

Tabela 4- Compostos fendlicos identificados por LC-MS/MS em alfaces submetida ao estresse
hidrico.

Identificacio TR Formula m/z m/z Erro MSig
& [min] Molecular Experimental  Tedrica (ppm) ma
Acido caféico 3,11 CoH704 179,035 179,0341 5 4,6
Acido 1-cafeoilquinico 479 C1gHy0, 353,0878  353,0867 3,1 1
Acido 2-cafeoilquinico g 7 Ci6H1700 353,0878  353,0875 0,3 0,9
Acido 5-p
coumaroilquinico 7,2 C16H1708 337,0929 337,0946 -1,7 22,9
Acido 3,5-
dicafeoilquinico 9,76 C25H23012 515,1195 515,118 2,8 30,2
Acido p-
coumaroyltartarico 6,43 C13H110s 295,0459 295,0451 2,7 21,6
Acido monocaffeoyl
tartarico 3,34 C13H1109 311,0409  311,0398 3,2 9,2
Quercetina
malonilglucésido 9,34 C24H21015 549,0886 549,0891 -0,8 1
Quercetina 3-O-
glucuronida 8,64 C21H17013 477,0675 477,0672 0,6 26,2

TR - tempo de retencao

mSigma - semelhanca de perfil isotépico — quanto menor o valor maior a similaridade

A quantificacdo dos compostos fendlicos nas amostras de alfaces tratadas

com estresse hidrico esta apresentada na Figura 13, os cromatogramas nas
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Figuras 12 e Figura 13. Dentre os compostos fendlicos identificados, o acido
monocaffeoyl tartarico e o 4cido caféico foram os compostos encontrados em
maior abundancia. De modo geral, o conteldo destes compostos foi afetado
pelos tratamentos. O tratamento EH 80% apresentou contetdo superior de acido
caféico e acido monocaffeoyl tartarico nas 3 coletas (Dias 0, 3 e 7) em relacéo
aos demais tratamentos (exceto o conteudo de &cido caféico em relacdo ao
tratamento EH 90%, no Dia 3); e dos flavonoides quercetina malonilglucosido e
guercetina-3-O-glucuronida, em relacdo aos demais tratamentos no Dia 0 e em
relacdo ao tratamento C no Dia 3. Por outro lado, valores superiores de acido 5-
p-coumaroilquinico foram observados no tratamento EH no Dia 0, em rela¢do ao
tratamento EH 80% e em relacéao a todos os demais tratamentos no Dia 7. Com
relacdo ao acido 1-cafeoliquinico, foram observados valores superiores nos
tratamentos C e EH durante o Dia 0, ndo havendo diferenca estatistica nos
demais dias de p6s-armazenamento. De foram similares, o acido 2-cafeioquinico
se mostrou estatisticamente superior no tratamento C em relagdo ao EH 90% no
Dia 0, e o conteudo de acido 3,5-dicafeicoquinico se mostrou estatisticamente
superior no tratamento C em relacdo ao EH 80% e ao EH 90% no Dia 0, ndo

diferindo entre nenhum tratamento nos demais dias.

Intens. 1

1 1

2000

Intend. 1
1000 - 2

500

Inteng,

200 A
100 - 3 /\

ASVAN AN

A e e e e e —

1 s /
B R
Inteng. B

600 - 4
400 4
200 -

0 T — T T B T T 7 T T T T T — 7 T —
0.0 25 5.0 15 100 125 15.0 175 200 225 Time [min]

Figura 11 — Cromatograma dos compostos fenolicos individuais em alfaces sob estresse hidrico.1:
Acido caféico 2: acido cafeoilquinico 3: Acido 5-p-coumaroilquinico 4: acido 3,5-dicafeoilquinico.
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Figura 12 — Cromatograma dos compostos fendlicos individuais em alfaces sob estresse
hidrico.5: &cido p-coumaroyltartarico 6: Acido monocaffeoyl tartarico 7: Quercetina
malonilglucésido 8: Quercetina 3-O-glucuronida.

Conforme observado na Figura 13, o armazenamento afetou
negativamente diversos compostos fendlicos individuais. Alfaces do tratamento
controle (C) apresentaram conteudo reduzido de &cido caféico, quercetina 3-O-
glucuronida e &cido 3,5-dicafeioquinico no Dia 7, e dos acidos monocaffeoyl
tartarico, acido 5-p-coumaroilquinico e acido 2-cafeioquinico nos Dias 3 e 7. Por
outro lado, o tratamento EH 80% apresentou reducéo apenas dos compostos 5-
p-coumaroilquinico no Dia 7 e quercetina malonilglucésido nos dois dias de
armazenamento. De forma similar, o tratamento EH 90% apresentou reducéo
apenas de acido p-coumaroyltartarico nos dois dias de armazenamento e o
tratamento EH mostrou conteddo inferior de acido 5-p-coumaroilquinico no Dia
3, acido caféico no Dia 7, e &cido 3,5-dicafeioquinico nos dois dias de
armazenamento. Além disso, alguns compostos foram induzidos durante o
armazenamento. No tratamento C, o acido caféico e a quercetina-3-O-
glucuronida apresentaram valores maiores nos Dia 7 em relacdo ao Dia 0, e 0
acido p-coumaroyltartarico nos Dias 3 e 7; e no tratamento EH, o composto
quercetina malonilglucosido apresentou valores superiores no Dia 7 e 0
composto quercetina-3-O-glucuronida no Dia 3, comparados ao Dia 0. Estes
resultados sugerem que o armazenamento afeta o conteudo de compostos
fendlicos e que os estresses utilizados, em maior ou menor grau, influenciam no

efeito do armazenamento.
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Figura 13- Conteudo de compostos fendlicos em folhas de alfaces submetidos a estresse hidrico.
C: controle, EH 80%: Estresse hidrico 80%, EH 90%: Estresse hidrico 90% e EH: Estresse hidrico
agudo. Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05). O asterisco (*) indica diferengca estatistica entre os dias de
armazenamento, para 0 mesmo composto, comparado ao Dia O.
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6 Discusséao

A aplicacdo de estresse hidrico resulta em plantas de alface com maior
produtividade e qualidade nutricional e funcional

A aplicacdo de elicitores abidticos, a exemplo do estresse hidrico tem
sido uma estratégia avaliada em diversos estudos, visando o incremento na
produtividade e qualidade de culturas agricolas (THAKUR et al., 2018). Neste
estudo, foram testadas duas doses de estresse hidrico (EH 80% e EH 90%)
aplicados ao longo do desenvolvimento das plantas de alface, além de um
tratamento com estresse hidrico agudo (EH), onde a irrigacdo foi suspendida
guatro dias antes da colheita.

Nenhum dos estresses utilizados resultou em efeitos negativos a
produtividade da cultura (Figura 5) ou ao fenétipo em geral das plantas (Figura
6), mostrando ndo se tratar de estresses severos. Estes resultados também
indicam que a variedade ‘Veneranda’ apresenta capacidade de tolerar os niveis
de estresse aplicados. De fato, a tolerancia ao déficit hidrico € determinada por
caracteres genéticos, variando de acordo com a variedade. A exemplo disso,
Eriksen et al. (2016) relatam que em alguns cultivares de alface o estresse por
restricdo hidrica promove aumento na biomassa. Hernandez et al (2019) relata
gue as respostas das plantas para lidar com o estresse sdo acionadas apos o
reconhecimento de uma variedade de estressores biolégicos, quimicos e fisicos,
sendo que pequenas doses estressoras podem causar efeitos positivos no
desempenho da planta, enquanto que altas doses provocam efeitos negativos.
De acordo com estudo realizado por Sorrentino et al. (2020), o desempenho de
crescimento das cultivares 'Aquino’ e '‘Barlach’ foi rapidamente comprometido
sob estresse hidrico; no entanto, 'Barlach' cresceu melhor e resultou em maior
biomassa nas condi¢cbes controle e de estresse em comparagao com 'Aquino’.
Desta forma, se faz necessério determinar as doses de estresse adequadas de
acordo com a variedade estudada.

Em condi¢bes de déficit hidrico o potencial hidrico das células é reduzido
e 0s estdmatos foliares se fecham, reduzindo a transpiracdo. Apesar de reduzir
a perda de agua, o fechamento estomatico evita a entrada de CO2, afetando

negativamente as taxas fotossintéticas (TAIZ; ZEIGER, 2017). Desta forma,
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niveis severos de déficit hidrico normalmente resultam em prejuizo no
crescimento e desenvolvimento vegetal, acarretando perda da produtividade. No
entanto, conforme apontado por Erickson et al (2017), os efeitos do déficit hidrico
no rendimento das culturas tém uma forte interacdo com o momento do estresse,
relacionado ao estagio de crescimento da planta e a severidade do estresse. A
exemplo disso, a aplicagdo de um periodo de estresse hidrico agudo e
relativamente curto durante o crescimento vegetativo do sorgo levou a alteracdes
na funcéo das plantas, principalmente na particdo de recursos entre raiz e parte
aérea, 0 que resultou em maior produtividade de gréos. Desta forma, o uso de
um estresse agudo curto, aplicado apenas no final do desenvolvimento da planta
poderia ser uma estratégia interessante. Interessantemente, o tratamento EH
afetou positivamente a biomassa vegetal, sugerindo que a utilizacdo deste

estresse € uma estratégia eficaz para o incremento da producédo dessa folhosa.

De forma similar, a aplicagdo de EH 90% resultou em ganho na biomassa
de alface. Diversos estudos tém mostrado que a aplicacdo de estresses pode
promover o crescimento vegetal. A este efeito tem sido cunhado o termos
‘hormese”, que seria a resposta adaptativa a baixos niveis de estresses ou
danos, resultando em melhor adaptacdo a algumas condicdes fisioldgicas
(WIEGANT, POOT, BOERS-TRILLES, & SCHREIJ, 2013). Segundo Vazquez-
Hernandez et al (2019) a resposta ao estresse € bifasica, na qual em altas doses
pode ser toxico, por causar inibicdo de compostos nas plantas, enquanto em
baixas doses pode promover um efeito bioestimulante. Estes estresses
desencadeiam respostas de defesa induzidas pelas plantas, proporcionando
assim uma resisténcia a outras adversidades que as acometem, o que pode

justificar o aumento de biomassa observado neste estudo.

Outra caracteristica interessante observada foi que, apesar de terem
recebido um regime menor de agua durante seu cultivo, a firmeza das plantas
de alface néo foi afetada por nenhum dos estresses, confirmando se tratar de
niveis baixos de estresse, e que as plantas foram capazes de evitar a perda de
agua. De forma similar, a coloracéo (Tabela 3) ndo foi afetada por nenhum dos
tratamentos; porém, os niveis de carotenoides e clorofila (Figura 8), que séo
relevantes para a eficiéncia fotossintética e determinam a cor em alfaces, foram

afetados positivamente no tratamento EH80%. Cassetari et al (2015)
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demonstraram que existe uma correlacéo entre a concentracdo de carotenoides
e de clorofila em alface, corroborando com os resultados observados neste
estudo. As clorofilas sdo pigmentos fotossintéticos que fazem parte de um
conjunto de reacdes quimicas presente nas plantas, formando complexos
derivados da porfirina, contendo um atomo central de magnésio. Curiosamente,
0 aumento no acumulo destes pigmentos ndo se traduziu em aumento na
biomassa, sugerindo que a atividade fotossintética ndo tenha sido acelerada

neste tratamento.

Além da atuagéo na fotossintese nas plantas, os carotenoides tém sido
relatados como benéficos a salde humana quando ingeridos na dieta. Estes
compostos incluem percursores de vitamina A, como o [B-caroteno e a [3-
criptoxantina, e compostos ndo provitamina A, como a luteina e o licopeno. Os
pro-vitamina A tem sido associados a prevencao de cancer, doencas cardiacas,
a hipovitaminose A, que pode acarretar em cegueira, dentre outras (BOROWSKI,
2015; CASSETARI, 2012; UENOJO et al., 2007); enquanto que a luteina tem a
capacidade de dissipar a energia dos radicais livres e sequestrar oxigénio livre,
protegendo moléculas de lipideos, membranas proteicas, lipoproteinas de baixa
densidade, proteinas e DNA contra os radicais, agindo com efeito protetor das
células contra diversas doencas (STRINGHETA et al., 2006). Ja o licopeno que
possui 0 mesmo efeito protetor contra os radicais livres, € reconhecido pelo
potencial antioxidante, anticancerigeno e antiteratogénico (DUTRA; NETO;
MORAIS, 1989). Assim, a aplicagdo do tratamento EH 80% se mostra importante

sob o ponto de vista nutricional/funcional.

A aplicagdo do tratamento EH 80% também resultou em aumento na
atividade antioxidante total (Figura 10), a qual pode estar associada com o
aumento no conteudo dos carotenoides, visto que alguns deles apresentam esta
propriedade, e no aumento no conteddo de alguns compostos fendlicos
individuais (Figura 13), embora o contetudo total de compostos fendlicos neste
tratamento tenha sido afetado negativamente, comparado aos demais
tratamentos (Figura 9). Cabe salientar que existem outros componentes nao-

enzimaticos do sistema de defesa das plantas, com a¢do antioxidante, como o
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ascorbato, a glutationa, o tocoferol, os quais ndo foram quantificados no presente

estudo.

Embora o conteddo de compostos fendlicos totais ser menor no estresse
hidrico EH 80% comparado ao controle (Figura 13), ao utilizar uma tecnologia
mais precisa como LC- MS/MS, utilizando curva de calibragdo dos compostos foi
possivel observar que o acido caféico, acido monocaffeoyl tartarico, quercetina
malonilglucdsido, e a quercitina-3-O-glucuronida foram induzidos neste
tratamento. O aumento do conteudo de acido caféico, que € considerado o
antioxidante mais potente dos derivados do acido hidroxicinamico, juntamente
com o aumento de acido monocaffeoyl tartarico nas folhas de alface deste
tratamento representam um ganho na qualidade funcional deste alimento. Estes
compostos tém caracteristicas relevantes para a saude, contribuindo para o
aumento da producdo de colageno, prevenindo o envelhecimento precoce e
possuem acdo anti-inflamatoria, antimicrobiana e antitumoral (AGUSTI et al.,
2011; MAGNANI et al., 2014). Ja os flavonoides quercetina malonilglucésido e
quercitina-3-o-glucuronida, destacam-se pelo potencial antioxidante,
anticarcinogénicos, efeitos protetores do sistema renal, cardiovascular e
hepatico (BEHLING; SENDAO, 2004). Juntos, estes resultados indicam que a
aplicacdo de estresse hidrico, especialmente no nivel de 80%, em alface
representa uma estratégia interessante para melhorar a qualidade desta

hortalica.

A aplicacdo de estresse hidrico no pré-colheita afeta a qualidade pos-
colheita de alface

Diversos estudos tém mostrado que a aplicacdo de estresses pode
contribuir para uma melhor tolerancia da planta a estresses subsequentes. A
esta estratégia tem sido utilizada o termo ‘priming’. Por este motivo, no presente
estudo avaliamos o efeito da aplicacdo pré-colheita de estresse hidrico na
qualidade de alfaces submetidas ao armazenamento no periodo pés-colheita
(BRUCA et al., 2007; SAVVIDES et al., 2016). A firmeza das folhas se manteve
similar durante o0 armazenamento em todos 0s tratamentos, possivelmente por
este ter ocorrido em ambiente com alta umidade relativa do ar (80%). Por outro

lado, alguns parametros de coloragdo foram afetados pelo armazenamento,
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dependendo do tratamento. Essa andlise influencia diretamente na qualidade
visual das hortaligas, pois o consumidor prefere folhosas de aparéncia vibrante
(MELO; MELO; SILVA, 2014). Porém, ndo se observou nenhum efeito claro dos
estresses na preservacdo pos-colheita deste parametro. Além disso, o
armazenamento ndo afetou o conteudo de carotenoides ou de clorofilas em
nenhum dos tratamentos, os quais estdo associados com a coloragéo das folhas,
sendo o conteudo de clorofilas um parédmetro de grande relevancia para a
avaliacdo da qualidade durante o poés-colheita, informando o grau de
amadurecimento e o estado de conservagao das hortalicas (AGUERO et al.,
2008; Borowski, 2015).

Além das caracteristicas de firmeza e cor que afetam consideravelmente
a qualidade pds-colheita de alface, a literatura relata que o armazenamento afeta
o conteudo de diversos compostos com atividade antioxidante (ARBOS, 2009).
No presente estudo, observou-se redu¢do no contetdo de flavonoides totais no
tratamento EH, apos 3 dias de armazenamento, o qual foi restaurado apos 7 dias
de armazenamento. Apesar disso, o conteldo de compostos fendlicos totais e a
atividade antioxidante total ndo foram afetados pelo armazenamento, sugerindo
que as condicbes de armazenamento preservaram estes compostos. No
entanto, ao realizar andlise de compostos fendlicos individuais foi possivel
observar que varios deles foram de fato afetados pelo armazenamento, como
acido caféico, quercetina malonilglucésido, acido 3,5-dicafeioquinico, acido
monocaffeoyl tartarico, acido 5-p-coumaroilquinico e acido 2- cafeoilquinico, os
quais foram afetados negativamente no tratamento controle. Porém, as alfaces
submetidas previamente aos estresses apresentaram um ndamero menor de
compostos fendlicos que tenham sido afetados pelo armazenamento, sendo que
alguns dos compostos afetados no tratamento controle ndo foram afetados nos
tratamentos com estresse, a exemplo do acido caféico, cujo conteido se mostrou
reduzido apenas no controle e no tratamento EH, ap6s armazenamento. Estes
resultados sugerem que a aplicacdo destes estresses teve um efeito ‘priming’
que atenuou a resposta das plantas ao estresse do armazenamento. Apesar
disso, os valores de conteudo de compostos fendlicos individuais foram mais
afetados pelos tratamentos, conforme observado no Dia 0, do que pelo

armazenamento (Figura 13).
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7 Consideracoes finais

Os resultados obtidos nesse estudo mostraram a aplicacdo de estresse
hidrico em alface se caracteriza como uma estratégia promissora para melhorar
a producao e qualidade de alfaces. Isto porque a aplicacdo de estresse hidrico
em alface promoveu um aumento na biomassa das plantas nos tratamentos EH
90% e EH, e ndo afetou a coloragao ou a firmeza das plantas. O tratamento EH
80% destacou-se quanto aos parametros de qualidade, pois resultou em plantas
com maior conteudo de carotenoides, clorofilas, &cido caféico, acido
monocaffeoyl tartarico, quercetina malonilglucésido, quercitina-3-O-glucuronida,
e maior atividade antioxidante total, no momento da colheita. As plantas
submetidas ao estresse hidrico ndo apresentaram mudancgas na firmeza durante
0 armazenamento, porém apresentaram incremento no contetdo de flavonoides,
em EH, e um nimero menor de compostos fendlicos ou flavonoides que tenham
sido afetados negativamente pelo armazenamento, sugerindo que houve um

efeito ‘priming’.

Em conjunto, estes resultados indicam que a aplicacdo de estresse
hidrico, especialmente no nivel de 80%, em alface representa uma estratégia
interessante para melhorar a qualidade desta hortalica no momento da colheita
e ap6s armazenamento. A literatura reforca os beneficios da utilizacdo de um

estresse hidrico.
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ANEXO

Anexo A- Imagem das alfaces na casa de vegetacao




Anexo B- Imagens das alfaces, controle, EH 80%, EH 90% e EH.
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Anexo C — Imagem do controle diario do volume de agua a ser aplicado em

cada vaso durante o experimento.




