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RESUMO

Capsicum chinense Jacq. € uma espécie proveniente da regido
tropical do continente americano, sendo domesticada pelos indigenas na
bacia da regido Amazonica. Os frutos sdo utilizados principalmente na
forma in natura e apresentam uma diversidade de metabdlitos
secundarios, como os compostos fendlicos simples, os flavonoides e
capsaicinoides. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o perfil
guimico e o potencial antioxidante e antimicrobiano de extratos de C.
chinense (Pimenta bode-roxo). Os resultados indicaram existir diferenca
significativa entre os teores de compostos fendlicos, flavonoides e
antocianinas totais quando as mesmas estruturas do fruto (pericarpo,
pedinculo e semente) sdo submetidas a processos extrativos distintos.
Os teores de fendlicos totais detectados no pericarpo, semente e
pedinculo foram, respectivamente, 53,51, 36,38 e 67,98 (EAG mg.g?)
no processo por refluxo, e de 45,34, 39,8 e 62,19 (EAG mg.g?) no
processo por ultrassom (Folin Ciocalteu). Para a técnica de Fast Blue
BB, os teores de fendlicos totais detectados para o pericarpo, semente e
pedinculo foram, respectivamente, 22,42, 4,14, 23,17 (EAG mg.g™) no
processo por refluxo e de, 14,87, 8,42, 23,72 (EAG mg.g') por
ultrassom. Os teores de flavonoides totais detectados para o pericarpo,
semente e pedunculo foram, respectivamente, 3,08, 6,26 e 7,11 (ER.
mg.gt) no processo por refluxo e de, 2,26, 1,00 e 3,20 (ER. mg.g™) por
ultrassom. Para antocianinas totais, os teores detectados na estrutura
pericarpo foi de 5,22 AMT mg.g™* por refluxo, e 3,91 AMT mg.g* por
ultrassom. Em relagdo aos capsaicinoides, os teores detectados para as
estruturas pericarpo e semente foram respectivamente, 2,90 e 2,71 mg.g-
L para capsaicina e 0,25 e 0,30 mg.g™ para dihidrocapsaicina no processo
por refluxo. J& os teores detectados de capsaicina nas estruturas
pericarpo e semente foram, respectivamente 3,10 e 2,43 mg.gte 0,24 e
0,20 mg.g* para dihidrocapsaicina no processo por ultrassom. As
andlises por LC-MS indicaram a presenca das antocianinas delfinidina-
3-p-cumaroilrutinosideo-5-glicosideo e pelargodina-3-sambubiosideo.
No que concerne & atividade antioxidante, as diferentes estruturas
apresentaram a propriedade de captura dos radicais peroxilas, na técnica
do TRAP, sendo possivel estabelecer uma forte correlacdo (r = 0,8935)
entre os teores de fendlicos e a técnica empregada. Na técnica do FRAP,
os resultados indicaram poder antioxidante de reducdo do ion férrico a
jon ferroso, para todas as estruturas, obtendo-se uma correlacdo
significativa negativa (r = -0,7300) entre os teores dos compostos
fendlicos das trés estruturas e os resultados de FRAP. Os resultados



encontrados na avaliagdo da SOD demonstraram que apenas a estrutura
pericarpo e pedunculo apresentaram atividade de SOD, sendo possivel
obter correlacdo significativa forte negativa entre os teores de fendlicos
(r = 0,9971) e flavonoides (r = - 0,9914) e a atividade da SOD. Na
analise de captura do radical hidroxil, a estrutura do pericarpo
apresentou a capacidade antioxidante mais promissora, € uma correlagao
forte entre os teores de flavonoides totais (r = 0,8666) e 0 método
empregado. No ensaio de TBARS, os resultados indicaram existir
atividade antioxidante frente a peroxidacdo lipidica, em todos os
extratos analisados. Além disso, obteve-se uma correlagéo forte positiva
(r=0,8867) entre os teores de capsaicinoides e a técnhica do TBARS. No
ensaio de difusdo em disco, todos os extratos avaliados ndo foram ativos
frente as cepas testadas.

Palavras-chave: Capsicum chinense Jacg.; Compostos Fenolicos.
Antocianinas. Capsaicinoides. Atividade antioxidante. Atividade
antimicrobiana



ABSTRACT

Phytochemical standardization and antioxidant and antimicrobial
potential of Capsicum chinense Jacquin (Pimenta Bode-Roxo)

Capsicum chinense Jacq. is a specie from America tropical region, being
domesticated by indigenous people of Amazon region. The fruits are
mainly used in natura, and feature diversity of secondary metabolites, in
particular simple phenolic compounds, flavonoids and capsaicinoids.
This study aimed to evaluate the chemical profile, the antioxidant and
antimicrobial potential of C. chinense Jacq. extracts (Pimenta bode-
roxo). The results indicated significant differences among the content of
phenolic compounds, total flavonoids and anthocyanins in these
structures (pericarp, seed and stems) that were subjected to distinct
extractive processes. The total phenolic content (Folin Ciocalteu)
detected in the pericarp, seed and stems were respectively 53.51, 36.38
and 67.98 (GAE mg.g!) by reflux process, and 45.34, 39.8 and 62.19
(GAE mg.g?) in the ultrasound process . For Fast Blue BB assay, the
total phenolic content detected for pericarp, seed and stems were
respectively 22.42, 4.14, 23.17 (GAE mg.g?) by reflux process and,
14.87, 8.42, 23.72 (GAE mg.g?l) by ultrasound process. The total
flavonoid content observed for the pericarp, seed and stems were
respectively 3.08, 6.26 and 7.11 (RE mg.g?) in the process reflux, and
the 2.26, 1.00 and 3.20 (RE. mg.g) by ultrasound process. To total
anthocyanins, the content found in pericarp was 5.22 AMT mg.g-*for
reflux, and 3.91 AMT mg.g! by ultrasound. Concerning the
capsaicinoids, the content found for pericarp and seeds were,
respectively, 2.90 and 2.71 mg.g™? for capsaicin, 0.25 and 0.30 mg.g*
for dihydrocapsaicin considering reflux process. Furthermore the
capsaicin content of pericarp and seed were respectively 3.10 and 2.43
mg.g* and 0.24 and 0.20 mg.g* to dihidrocapsaicin in ultrasound
process. The analysis by LC-MS indicated the presence of anthocyanins
delphinidin-3-p-coumaroilrutinoside-5-glucoside and  pelargodin-3-
sambubioside. Regarding to antioxidant activity, the different structures
showed scavenger property of peroxyl radicals by TRAP, and was
possible to establish a strong correlation (r = 0.8935) between phenolic
content and the values of TAR. In FRAP assay, the results indicated
antioxidant power reduction of ferric ion to ferrous ion, for all
structures, resulting in a negative correlation (r = -0.7300) between
phenolic compounds content of the three structures and the FRAP
results. The SOD results showed that only pericarp and stem presented



antioxidant activity, being possible to obtain a strong negative
correlation between phenolic (r = - 0.9971) and flavonoids (r = - 0.9914)
content with SOD values. The hydroxyl radical scavenger analysis, the
most promising antioxidant capacity was observed to pericarp, presented
a strong correlation (r = 0.8666) with total flavonoid content. The
TBARS assay showed to all analyzed extracts antioxidant activity
against the lipid peroxidation, in addition, was observed a strong
positive correlation (r = 0.8867) between the capsaicinoids content with
TBARS. All extracts evaluated, in the disk diffusion assay, were not
active against the strains evaluated.

Keywords: Capsicum chinense Jacg.; Phenolic compounds.
Anthocyanins. Capsaicinoids. Antioxidant activity. Antimicrobial
activity



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Espécies domesticadas e consumidas
NO Brasil......ccccooveiiiiiiiecce 35

Figura 2 — Morfotipo Pimenta bode-roxo
(Capsicum chinense Jacq.).....ccccceververernnn 41

Figura 3 — Estruturas quimicas dos principais
Flavonoides descritos em pimentas do
género CapsSiCuM SP.....ccceveerernenereeeneens 42

Figura 4 — Estrutura quimica da antocianidina e
SeUS SULSHItUINEES. ..o 44

Figura 5 — Esquema estrutural de interconversdo
das Formas de antocianinas pH
dependentes.......ocevrereriei e 46

Figura 6 — Estruturas quimicas dos principais
constituintes dos capsaicinoides. (1)
Capsaicinoides (R= Cadeia carbdnica
alifatica); (1) Capsaicina; (111)
DihidrocapsaiCcing...........ccoevvvevrerieennnnnne 49

Figura 7 — Divisdo das estruturas do fruto da
variedade pimenta bode-roxo
(Capsicum chinense Jacq.).....cc.ccoeeveereenns 51

Figura 8 — Reacdo de Fenton........c.ccccvevvevvevevesesennn, 53

Figura 9 — Mecanismos de formac&o de espécies
reativas de oxigénio a partir da
reducdo mono eletrénica de O; e 0s
diversificados mecanismos de defesa
antioXidante.........ccovveveieiienes e 55



Figura 10 — TFT realizado pela técnica de Folin-
Ciocalteu Estruturas indicam
diferenca estatistica quando comparado
0s dois métodos
extrativos (Teste T ndo pareado)..............

Figura 11 — Acoplamento entre um &cido galico e
o sal de diaz6nio Fast Blue BB................

Figura 12 — TFT realizado pela técnica de Fast
Blue BB. Estruturas indicam
diferenca estatistica quando
comparado os dois métodos
extrativos. (Teste T ndo pareado)..........

Figura 13 — Correlacdo de Pearson entre 0s
teores de compostos fenoélicos
totais, pelas técnicas de Folin-
Ciocalteu e Fast Blue BB (r =
0,9160, P <O00L).....covrereeerrererierieieiereens

Figura 14 — Doseamento da capsaicina nas
técnicas de Folin Ciocalteu e Fast

Figura 15 — Esquema geral da complexacgdo de
flavonoides com o fon AP+....................

Figura 16 — FT realizado pela técnica com
reagente de complexacdo. Estruturas
indicam diferenca estatistica quando
comparado os dois métodos
extrativos. (Teste T ndo pareado)............

Figura 17 — Correlag&o de Pearson entre os t
teores de TFT e FT de ambos os
extratos, pelas técnicas de Folin
Ciocalteu e Flavonoides Totais com
agente de complexagéo (r = 0,9652;
p< 0,0001)...coovveerrerereenreienee.



Figura 18 — Correlacdo de Pearson entre 0s
teores de TFT e FT de ambos os
extratos, pelas técnicas de Fast Blue
BB e Flavonoides Totais com agente
de complexacéo (r = 0,9652; p<
0,0001)...ccoiiiieiinieereee e

Figura 19 — Teor de antocianinas monoméricas
totais pelo método do pH diferencial
por refluxo e ultrassom. Valor de p
indica entre as estruturas indica
diferenca significativa (Teste T ndo
PAreado)........ccovervieeieie e

Figura 20 — Cromatograma representativo de
ambos extratos metélicos do
pericarpo de C chinense Jacq.................

Figura 21 — Espectro de massas por ESI (+)
obtido do fon molecular de massa m/z
919.2490 dos extratos metandlicos
de C.chinense Jacq.......ccccovveervevrvrienenen.

Figura 22 — Espectro de massas por ESI (+)
obtido do ion molecular de massa m/z
545,1672 dos extratos metanoélicos de
C.chinense Jacq........ccovrervrenerenieneeieneene

Figura 23 — Estrutura da antocianina majoritaria
e seus fragmentos nos estratos de
C.chinense Jacq. obtido por LC-MS
ionizacdo por  electrosrapay...............

Figura 24 — Estrutura quimica peonidina-3
sambubiosideo e o nucleo
fundamental..........ccooveeveiee i,

Figura 25 — Cromatograma obtido do extrato
metanolico por refluxo da estrutura
pericarpo de C. chinense Jacg. por
CLAE/UV-Vis com detec¢do por 280 nm



Figura 26 — Cromatograma obtido do extrato
Metandlico por refluxo da estrutura
semente de C. chinense Jacg. por
CLAE/UV-Viscom deteccdo por 280nm 89

Figura 27 — Cromatograma obtido do extrato
metandlico por ultrassom da estrutura
pericarpo de C. chinense Jacg. por
CLAE/UV-Vis com deteccdo por 280nm 90
Figura 28 — Cromatograma obtido do extrato
metanolico por ultrassom da estrutura
semente de C. chinense Jacq. por
CLAE/UV-Vis com deteccdo por 280nm 90

Figura 29 — Grafico demonstrando o teor relativo de
cada capsaicinoide presente no extrato
obtido por refluxo no pericarpo e
semente de C. chinense Jacq (Teste T
NE0 Pareado).......ccceveveveriererenereseneens 91

Figura 30 — Grafico demonstrando o teor relativo de
cada capsaicinoide presente no extrato
obtido por ultrassom no pericarpo e
semente de C. chinense Jacq................... 92

Figura 31 — Termdlise da estrutura quimica do
AAPH, gerando dois radicais alquil
NItFOGENIO.....oveieeiei e 95

Figura 32 — Valores do potencial antioxidante reativo
total (TRAP) foram plotados no grafico
em valores de AUC. Valor de p indica
diferenca significativa (Test T ndo
PAreado).........covvriiveniiiee e 95

Figura 33 — Valores da perda inicial de
quimiluminescéncia (TAR), expressos
em lo/I. Valor de p indica diferenca
significativa (Teste T ndo pareado)......... 97



Figura 34 — Reacdo de transferéncia de elétrons por
agente redutor (antioxidante)................. 98

Figura 35 — Resultados obtidos dos extratos
Metandlicos do pericarpo, semente e
pedinculo da espécie C.chinense Jacq
para 0 método do FRAP. Valor de p
indica diferenca significativa.
(Teste T ndo pareado..........cccceevevveernneae 99

Figura 36 — Resultados obtidos dos extratos
Metandlicos do pericarpo, semente e
pedinculo da espécie C.chinense Jacq.
Valor de p indica diferenga significativa
(Teste T ndo pareado).........ccccevevevrernenns 102

Figura 37 — Degradacdo da deoxiribose a partir da
reacao de Fenton..........ccocvveeercecninieenn 103

Figura 38 — Resultados obtidos dos extratos
metandlicos do pericarpo, semente e
pedinculo da espécie C.chinense Jacq
para técnica de captura do radical
hidroxil. Valor de p ndo indicou
diferenca significativa (Teste T néo
[OETg=T: o [o) NS 104

Figura 39 — Resultados obtidos dos extratos
Metanolicos do pericarpo, semente
e pedunculo da espécie C.chinense
Jacq para técnica do TBARS.
Valor de p indica diferenca
Significativa Teste T ndo pareado)........ 106

Figura 40 — Resumo dos resultados encontrados na
determinacdo do perfil antioxidante
INVITMO e 107






LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Teores de capsaicina e dihidrocapsaicina por
CLAE nas estruturas do pericarpo e semente........ 91

Tabela 2 — Resultados dos teores em mg.g encontrados na
avaliacdo do perfil quimico nos extratos
metandlicos obtidos por refluxo e ultrassom......... 94

Tabela 3 — Coeficientes de Correlacdo de Pearson entre TAR
e os teores de fendlicos, flavonoides totais,
capsaicina e dihidrocapsaicina totais dos extratos
das trés estruturas de C. chinense Jacq.................. 98

Tabela 4 — Coeficientes de Correlagdo de Pearson entre o
método FRAP e fendlicos, flavonoides e
capsaicinoides totais dos extratos das trés
estruturas de C. chinense Jacq.......ccccoevrvevrverueenes 101

Tabela 5 — Coeficientes de Correlagéo de Pearson entre o
método SOD e fendlicos, flavonoides e
capsaicinoides totais dos extratos das trés
estruturas de C. chinense Jacq.......c..ccoevervvrververnne. 103

Tabela 6 — Coeficientes de Correlagdo de Pearson entre o
método Captura do radical hidroxil e os teores de
compostos fenolicos, flavonoides totais dos
extratos das trés estruturas de C. chinense Jacg.... 105

Tabela 7 — Coeficientes de Correlagédo de Pearson entre o
método TBARS e fendlicos, flavonoides e
capsaicinoides totais dos extratos das trés
estruturas de C. chinense Jacq.......c..ccoevervvvervennnn. 107

Tabela 8 - Resultados da Atividade antibacteriana de extrato
de metanolico de sementes, pericarpo e pedinculo
de C. Chinense Jacq.......cccervrvereernienerieenresienenes 108



Tabela 9 - Resultados da Atividade antiflngica de extrato de
metanolico de sementes, pericarpo e peddnculo de
C.ChiNENSE JagC......erveveirieiee e 109



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AAPH - 2,2'-azobis (2-amidinopropane) hidrocloridrato
Al3* - Cétion aluminio (111)

AM — Absorbéancia molar

AMT — Antocianinas monomeéricas totais

AOAC — Association of Analytical Communities

AUC —Area sob a curva

CAT — Catalase

CuZnSOD - Superéxido dismutase contendo cobre e zinco
CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia
CLSI/NCCLS - Clinical and Laboratory Standards Institute
DAD - Detector por arranjos de diodos

DMSO - Dimetilsulféxido

DNA — Acido desoxirribonucleico

EAC — Equivalentes de acido clorogénico

EAG - Equivatentes de cido galico

ED — Equivalente de delfinidina-3-rutinosideo-5-glicosideo
EQ — Equivalentes de quercetina

ER — Equivalente de rutina

ES — Extrato seco

ESI-MS — Espectrometria de massa com ionizacao por electrospray
EROS — Espécies reativos de oxigénio

FD — Fator de diluicéo

FRAP - Poder antioxidante de reducédo do ion férrico

Fe (TPTZ),2 - ion férrico -2,4,6-tripiridiltriazina

Fe?* - fon ferroso

Fe3* - fon férrico

GSH - Glutationa reduzida

GSHPXx - glutationaperoxidase

L - Caminho 6tico

LC-MS — Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
LC-HRMS - Cromatografia liquida de alta resolucdo
MDA — Malondialdeido

MnSOD — Superdxido dismutase contendo manganés

MM — Massa molar

NADPH - Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
NBT - Azul de Nitrotetrazdlio

QTOF — Quadrupolo com “tempo de voo”

TAR- Reatividade antioxidante total

TBA — Acido tiobarbitdrico



TBARS — Substancia reativas ao acido tiobarbitirico
TCA - Acido tricloroacético

TF — Teor de flavonoides totais

TFT — Teor de fendlicos totais

TRAP — Potencial antioxidante reativo total

SOD - Superoxido dismutase

SF — Sulfato ferroso

UFC- Unidades formadora de col6nia

UPLC - Cromatografia liquida de ultra eficiéncia
UV-Vis - Ultravioleta - Visivel

2-DR - 2-desoxirribose

€ - coeficiente de absortividade molar



2.1
2.2

3.1
311

3.1.2
3.13
3.14
3.2

321
3.2.2
3.2.3
3.3

331
3.3.2.
3.4

34.1
3411
34.1.2
34.13
34131
34132

3.4.1.3.3

3.4.2
3421
34211
3.5

351
3511

SUMARIO

APRESENTAGCAO.........ccooveeeeiersrerininns
OBJETIVOS ..ot
OBJETIVO GERAL......cccooviireiieecee
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......c.covvnrirenne.
REVISAO BIBLIOGRAFICA....................
GENERO CAPSICUM......ccooovemrererernreen.
Origem, aspectos botanicos e distribuicéo
GEOGIAFICA....cveeiiicie e
Diversidade genética..........cc.ccoevererererinnnns
Cultivo e aspectos econdmicos.....................
Utilizac&o e comercializago......................
CAPSICUM CHINENSE JACQ.......c.cce.e..
Origem e distribuigdo..........c.ccceevrvrerrrennn.
Aspectos boténicos e domesticagéo.............
Morfotipo Pimenta bode............cccc.c...
METABOLITOS SECUNDARIOS EM
CAPSICUM......coiiiiiiiiie e
Compostos fenolicos..........coovvereviiriiiinnns
Flavonoides.........cccovveviveiverciene e
METABOLITOS SECUNDARIOS EM
CAPSICUM CHINENSE JACQ.

(PIMENTA BODE-ROXO).......cccovneece.
ANLOCIANINGS.......ccveiiiecicee e
ASPECOS QUIMICOS.....cvvivirericiirieiee e
Métodos de eXtragan.........cccevvrverveereeresrernenes
Métodos de caracterizagdo de antocianinas....
Espectrometria UV/VIiS........ccccoovvvciennininnnns
Cromatografia Liquida de Alta
EficiEnCia/DAD........cccvcovvieievece e
Cromatografia Liquida acoplada a
espectrometria de massas........ccococvvvreevreeenn.
CapsaiCinoides.........cccveevvviiveeeie e
CapSAICING. .....eeviiecieirieee e
Distribui¢io da capsaicina nos frutos............
ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DO
GENERO CAPSICUM.......cocoooveireesrernn.
Atividade antioxidante..............cccocoreriennnn
Radicais lIVIeS.......ccccovvveivvriieeee e



3.5.1.2
3.5.13
3514
3.5.2
4.1
4.2

4.3
431
4.3.2
44.
45

451
4.6

4.7

4.8

48.1

4.8.2

4.8.3

4.8.4

485

Antioxidantes e Estresse Oxidativo................. 54

Estresse oxidativo em lipidios............c.c...... 55
Atividade antioxidante no género

CaPSICUM....eeie e 56
Atividade antimicrobiana............ccccevevvenne. 57
MATERIAIS E METODOS........cocccveeernan. 59
MATERIAL VEGETAL.....c..ccoeeivieiiecieene 59
PROCESSO EXTRATIVO.......ccooviviveeiireen, 59
ANALISE DOS TEORES DE FENOLICOS
TOTAIS (TFT) e 59
Folin CiocalteU.........ccccoevevciiiiiiiiieceeeeee 59
Fast Blue BB........ccccocovevveiiiiicie e 60
ANALISE DOS TEORES DE

FLAVONOIDES TOTAIS (FT)..coccvveveiinene 60
ANALISE DOS TEORES DE

ANTOCIANINAS TOTAIS......ccovceeveveeies 61
Método pH diferencial.........cc.cccccovvveivinniennnn. 61
ANALISE PARA IDENTIFICACAO DE
ANTOCIANINAS POR

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA
EFICIENCIA (UPLC) ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (Q-Tof). 61
ANALISE DOS TEORES DE CAPSAICINA

E DIHIDROCAPSAICINA........coviievieeenen, 62
DETERMINACAO DO PERFIL
ANTIOXIDANTE IN VITRO.....cccoeerrene. 63
Avaliacéo do potencial antioxidante

reativo total (TRAP)......ccocooivieiiirieee 63
Determinacao do poder antioxidante de
reducao do ion férrico (FRAP) .......cccceuvnee. 63

Avaliacéo da atividade da Superdxido
dismutase (SOD) via reducéo do azul de

Nitrotetrazélio (NBT)......cccovevvevveivainiiennns 64
Avaliacao da capacidade de captura do
radical hidroxil (-:OH) .......ccccocovirniciinnn. 64

Avaliacdo da peroxidacao lipidica pela
producéo de substancias reativas ao acido
tiobarbitlrico (TBARS).......ccccooevvrvienrnnen. 65



4.9

4.10
51
52
521
522
523

53

531

54

5.5

5.6

5.7

571

572

573

AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA NOS EXTRATOS
OBTIDOS POR REFLUXO DAS
DIFERENTES PARTES DOS FRUTO DE
Capsicum chinense Jacq.........coceervererrervereenenn
ANALISES ESTATISTICAS. ..o,

RESULTADOS E DISCUSSAO...................

AVALIACAO DO PROCESSO
EXTRATIVO....oiiiitieece e
TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS
TOTAIS NAS DIFERENTES PARTES DO
FRUTO DE C. chinense JACQ.......c..cccoee..
Método de Folin Ciocalteu............cc.ccvverrnene.

Método de Fast Blue BB..........ccccooevvveviiinens

Comparacao dos TFT pelas técnicas de

Folin Ciocalteu e Fast Blue BB.....................

TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS NAS
DIFERENTES PARTES DO FRUTO DE C.
CHINENSE JACQ......ciireieeeeree e
Comparacao dos teores de fendlicos totais

e flavonoides totais.........cccovevevveiee v,

TEOR DE ANTOCIANINAS NA
ESTRUTURA PERICARPO DE C.
CHINENSE JACQ......ccoiiiierieieienie e
IDENTIFICACAO DE ANTOCIANINAS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ULTRA EFICIENCIA (UPLC)
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (Q-TOF) .o
TEORES DE CAPSAICINA E
DIHIDROCAPSAICINA NO PERICARPO
E SEMENTE DE C. CHINENSE JACQ.........
DETERMINAGAO DO PERFIL
ANTIOXIDANTE IN VITRO.......c.cccovreenene
Avaliacéo do potencial antioxidante
reativo total (TRAP)........ccccviveveveiieiee
Determinacgédo do poder antioxidante de
reducdo do ion férrico (FRAP)..........cc.......
Avaliacdo da atividade da Superéxido
dismutase (SOD) via reducao do
Nitrotetrazolio (NBT).......coceeervenenienininienen.

66

67
69

69

69
70
72

74

76

78

79

81

88

94



574

575

5.8

Avaliacdo da capacidade de captura do
radical hidroxil (:OH)........cccccovvniniiiinnnns
Avaliacdo da peroxidacao lipidica pela
producéo de substancia reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS).......ccoceveeneinenine
AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA E ANTIFUNGICA.....
CONCLUSOES........oovimrirnrierisiesissrinens
REFERENCIAS.........ooominrneineneeneeeeeneens



31

1 APRESENTACAO

Pimentas do género Capsicum s&o conhecidas desde o inicio da
civilizagdo constituindo parte da alimentacdo de diversas populagdes.
Além da ampla utilizacdo na culinéria e como ornamental, também tem
sido descrito o emprego de pimentas na medicina popular com acéo
analgésica, antisséptica, tonica entre outras (BOSLAND; VOTAVA,
2000). Outras aplica¢es na medicina popular séo para o tratamento de
artrites, reumatismo, erupc@es cutaneas, feridas e picadas de animais
(MEGHVANSI et al, 2010; VAN WYK; WINK, 2004).

O género Capsicum pertence a familia Solanaceae e é
constituido por cerca de 35 espécies, das quais, cinco sdo domesticadas
(BARBOZA; BIANCHETTI; LAMMERS, 2005; CARRIZO et al.,
2013; CARVALHO; BIANCHETTI, 2007). Dentre as cinco espécies
domesticadas, quatro sdo cultivadas e consumidas no Brasil: C. annumm
L., C. frutescens, C. baccatum L e C. chinense Jacquin. (LANNES et al.,
2007). A espécie C. chinense Jacquin, objeto de investigacdo do
presente trabalho, destaca-se no Brasil pelo amplo cultivo na regido
Centro Oeste e ¢ reconhecida por apresentar diferentes variedades: “De
cheiro”, “Cumari do Para”, “Biquinho”, “Murupi” e “Bode” (RIBEIRO
et al., 2007). Em relacdo aos frutos, esses podem variar desde a cor
verde (imaturos) até amarelo, vermelho ou roxo (maduros),
apresentando uma alta pungéncia e intenso aroma (EMBRAPA, 2015;
RIBEIRO, 2007).

Devido ao amplo consumo dos frutos de espécies do género
Capsicum sp. no Brasil, torna-se relevante o conhecimento dos seus
constituintes quimicos e a relacdo desta composicdo com as
propriedades bioldgicas. Sabe-se, por exemplo, que os frutos destas
espécies possuem um importante papel na atividade antioxidante
(HERVERT-HERNANDEZ et al., 2010), propriedade esta, relacionada
com a presenca de compostos como antocianinas (SADILOVA,
FLORIAN; STINTZING, 2006), capsaicinoides (KIRSCHBAUM-
TITZE et al.,, 2002; OCHI et al., 2003; PINO et al., 2007) e os
compostos fendlicos (HOWARD et al., 2000; MARIN et al., 2004;
MATERSKA E PERUCKA, 2005).

Considerando o pouco conhecimento da composi¢do quimica e
propriedades biolégicas de C. chinense Jacg., o presente trabalho tem
como objetivo principal a investigacdo da composi¢do quimica, com
énfase nos teores de compostos fenolicos totais, flavonoides totais,
antocianinas totais e capsaicinoides, além da identificacdo de
antocianinas presentes nos frutos de C. chinense. Adicionalmente, o
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trabalho descreve a correlagdo dos compostos citados com a capacidade
antioxidante e antimicrobiana.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil quimico e o potencial antioxidante e

antimicrobiano de extratos de Capsicum chinense Jacg. (Pimenta bode-

roxo).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar os rendimentos dos extratos das diferentes partes do
fruto de Capsicum chinense Jacq. (pericarpo, semente e
peddnculo) por refluxo e ultrassom;

Determinar o teor de compostos fendlicos totais por meio dos
métodos de Folin-Ciocalteau e FAST-BLUE BB nos extratos
obtidos;

Determinar, para 0s extratos obtidos, o teor de flavonoides
totais por método colorimétrico;

Determinar o teor de antocianinas monoméricas totais por meio
do método do pH diferencial;

Determinar o teor capsaicina e dihidrocapsaicina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) nas diferentes
partes do fruto (pericarpo, sementes) de C. chinense Jacq.;
Identificar as antocianinas majoritarias presentes nos extratos
por cromatografia liquida de alta resolugcdo acoplada a
espectrometria de massas (LC-HRMS);

Avaliar o potencial antioxidante dos extratos de C. chinense
por meio das técnicas do potencial antioxidante reativo total
(TRAP), poder de reducéo do ion férrico (FRAP), Captura do
radical hidroxil, atividade da superdxido dismutase (SOD-
LIKE) e espécies reativas ao 4cido tiobarbitdrico (TBARS);
Avaliar a potencial atividade antibacteriana e antiflngica dos
extratos pelo ensaio de difusdo em disco.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 GENERO CAPSICUM
3.1.1 Origem, aspectos botanicos e distribui¢do geografica

As espécies do género Capsicum séo plantas nativas da América
tropical e subtropical (REIFSCHNEIDER, 2000). Os registros mais
antigos do consumo de pimentas datam aproximadamente 7.000 a.C na
regido de Tehuacéan, no México (REIFSCHNEIDER, 2000). No entanto,
0 conhecimento a respeito do cultivo e utilizagdo de pimentas do género
Capsicum por civilizages pré-colombianas é limitado, uma vez que
existem poucas informacGes sobre a natureza, dimensdo, estrutura e
tempo de uso de pimentas do género (POWIS et al., 2013).

A utilizacdo de pimentas como fonte alimenticia difundiu-se por
toda a Europa e Asia, a partir das grandes navegacdes entre os séculos
XV-XVI (POWIS et al., 2013; REIFSCHNEIDER, 2000). Os europeus
denominaram os “novos” frutos encontrados como pimentas, pois
apresentavam gosto quente e picante, ao contrario de qualquer outro
fruto encontrado na Europa (BOSLAND, 1996; ESHBAUGH, 1993;
HEISER, 1976).

No Brasil, quatro das cinco espécies domesticadas sdo
cultivadas e consumidas: C. annum L. (‘pimentdo’, ‘pimenta doce’), C.
baccatum L. (‘dedo-de-moga’, ‘chapéu-de-bispo’), C. frutescens L.
(‘pimenta malagueta’) e C. chinense Jacquin. ‘pimenta-de-cheiro’,
‘cumari-do-pard’,  ‘pimenta bode’ (Figura 1) (BARBOZA,
BIANCHETTI; LAMMERS, 2005; CARRIZO et al, 2013;
CARVALHO; BIANCHETTI, 2007; PICKERSGILL, 1997). As
referidas espécies podem apresentar diferentes variedades botanicas ou
grupos varietais. As pimentas ‘dedo-de-moga’ e ‘chapéu-de-bispo’, por
exemplo, sdo variedades da espécie C. baccatum L. (RIBEIRO et al.,
2007) e possuem formato e coloragdo distintos.

Figura 1- Espécies domesticadas e consumidas no Brasil.
T L y e §
;AF B "L S

C. baccatum L. C. baccatum L.
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C. frutescens L.

Fonte: Embrapa (2015).

Os taxonomistas realizam a identificacdo das espécies
examinando principalmente as flores. Estas sdo hermafroditas e
possuem geralmente o calice com 5 sépalas e a corola com 5 pétalas.
Outras caracteristicas como o nimero de flores por n6, posicao da flor e
do pedicelo, coloragdo da corola e antera, presenca ou auséncias de
manchas nos lobos das pétalas e margem do calice, também permitem
identificar as principais espécies domesticadas (CARVALHO;
BIANCHETT]I, 2007).

Em relacdo ao sistema reprodutivo do género Capsicum, o
mesmo é definido como autdgama, uma vez que o pélen e o évulo estdo
localizados em uma mesma flor, facilitando a reproducédo das espécies
(CARVALHO; BIANCHETTI, 2007; REIFSCHNEIDER, 2000). Os
frutos sdo definidos como baga, podendo apresentar estrutura oca e
diferentes formas, como de uma capsula. Além disso, a variabilidade
morfologica favorece o aparecimento de frutos com diferentes
tamanhos, formas, coloracGes e grau de pungéncia. A caracteristica de
pungéncia é restrita ao género Capsicum, sendo atribuida principalmente
ao composto capsaicina, a qual é liberada quando o fruto sofre algum
dano fisico. A pungéncia pode ser medida em Unidades de Calor
Scoville (SHU) através de aparelhos especificos. Esse valor varia de
zero (pimentas doces) e pode chegar a 300,00, como no caso de algumas
variedades picantes como ‘aji’, ‘paprica’ e ‘chilies’ (CARVALHO,;
BIANCHETT]I, 2007).

3.1.2 Diversidade genética
A diversidade de formas, tamanhos e cores dos frutos das
espécies do género Capsicum esta relacionada a variabilidade genética
dessas plantas, o que permite a busca de novos tipos com variabilidade
morfolégica (NEITZKE et al., 2014; RIBEIRO; REIFSCHNEIDER,
2008). Tal fato é relevante, uma vez que, o desenvolvimento de novos
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morfotipos de pimentas permite a expansdo do cultivo em diferentes
regides, e ainda favorece o mercado da indlstria alimenticia e
farmacéutica para posterior desenvolvimento de novos produtos
(POZZOBON et al., 2015). Além disso, o melhoramento de plantas
também visa o controle de pragas e doencas, as quais acometem parte
das espécies (SOUZA, 2008).

Nos Ultimos anos, as pesquisas cresceram no intuito de obter
novas colecdes de acessos em banco de germoplasma para o referido
género. Neste caso, 0 termo acesso pode ser definido como os diferentes
morfotipos de uma determinada espécie a qual foi depositada em banco
de germoplasma (NETTO, 2010). Este por sua vez, consiste em
unidades conservadoras de material genético que utilizam 0s acessos
com a finalidade de preservar, melhorar ou desenvolver novos
morfotipos (BESPALHOK; GUERRA; OLIVEIRA, 2013). Sabe-se que
0 banco de germoplasma da Embrapa Hortalicas possui atualmente
cerca de 2500 acessos de pimentas e pimentdes. Nesse instituto, o0s
estudos buscam identificar possiveis acessos duplicados na colec¢do,
além promover a caracterizacdo morfoldgica, citogenética e molecular
das espécies (SILVA, 2008). Atualmente, destacam-se nacionalmente 0s
Bancos de Germoplasma localizados nas cidades de Brasilia-DF (BAG -
Embrapa Hortalicas), Campinas-SP (BAG - IAC) e Vigosa-MG (BAG-
UFV).

3.1.3 Cultivo e aspectos econdmicos

O cultivo e producéo de pimentas do género Capsicum cresceu
nos ultimos anos devido ao aumento do consumo mundial (TRADE
INFORMATION BRIEF, 2005). De acordo com dados estimados pela
FAO (2012), a producdo chegaria a 31,2 milhGes de toneladas no ano de
2013, e dentre os maiores produtores mundiais de pimentas, destacam-se
0s paises do continente asiatico.

No Brasil, o cultivo de pimentas ganhou notoriedade nos
Gltimos anos em todo territorio, com destaque para os estados de Minas
Gerais, Goias, Sado Paulo, Cearda e Rio Grande do Sul
(REIFSCHNEIDER; RIBEIRO, 2008). O cultivo é realizado por
pequenos, médios e grandes produtores de maneira individual ou de
forma integrada a agroinduistria (FURTADO; DUTRA; DELIZA, 2006;
RIBEIRO et al., 2007).

Os valores reais de producdo e comercializacdo de pimentas no
Brasil sdo limitados e a informacéo disponivel nédo reflete a realidade
econdmica para essa hortalica, uma vez que a grande parte da producéo
nacional é comercializada em mercados regionais e locais, ndo
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contribuindo para os valores estatisticos reais (DOMENICO; LILLI;
MELO, 2010). No entanto, dados de 2007 indicaram que a area
disponivel para o cultivo de pimentas atingiu cerca de cinco mil hectares
e a producdo média variou entre 10-30 toneladas por hectare
(REIFSCHNEIDER; RIBEIRO, 2008). Tal fato esta relacionado com o
tipo de pimenta cultivada, tratos culturais, clima e nivel de tecnologia
adotado (GENUNCIO; ZONTA; NASCIMENTO, 2015). No mesmo
periodo, o crescente consumo de pimentas no mercado interno chegou a
80 milhGes de reais ao ano e isso proporcionou o0 aumento da area
cultivada e o estabelecimento de agroindustrias (REIFSCHNEIDER,;
RIBEIRO, 2008).

Atualmente, estima-se que a produtividade nacional média de
pimentas esteja entre 10 a 45 toneladas por hectare ao ano (com média
mundial de 15,8 toneladas/hectares). Podem-se citar alguns exemplos de
produtividade, no qual se destaca a pimenta ‘malagueta’, chegando a
uma producdo de 10 toneladas/hectar, sendo esta a variedade mais
cultivada no Brasil. Para as pimentas ‘biquinho’ e ‘bode’ a producdo
média encontra-se em torno de 20 toneladas/hectare (GENUNCIO;
ZONTA; NASCIMENTO, 2015).

3.1.4 Utilizag&o e comercializagéo

A maior parte do consumo de pimentas ocorre na forma in
natura. Esse consumo é influenciado pelos habitos alimentares de cada
regido. Na regido Sul do pais, o consumo de pimentas na forma de fruto
fresco é menos comum, optando-se pelo consumo na forma processada.
Entretanto, na regido Centro-Oeste, as pimentas sdo consumidas in
natura, destacando-se ‘malagueta’, ‘de cheiro’, ‘dedo-de-moga’ e ‘bode’
(RIBEIRO et al., 2007).

Nos ultimos anos houve uma elevacdo no processamento de
pimentas por alguns ramos da industria (RIBEIRO; HENZ, 2007;
RIBEIRO et al., 2007). Na industria alimenticia, por exemplo, utilizam-
se pimentas doces ou picantes sendo processadas nas formas de geléias,
po6, molhos liquidos, entre outros. Esse processamento ganhou destaque,
uma vez que as pimentas podem ser utilizadas de trés formas:
flavorizantes, corantes e pimentas picantes. Por outro lado, na inddstria
farmacéutica e de cosméticos as pimentas picantes ganham destaque e
sdo empregadas principalmente na composi¢do de pomadas para artrite e
artrose. (RIBEIRO; HENZ, 2007).

Além disso, também é descrito na literatura o emprego de
pimentas na medicina popular devido as propriedades terapéuticas ja
conhecidas (BOSLAND; VOTAVA, 2000; RIBEIRO; HENZ, 2007).
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Dentre as aplicagbes na medicina popular, destaca-se 0 emprego de
pimentas do género Capsicum no tratamento da dor de estdbmago,
reumatismo, tratamento de artrites, erupcdes cutaneas, feridas, entre
outras (MEGHVANSI et al., 2010; VAN WYK; WINK, 2004).

A comercializacdo de pimentas é algo bastante atrativo
atualmente, e esta relacionada ao tipo, quantidade e preco final. Grande
parte das pimentas comercializadas na forma de fruto fresco podem ser
encontradas em grandes centros de comércio como os CEASAs. Tal tipo
de comércio organiza e promove a distribuicdo para o setor de varejo,
indUstrias e também restaurantes. Na cidade de Goiania, por exemplo, a
CEASA promove a individualizacdo de todos os tipos de pimentas,
fazendo cotagfes dos precos de forma separada, uma vez que as
pimentas sdo de grande importancia para toda a regido. Neste local,
pimentas como a ‘malagueta e ‘bode roxo ou roxa’ sdo bem distribuidas
e comercializadas (RIBEIRO et al., 2007).

3.2 CAPSICUM CHINENSE JACQ.
3.2.1 Origem e distribuicdo

A espécie C. chinense Jacquin foi descrita pela primeira vez em
1776 pelo boténico Nikolaus Joseph von Jacquin (ANDREWS, 1984;
BOSLAND; VOTAVA, 2012). A denomina¢do “chinense” advém da
China e se tornou uma designacdo incorreta na época, ja que a espécie
era proveniente das Américas. (REIFSCHNEIDER, 2000). Até os dias
atuais, a referida espécie é amplamente conhecida na regido Tropical do
continente Americano e é utilizada como tempero principalmente na
culinaria da regido do Caribe (MOSES; UMAHARAN, 2012).

No Brasil, a espécie foi domesticada pelos indigenas na regido
da Bacia Amazonica, sendo caracterizada como a mais brasileira das
espécies domesticadas (CASALI; COUTO, 1984; REIFSCHNEIDER,
2000).

C. chinense Jacq. apresenta algumas variedades como a pimenta
“Habanero”, popularmente conhecida no México (RIBEIRO et al,
2007), e as variedades “de cheiro”, “biquinho”, “murupi”, “cumari-do-
Para” e “bode” popularmente utilizadas no Brasil (REIFSCHNEIDER,
2000; RIBEIRO et al., 2007).

3.2.2 Aspectos boténicos e domesticagéo

C. chinense Jacg. ¢ uma planta arbustiva que possui entre 1,5 a
2,5 metros de altura. Quanto a morfologia, as folhas e caules
caracterizam-se por serem glabros e com rara pubescéncia. As folhas
podem ser ovadas ou ovado-lanceolados com tamanho de 10,5 cm,
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largas, lisas ou rugosas, com tonalidade desde o verde claro até o escuro
(SMITH; HEISER, 1957). As flores apresentam-se de duas a cinco por
no, com excecdo de flores deupeperadas; o pedicelo é declinado,
raramente ereto, relativamente curto e grosso na antese; o célice ndo
apresenta dentes com forte constricdo na base; a corola pode ser branca
esverdeada sem mancha ou verde-amarelada, medindo de 0,5a 1,0 cm
de comprimento; as anteras sdo geralmente azuis, roxas, violetas ou
amarelas pdrpuras ou amareladas (EMBRAPA, 2015; SMITH,;
HEISER, 1957). Os frutos podem ter a forma esférica ou alongada, lisos
ou enrugados, medindo de 1,0 a 12,0 centimetros de comprimento
(SMITH; HEISER, 1957).

A domesticacdo da espécie C. chinense Jacg. possibilitou o
aparecimento de frutos com uma diversidade de tamanhos, formas e
cores, 0s quais apresentam pungéncia e aroma caracteristico (LANNES
et al., 2007). Nesse contexto, alguns morfotipos como as pimentas
‘murupi’, ‘habanero’ e ‘bode’ podem favorecer a exploragdo de novas
formas domesticadas, de maneira a selecionar novos genétipos, 0s quais
podem ser incorporados em banco de germoplasma (POZZOBON et al.,
2015). Além disso, o desenvolvimento de novos morfotipos de pimentas
contribui para o controle de doencas, e aumento da produtividade
agricola (CARVALHO, S.; BIANCHETTI; HENZ, 2003; RIBEIRO et
al., 2003).

A espécie C. chinense Jacq. possui mais de 95 acessos no banco
de germoplasma da Universidade Federal de Vigosa. O depésito em
banco de germoplasma favorece o melhoramento genético desta espécie,
uma vez que o0 conhecimento sobre as diversas caracteristicas, como,
aspectos morfoldgicos, reprodutivos e bioquimicos viabilizam o
aparecimento de novas cultivares (LANNES, 2005).

3.2.3 Morfotipo Pimenta bode

Como descrito anteriormente, C. chinense Jacg. apresenta uma
diversidade de frutos com diferentes tamanhos, cores, e formas.
(POZZOBON etal., 2015; RIBEIRO; REIFSCHNEIDER, 2008).
A pimenta bode ou de-bode é um morfotipo muito utilizado na regido
Centro-Oeste do Brasil, sendo comercializada principalmente em
grandes centros de comércio. Na cidade de Goiania, por exemplo, essa
variedade é comercializada na CEASA, sendo adquirida principalmente
na forma de fruto fresco, uma vez que é utilizada em condimentos, e
também para a fabricacdo de conservas (RIBEIRO et al., 2007).

O referido morfotipo possui forma arredondada ou achatada
lembrando “uma pitanga”. Os mesmos possuem posi¢do pendente em



41

relacdo ao peddnculo. O tamanho pode variar entre um centimetro de
comprimento por um centimetro de largura; a cor dos frutos pode variar
desde verde (imaturos) até amarelo, vermelho ou roxo (maduros);
apresentam uma alta pungéncia e um intenso aroma (EMBRAPA, 2015;
RIBEIRO et al., 2007). O fruto roxo é conhecido popularmente como
pimenta bode ou de-bode (Figura 2).

Figura 2 - Morfotipo Pimenta bode-roxo (Capsicum chinense Jacq.)

Fonte: Autor (2015)

3.3 METABOLITOS SECUNDARIOS EM CAPSICUM

Diversas classes de metabdlitos secundarios sdo descritos na
literatura para o género Capsicum, destacando-se 0s compostos
fendlicos simples (MELLO et al., 2011; MENICHINI et al., 20009.
MORESCO, 2013), os capsaicinoides (KEHIE; KUMARIA; TANDON,
2013; LOIZZO et al, 2015; MORESCO, 2013), os flavonoides
(HOWARD et al, 2000; MAHDAVIAM; GHORBANLI;
KALANTARI, 2008) e as antocianinas (CHAIM et al, 2003; VOTAVA;
BOSLAND, 2004) dentre outros.

3.3.1 Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos sdo definidos como uma classe de
metabolitos secundarios que apresentam pelo menos um grupo hidroxila
ligado diretamente a um anel aroméatico (VERMERRIES;
NICHOLSON, 2006). O padrdo de substituicio no anel aromatico
depende da origem biogenética, sendo proveniente de duas vias de
formacdo: via do &cido chiquimico a partir de carboidratos ou via do
acetato-polimalato, que se inicia com acetil coenzima A e malonil
coezima A (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007). Somado a
isso, os fendlicos podem ser classificados de acordo com o nimero de
atomos de carbono na molécula (HARBONE; SIMMONDS, 1964).

Nos Ultimos anos, os compostos fendlicos estdo sendo
pesquisados em pimentas do género Capsicum, devido as propriedades



42

farmacoldgicas dos frutos, principalmente pela atividade antioxidante e
antimicrobiana (CICHEWICZ; THORPE, 1996; MATERSKA;
PERUCKA, 2005; KAPPEL, 2007)

3.3.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo um subgrupo de compostos fendlicos
amplamente distribuidos no reino vegetal. Estes compostos apresentam
uma variedade de funcGes destacando-se fatores relacionados ao estresse
abidticos como a radiagdo UV-B (HARBORNE; WILLIAMS, 2000) e
também na defesa contra herbivoros e agentes patogénicos. Ademais, 0s
flavonoides estdo relacionados com a funcdo de interacdo alelopaticas
entre espécies vegetais (GOULD; LISTER, 2006).

Os flavonoides sdo biossintetizados pela condensagdo do p-
cumaroil-CoA com trés moléculas de malonil-CoA, sendo reacéo
catalisada pela enzima chalcona sintetase. A estrutura fundamental
basica-b2-fenilcromano é posteriormente submetida a sucessivas
reacdes, originando as diferentes classes de flavonoides (VERMERRIS,
WILFRED.; NICHOLSON, RALPH, 2006). De maneira geral
apresentam-se conjugados com agucares (heterosideos) e oxigenados.
Dentre as principais classes de flavonoides de interesse farmacéutico
destacam-se: flavonas, flavondis, isoflavonas, antocianinas
(ANDERSEN; MARKHAM, 2006; ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).
Os principais flavonoides descritos em frutos do género Capsicum sp.
sdo a quercetina, luteolina, apigenina, miricetina e canferol (Figura 3),
ocorrendo variagdes de derivados glicosilados destas agliconas (BAE et
al., 2012; MARIN et al., 2004; MATERSKA; PERUCKA, 2005;
MATERSKA et al., 2003)

Figura 3 - Estruturas quimicas dos principais flavonoides descritos em pimentas
do género Capsicum sp.

OH O OH O

Miricetina Canferol

Fonte: Autor (2015)
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3.4 METABOLITOS SECUNDARIOS EM CAPSICUM CHINENSE
JACQ. (PFIMENTA BODE-ROXO)

Os metabolitos secundarios de C. chinense Jacg. estudados no
presente trabalho sdo comumente descritos na espécie. Contudo deve-se
salientar que C. chinense apresenta diversas variedades ou cultivares, o
que favorece o aparecimento de diferentes teores dos compostos
estudados. A maioria dos trabalhos encontrados na literatura, apenas
relatam os teores de compostos fendlicos e flavonoides totais, em
especial as antocianinas, o que dificulta uma avaliacdo sobre quais 0s
demais compostos podem estar presentes na espécie (MENICHINI et
al., 2009; MONFORTE-GONZALEZ, 2010). Em relacio aos
capsaicinoides, os principais compostos encontrados na espécie sdo a
capsaicina e dihidrocapsaicina (MENICHINI et al., 2009; MONFORTE-
GONZALEZ, 2010; PINO et al., 2007; PINO; FUENTES; BARRIOS,
2011).

3.4.1 Antocianinas

Antocianinas sdo pigmentos responsaveis pela coloracdo em
flores, folhas e frutos em vegetais superiores. Nos Ultimos anos, 0s
estudos com antocianinas aumentaram de forma substancial (DE
PASCUAL-TERESA; MORENO; GARCIA-VIGUERA, 2010;
HIDALGO et al., 2012; HE; GIUSTI, 2010; KONCZAK; ZHANG,
2004), uma vez que a presenca em frutas, legumes e vinhos esta
associada com a possivel diminuicdo de doencas cardiovasculares,
cancer e doencas relacionas ao estresse oxidativo, como por exemplo a
doenca de Alzheimer, entre outras (ANDERSEN; MARKHAM, 2006).

3.4.1.1 Aspectos quimicos

As antocianinas sdo compostos pertencentes ao grupo dos
flavonoides, apresentando uma estrutura basica aglicona (C6-C3-C6),
também denominada de antocianidina, além de grupos glicosidicos
(acUcares), e também grupos acil. As antocianinas sdo derivados do
nucleo 2-fenilbenzopirilio (cation flavilio), o qual é formado por anel
aromatico (A) ligado a anel heterociclico (C), e este ultimo liga-se a um
outro anel aromatico (B) (Figura 4). Além disso, o cétion flavilio possui
a caracteristica de formar estruturas secundarias devido a solubilidade
em 4&gua, pH favordvel, e reacbes tautoméricas (ANDERSEN;
JORDHEIM, 2006; DELGADO-VARGAS: JIMENEZ; PAREDES-
LOPEZ, 2000).

Outra importante caracteristica das antocianinas é a presenca de
ligagdes duplas conjugadas, o que leva o aparecimento de coloragdo em
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pH éacido. Tal fato se torna importante, uma vez que 0 maximo de
absorcdo ocorre na faixa de 440 a 550 nm (FOSSEN; ANDERSEN,
2006; GIUSTI; WROLSTAD, 2001). Ademais, nos vegetais, a
substituicdo por grupos hidroxilas e metoxila na molécula, também
influenciam na coloracdo das antocianinas (DELGADO-VARGAS et
al., 2000).

Embora existam cerca de 31 antocianidinas monomeéricas
identificadas, sabe-se que 90% de todas antocianinas descritas
apresentam apenas seis antocianidinas em sua composi¢édo, destacando-
se: pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e
malvidina (Figura 4). Além disso, existem mais de 630 antocianinas
identificadas, e destas, 97% apresentam glicosideos ligados ao nucleo
fundamental. (ANDERSEN; JORDHEIM, 2006; HE; GIUSTI, 2010)

Figura 4 - Estrutura quimica da antocianidina e seus substituintes.

OH
Substituintes
R1 R2 Antocianina
OH H Cianidina
H H Pelargonidina
OCH3 OCH3 Malvidina
OCH3 OH Petunidina
OCH3 H Peonidina
OH OH Delfinidina

Fonte: Adaptado de Andersen e Jordheim (2006)

Segundo a literatura, a maioria das antocianinas apresenta de
uma a trés unidades de agUcares ligados ao ndcleo basico (ANDERSEN;
JORDHEIM, 2006). Os principais aglcares encontrados em
antocianinas sdo 0s monossacarideos glicose, galactose, raminose,
arabinose, xilose e &cido glicurénico. Além destes, os dissacarideos
também podem se ligar ao ndcleo principal como, a soforose, rutinose,
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sambubiose, gentioshiose, entre outras (ANDERSEN, O. M,
JORDHEIM, 2006). Vale destacar também que a ligagdo entre a
aglicona e as oses, em sua maioria, é do tipo O-glicosidica. Contudo, ja
foi descrito na literatura ligagbes tipo C-glicosidica (SAITO et al.,
2003).

No que concerne a ligacdo de grupos acil em antocianinas, sabe-
se que mais de 65% destes compostos apresentam-se acilados.
Juntamente com as oses, 0s grupos acil ligados a molécula de
antocianina favorecem a estabilidade quando comparado aos analogos
ndo acilados (SAITO et., 1994; ANDERSEN; JORDHEIM, 2006; HE;
GIUSTI, 2010).

As antocianinas apresentam uma caracteristica peculiar, pois
sd0 0s Unicos compostos presentes no grupo dos flavonoides capazes de
se alterarem estruturalmente, em decorréncia de variagbes do pH
(DELGADO-VARGAS et al., 2000; HE; GIUSTI, 2010). Existem sete
formas estruturais de equilibrio nas antocianinas: cation flavilio, base
quinoidal, carbinol, pseudobase, chalcona na configuragdo E ou Z, e as
formas ionizadas (ANDERSEN, O. M.; JORDHEIM, 2006; HE;
GIUSTI, 2010). Em pH 4&cido (1-2), as antocianinas encontram-se
predominantemente na forma de cation flavilio, sendo esta a forma
estrutural mais estavel, apresentando cor vermelha em solucdo (Figura
5A). Em meio hidratado (pH 5-6), o cation flavilio possui duas formas
estruturais: carbinol pseudo base e chalcona (Figura 5BC), o que
favorece a perda de coloragdo (HE; GIUSTI, 2010). Quando a solucao
apresenta pH entre 3 e 4, a estrutura base quinonoidal (Figura 5D) é a
principal forma, levando o aparecimento de coloracdo azul-violeta
(BROUILLARD; DUBOIS, 1977; CASTANEDA-OVANDO et al.,
2009). Quando o pH encontra-se acima de 7, as antocianinas s&o
degradadas, ocorrendo a formagdo de diversos compostos dependendo
do tipo de estrutura antocidnica. E importante salientar que as
antocianinas podem coexistir em quatro formas estruturais, quando o pH
da solucdo estiver entre 4 e 6: cation flavilio, base quinoidal anidra,
carbinol e chalcona (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).
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Figura 5 - Esquema estrutural de interconversdo das formas de antocianinas pH
dependentes

pH (3-4)
Base quinonoidal (D)
Coloragao azul-violeta

pH (1-2)
Cation flavilio (A)
Coloragao vermelha

pH (5-6) pH (5-6)
Carbinol pseudobase (B) Chalcona (C)
Incolor Incolor

Fonte: Adaptado de Houbiers et al., (1998)

Em relacdo a estabilidade de antocianinas, as mesmas sao
instaveis ou susceptiveis a degradacdo devido a fatores como: pH,
temperatura, estrutura quimica, proteinas, ions metalicos (GIUSTI,
WROLSTAD, 2003; REIN, 2005) e concentracbes de oxigénio
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). As antocianinas
apresentam maior estabilidade sob condi¢Bes &cidas, contudo, ainda
pode ocorrer degradacdo por alguns mecanismos, levando a perda de
coloragdo (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). Além disso, 0
aumento de grupamentos hidroxila promove a estabilizacdo das
antocianidinas (DAO et al., 1998), embora alguns autores relatem que o
aumento de grupamentos metoxila pode diminuir a estabilidade de
antocianinas, quando as mesmas encontram-se em pH neutro
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; FLESCHHUT et al., 2006;
MAZZA; BROUILLARD, 1987).

Como dito anteriormente, a estabilidade de antocianinas
também estd relacionada & presenca de acucares ligados ao nucleo
aglicona. Os acUcares diglicosideos conferem uma maior estabilidade do
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que agucares monoglicosideos. (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).
Segundo Wrolstad et al (1990), a sacarose € capaz de proteger as
antocianinas de degradacdes em frutos congelados, inibindo reacGes
enzimaticas ou reacGes de condensacdo. Tal protecdo impede a
formac&o de pigmentos poliméricos e diminuicédo de cor.

3.4.1.2 Métodos de extracao

As técnicas mais usualmente utilizadas para a extracdo de
compostos em frutos incluem principalmente a imersdo direta dos frutos
frescos no solvente extrator (MERKEN; BEECHER, 2000). Métodos
convencionais acordo com solubilidade, temperatura, entre outras
caracteristicas. Nesse contexto, o método refluxo, o qual se emprega
calor, € uma técnica de extracdo convencional, comumente utilizada na
extracdo de compostos bioativoscomo o soxhlet, maceracdo, turbdlise e
refluxo sdo empregados de, como &cidos fendlicos e flavonoides e
capsaicinoides (HIJAZI et al., 2013 KHODDAMI; WILKES;
ROBERTS, 2013). Os métodos que utilizam altas temperaturas podem
ser prejudiciais & extragdo de antocianinas, uma vez que 0S compostos
sdo degradados em altas temperaturas e luminosidade (DYRBY;
WESTERGAARD; STAPELFELDT, 2001). Dessa forma, o emprego de
ondas de ultrassom tem sido descrito para a extragdo dos compostos em
guestdo, ja que nao necessita 0 emprego de calor (CORRALES et al.,
2008; ZOU et al., 2012). Outro fato a ser destacado é que o emprego de
ultrassom permite aumento do rendimento da extracdo em antocianinas
(DEMIRDOVEN; OZDOGAN TOKATLI, 2015). Outra técnica que
vem sendo empregada é a extracdo supercritica de produtos naturais
(GAMARRA et al., 2009). O amplo emprego desta técnica ocorre
devido a fatores tais como néo toxicidade em pequenas quantidades, ndo
inflamabilidade e principalmente devido aos valores brandos de sua
temperatura (31,0° C) e pressdo critica (73,8 bar) (REVERCHON;
OSSEO, 1994).

Os solventes comumente utilizados para a extracdo de
compostos antocianicos em materiais vegetais sdo de natureza polar.
Entre eles estdo o metanol, etanol, acetona, e misturas aquosas destes
solventes (KAHKONEN; HOPIA; HEINONEN, 2001). O fato de se
utilizar solventes com maior grau de polaridade é devido as
caracteristicas estruturais, como por exemplo, a presenca de oses que se
ligam ao ndcleo aglicona (CASTANEDA-OVANDO et al.,, 2009;
KONG et al., 2003).

Outro importante fator na extra¢do de antocianinas é o emprego
de 4cidos em baixas concentracBes, pois 0 emprego de acidos em
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solucdes extrativas favorece a estabilizagdo estrutural das antocianinas
(NACZK; SHAHIDI, 2004). Geralmente, os &cidos mais utilizados s&o
0 acido cloridrico e férmico (KONG et al., 2003).

Entretanto, deve-se salientar que o emprego de acidos em altas
concentracBes pode levar a hidrolise total ou parcial de antocianinas
aciladas (KONG et al, 2003; REVILLA; RYAN; MARTIN-
ORTEGA,1998). De acordo com Moore et al., (1982), os acidos podem
favorecer a mudanca da conformacdo das antocianinas, quebrando-as
em artefatos, o que leva a formacdo de complexos com metais e
copigmentos. Ademais, 0 processo de evaporacdo de solventes
acidificados também pode levar & degradacdo das antocianinas, devido
ao aumento da concentragdo dos &cidos empregados (KONG et al.,
2003).

3.4.1.3 Métodos de caracterizagéo de antocianinas

A identificacdo de antocianinas é uma importante ferramenta,
no que diz respeito a avaliacdo da qualidade de produtos in natura ou
processados, os quais contém os referidos compostos (CASTANEDA.-
OVANDO et al., 2009). Dessa forma, as técnicas espectroscopicas e
cromatograficas sdo as mais comumente empregadas para a
caracterizacdo e identificacdo de compostos antocianicos.

3.4.1.3.1 Espectrometria UV/Vis

O método do pH diferencial, € uma importante técnica que foi
desenvolvida, com o intuito de quantificar antocianinas monoméricas
totais (AMT) com a utilizacdo de variacdes de valores de pH associada a
espectrofotometria na regido do visivel (GIUSTI; WROLSTAD, 2001,
LEE; DURST; WROLSTAD, 2005). A quantificacdo é possivel, uma
vez que a propriedade de alternancia estrutural das antocianinas,
favorece a mudanca de cor em diferentes faixas de pH. O cétion flavilio
¢ a estrutura presente quando o valor de pH encontra-se préximo a 1,0.
Por outro lado, o pH em 4,5 favorece o aparecimento da forma
hemiacetal, a qual é incolor. Dessa forma, a diferenca de absorbancia
ser4d proporcional & concentracdo de coloragéao. (GIUSTI;
WROLSTAD, 2001; LEE; DURST; WROLSTAD, 2005; WROLSTAD;
DURST; LEE, 2005). A técnica descrita apresenta como vantagem a
rapidez e economia, quando comparada as técnicas mais sofisticada
COmMo a espectrometria de massas.
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3.4.1.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia/DAD

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é outra
importante técnica empregada na identificacdo e quantificacdo de
compostos antocianicos, oferecendo uma boa sensibilidade e rapidez
(BUENO et al., 2012). A maioria dos métodos empregados para a
identificacdo e quantificacdo de antocianinas ou antocianidinas consiste
na utilizacdo de colunas de fase reversa (BUENO et al., 2012), e 0s
detectores mais comumente empregados sdo UV-Vis e arranjo de diodos
(DAD) (MISSANG et al., 2003; BUENO et al., 2012).

Mesmo a técnica de CLAE/DAD ser a mais utilizada, a mesma,
pode ndo apresentar especificidade para a identificacdo de todas as
antocianinas. Tal fato se deve a compostos que possuem isdmeros, 0 que
torna a técnica muitas vezes inadequada. Assim, a utilizacdo da
espectrometria de massas (CL/EM), torna-se mais apropriada, pois na
maioria dos casos, ndo necessita do processo de separacdo
cromatogréafica. Tal fato permite uma maior rapidez e seletividade (DA
COSTA; HORTON; MARGOLLIS, 2000).

3.4.1.3.3 Cromatografia Liquida acoplada a espectrometria de
massas

Dentre as principais técnicas utilizadas para a caracterizacéo e
identificagdo das antocianinas, destaca-se a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (CL/EM) com ionizacdo por
electrospray (ESI-MS) (CASTANEDA-OVANDO et al, 2009;
WROLSTAD; DURST; LEE, 2005). Tais técnicas permitem a
identificacdo das unidades de massas e seus respectivos fragmentos
ibnicos, com grande rapidez e reprodutibilidade (GIUSTI et al.,1999;
WANG; KALT; SPORNS, 2000). Além da utilizacdo da técnica
espectroscopica para a elucidacdo estrutural de antocianinas, outros
estudos indicam, que a espectrometria de massas pode ser utilizada na
avaliacdo da estabilidade de antocianinas (BALDI et al., 1995; WANG;
RACE; SHRIKHANDE, 2003) e na avaliacdo da polimerizacdo com
outros compostos (REMY-TANNEAU et al., 2003).

3.4.2  Capsaicinoides

Os capsaicinoides correspondem a um grupo de moléculas da
classe dos alcaloides exclusivamente presentes em frutos do género
Capsicum (WALSH; HOOT, 2001). Por outro lado, alguns
pesquisadores classificam os capsaicinoides como compostos fenolicos
(CHEN; KANG, 2013). Independente de sua classificagdo, o0s
capsaicinoides sdo considerados 0s compostos responsaveis pela
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caracteristica de pungéncia dos frutos do género além de possuir
importantes propriedades farmacoldgicas (THIELE; MUELLER-SEITZ;
PETZ, 2008). Dois compostos presentes nesse grupo, denominados
capsaicina (trans-8-metil-N-vanilil-6-nonamida) e a dihidrocapsaicina
(8-metil-N-vanililnonamida), se destacam uma vez que o teor estimado
de sua composigdo nos frutos de pimentas do género Capsicum equivale
a uma faixa que varia entre 77-98% (GOVINDARAJAN;
RAJALAKSHMI; CHAND, 1987). Além desses dois compostos
majoritarios, o grupo dos capsaicinoides dispGe de outros constituintes
que estdo presentes em menor propor¢do nas pimentas, como a
nordihidrocapsaicina, homocapsaicina e homodihidrocapsaicina, entre
outros (CONSTANT; CORDELL; WEST, 1996; GIUFFRIDA et al.,
2013; HUANG et al., 2013).

A biossintese dos capsaicinoides provém da rota da sintese dos
aminoacidos fenilalanina e valina por meio da via dos fenilpropanoides
com o auxilio de enzimas distintas. Dessa forma, a estrutura quimica
béasica da referida classe corresponde a uma amida presente na estrutura
basica da vanililamina combinada com &cido graxo saturado ou
insaturado  (AZA-GONZALEZ; NUNES-PALENIUS; OCHOA-
ALEJO, 2011) (Figura 6). Os diferentes capsaicinoides diferem entre si
no comprimento da cadeia carbonica lateral alifatica ligada & estrutura
quimica principal, a presenga ou auséncia de uma ligacdo dupla, o ponto
de ramificacdo da cadeia alifatica e por fim a pungéncia relativa
(DIAZL et al., 2004; OCHI et al., 2003).

Figura 6 - Estruturas quimicas dos principais constituintes dos capsaicinoides.
() Capsaicinoides (R= Cadeia carbdnica alifatica); (1) Capsaicina; (I1I)
Dihidrocapsaicina.

HO
()
Fonte: Adaptado de Tonon de Souza e Rossi (2014)
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Os capsaicinoides sdo sintetizados e acumulados principalmente
na placenta, estrutura essa presente nos frutos das pimentas (IWAI et al.,
1979). Os pesquisadores verificaram que a radioatividade dos
capsaicinoides na placenta era maior quando comparada a outras
estruturas, como o pericarpo, em todas as fases de maturacdo do fruto.
Em outros estudos do mesmo grupo de pesquisadores, foi constatado
que as células da epiderme da placenta (Figura 7) correspondem ao local
de maior acumulo dos capsaicinoides nos frutos (FUJIWAKE;
SUZUKI; IWAI, 1982). Entretanto, além da placenta, 0s capsaicinoides
podem ser encontrados em menor quantidade no pericarpo (Figura 7) e
até mesmo em outros 6rgdos vegetais da planta tais como caule e folhas
(ESTRADA et al., 2002). Em pimentas do género Capsicum a
pungéncia dos frutos atribuida aos capsaicinoides é considerada
caracteristica crucial dessa classe de compostos (KAALE et al., 2002).

Os capsaicinoides possuem diferentes propriedades biolégicas
descritas como antitumorais (MACHO et al., 2003), antioxidantes
(ALVAREZ et al., 2011), antiinflamatdrias (SPILLER et al., 2008) e
antimicrobianas (CAREAGA et al., 2003) entre outras.

Figura 7 — Divisdo das estruturas do fruto da variedade pimenta bode-roxo
(Capsicum chinense Jacq.)

Placenta

ericarpo ‘ ,
B Pedunculo

Fonte: Autor (2015)

3.4.2.1 Capsaicina

A capsaicina corresponde a aproximadamente 71% do total de
capsaicinoides presentes nos frutos do género Capsicum, o que a torna
um dos principais parametros para avaliar a qualidade comercial dos
frutos (OTHMAN et al., 2011; ZHANG et al., 2007). A importancia da
capsaicina se deve principalmente ao fato de ser o principal componente
responsavel pelas propriedades organolépticas conferindo sensacdo de
ardor as pimentas (NWOKEN et al., 2010).
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3.4.2.1.1 Distribuicdo da capsaicina nos frutos

Estudos recentes indicam que o maior teor de capsaicina €
encontrado em vesiculas ou vacuUolos de organelas subcelulares da
epiderme da placenta, sendo essa a estrutura vegetal responsavel pela
sua producdo (CHEEMA; PANT, 2011). Por outro lado, na maioria dos
frutos as sementes possuem as menores concentragfes do referido
composto e ndo sdo consideradas fontes de pungéncia (SUPALKOVA et
al.,, 2007). As referidas estruturas absorvem pouca quantidade de
capsaicina, uma vez que estdo localizadas proximas a placenta. De
maneira geral, o teor de capsaicina presente nas sementes e pericarpo
varia entre uma faixa correspondente a 5-6%, enquanto que na placenta
esse numero pode chegar a 98% (GOVINDARAJAN;
RAJALAKSHMI; CHAND, 1987)

E importante ressaltar que o teor de capsaicina presente nas
pimentas pode variar entre diferentes variedades da mesma espécie. Ja a
intensidade da pungéncia é influenciada por condicfes climaticas, como
elevada temperatura, e estagio de maturacdo do fruto (ARORA et al.,
2011).

3.5 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DO GENERO CAPSICUM

De acordo com a literatura pimentas do género Capsicum
possuem atividades farmacoldgicas, dentre elas ressaltam-se as
atividades:  antioxidantes (MATERSKA; PERUCKA, 2005;
MARTESKA et al. 2015) e antimicrobiana (DORANTES et al., 2000;
KAPPEL et al., 2007).

Considerando os objetivos do presente trabalho, o foco da
presente revisdo sera nas atividades antioxidante e antimicrobiana.

3.5.1 Atividade antioxidante
3.5.1.1 Radicais livres

Os radicais livres podem ser definidos como atomo ou molécula
de existéncia independente e que possuem na sua estrutura um ou mais
elétrons na forma desemparelhada (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007; LOBO et al., 2010). De maneira simplificada, o termo radical
livre se refere a qualquer atomo altamente reativo, que contém um
nimero impar de elétrons em sua camada eletrénica (HALLIWELL,
1999).

Os radicais livres podem ser gerados em uma variedade de
processos quimicos incluindo processos biol6gicos do corpo humano.
Nesse caso, 0s niveis de radicais livres sdo controlados por um
mecanismo complexo envolvendo defesas antioxidantes que minimizam
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0 dano oxidativo de biomoléculas. Com isso, o possivel desequilibrio
entre 0 aumento da geracdo de radicais livres e a eficiéncia dos
mecanismos antioxidantes no organismo favorecem o aparecimento de
doencas caracterizadas por intensa leséo tecidual (HALLIWELL, 2001).

As espécies reativas de oxigénio provém de um termo coletivo
que inclui ndo s6 os radicais livres centrados no oxigénio tais como o
radical superdxido, hidroperoxil e hidroxil (Oze, HOze e OHe,
respectivamente), mas também outros derivados do metabolismo do
oxigénio que ndo sdo considerados radicais livres uma vez que nao
possuem elétrons desemparelhados na Ultima camada, como, o peroxido
de hidrogénio (H202), e o oxigénio singleto (*O2) (HALLIWELL, 2005).
Estes sdo caracterizadas por grande instabilidade e por isso elevada
reatividade, e tendem a ligar o elétron ndo pareado com outros presentes
em estruturas préximas de sua formacdo, comportando-se como
receptores (agentes oxidantes) ou como doadores (agentes redutores) de
elétrons (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo formadas
constantemente no citoplasma, mitocondria e membrana celular. Alguns
mecanismos de formacao desses radicais incluem "acidentes quimicos",
como por exemplo, a geragdo de fluxo constante de radical superoxido
da cadeia transportadora de elétrons da mitocdndria. Outros mecanismos
envolvem a quebra da ligacdo entre os atomos de hidrogénio e oxigénio
em meio aquoso, quando células sdo expostas a frequentes ionizagdes. A
principal consequéncia da quebra das ligacBes entre esses dois
compostos consiste na geracdo de radicais hidroxil e posterior danos
oxidativos a proteinas, lipidios e moléculas de DNA (HALLIWELL,
2005). E importante ressaltar também que muitos metais pesados est&o
envolvidos na formacdo das EROs. Um dos processos oxidativos
envolvendo a interagdo in vitro entre metais pesados e EROs consiste na
reacdo de Fenton (Figura 8). Essa por sua vez é caracterizada pela
reacdo entre Fe?* e H,O, desencadeando a geracdo de radicais hidroxil
gue podem atuar como um eletr6filo ou como um nucledéfilo, atacando
moléculas organicas (AGUIAR et al., 2007).

Figura 8 - Reagdo de Fenton.

| Fe?* + H,0,  Fe®* + OH + OHs

Fonte: Adaptado de Aguiar et al., (2007)
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3.5.1.2 Antioxidantes e Estresse Oxidativo

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes
de retardar ou inibir a oxidacdo de substratos oxidaveis. Nesse sentido,
um determinado composto com atividade antioxidante possui a
capacidade de liberacdo do hidrogénio, o qual reage e elimina a acéo
negativa de diversos radicais livres (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999). O consumo de antioxidantes naturais tem sido associado a uma
menor incidéncia de doencas relacionadas a formacgdo exacerbada de
radicais livres com consequente dano celular (DROGE, 2002).

O grupo dos antioxidantes enzimaticos incluem enzimas
enddgenas tais como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e
a glutationa peroxidase (GSHPx). A SOD possui papel fundamental na
remoc¢do do anion superéxido convertendo o mesmo em peréxido de
hidrogénio. As células do organismo humano também dispem de
enzimas SODs contendo manganés (MnSOD), cobre e zinco
(CuznSOD) em determinados sitios de ligacdo da estrutura fundamental
da SOD. A enzima catalase converte H,O, em &gua e O,. Entretanto, a
GSHPx é considerada a principal enzima enddgena do corpo humano
com papel essencial no controle dos niveis de H.O; e hidroperdxidos
lipidicos. A GSHPx possui uma caracteristica importante, apresentando
um residuo de cisteina contendo selénio covalentemente ligado ao
restante da enzima. Devido a essa caracteristica peculiar, é considerada
uma das Unicas classes de enzimas humanas que requerem selénio para
exercer sua funcdo. A acdo da glutationa peroxidase baseia-se
essencialmente na oxidacdo da glutationa reduzida. Essa reacdo ocorre
concomitantemente a reacdo de reducdo de H20O2 a H2O. Dessa forma, a
enzima glutationa peroxidase promove a remocdo do perdxido de
hidrogénio. Outra enzima que age conjuntamente a GSHPx é
denominada glutationa redutase. Essa enzima, por sua vez, ndo age
diretamente na remocdo de radicais livres, mas é responsavel pela
regeneracdo da glutationa na forma reduzida (GSH) na presenca de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH). Assim, a
glutationa redutase tem por objetivo impedir a paralisacdo do ciclo
metabdlico da glutationa (HALLIWELL, 2005; ROVER JUNIOR et al.,
2001).

No corpo humano saudavel, coexiste um balanco entre a
producdo de radicais livres e agentes antioxidantes (HALLIWELL,
2005). A Figura 9 demonstra, de forma resumida, os varios mecanismos
de producédo de EROs e dos mecanismos de defesa antioxidante.
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Figura 9 - Mecanismos de formacéo de espécies reativas de oxigénio a partir da
reducdo mono eletrénica de O, e os diversificados mecanismos de defesa
antioxidante.

NADPH NADP*
H,0 +0,
e T GSH GSSG
OZ&Q (0% A H,0, K > H,0
A\
Fe?*
Fe3+
OH

Ataque oxidativo

Redugdo monoeletronica \
A Superéxido dismutase

A Estruturas ABPM estrategicamente
Catalase ..
Celulares posicionados
Reagéo de Fenton
AGlutationa peroxidase
. Dano oxidativo ou Produtos excretaveis
/L 6 \ Glutationa redutase nitrosativo ndio thxicos

Fonte: Adaptado de Gandra et al., (2004)

O desequilibrio entre a formag&o e a remocéo dos radicais livres
no organismo, possui como consequéncia a diminuicdo dos
antioxidantes endogenos e ou 0 aumento da geragdo de espécies
oxidantes, gerando um estado pro-oxidante que favorece a ocorréncia de
lesbes oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares, podendo
desencadear morte celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Esse
tipo de lesdo oxidativa é definida como estresse oxidativo, condi¢do na
qual ocorre um desequilibrio entre as concentracGes de espécies pro e
antioxidantes (SIES, 1991).

3.5.1.3 Estresse oxidativo em lipidios

As EROs comumente promovem a peroxidacdo de lipidios, em
membranas de organelas celulares, como mitocondrias, lisossomos e
peroxissomos, uma vez que as mesmas possuem em sua estrutura acidos
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graxos polinsaturados. (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1999). Nesse
contexto, a peroxidacdo lipidica ocorre principalmente pelo ataque dos
radicais hidroxil, alcoxil e peroxil (DI MEO et al., 2013). Além disso,
algumas lipoproteinas envolvidas na absorcéo de lipidios por meio da
dieta podem sofrer dano oxidativo. Por exemplo, as lipoproteinas de
baixa densidade sofrem peroxidacdo, o que pode contribuir para a
aterosclerose (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1999; HALLIWEL;
GUTTERIDGE, 2015).

3.5.1.4 Atividade antioxidante em pimentas do Género Capsicum

Estudos epidemioldgicos apontam uma associacdo entre o
consumo diério de compostos fendlicos com a diminuigdo da propensdo
do desenvolvimento de doencas cardiacas e cancer (HERTOG et al.,
1997; MARIN et al.,, 2004). As propriedades antioxidantes desses
compostos estdo relacionadas principalmente com a atividade redox dos
grupamentos hidroxilas bem como com as relagBes estruturais entre
diferentes grupamentos da estrutura quimica principal (MARTESKA;
PERUCKA, 2005). Além da relagdo da composi¢do quimica dos
compostos fenolicos com as propriedades antioxidantes, outros estudos
abordam que esses metabolitos interagem com proteinas especificas da
cascata de sinalizacdo intracelular potencializando os mecanismos
antioxidantes (SCHROETER et al., 2002; WILLIAMS; SPENCER;
RICE-EVANS, 2004).

Marteska e Perucka (2005) avaliaram a atividade antioxidante
dos capsaicinoides em frutos verdes e vermelhos de diferentes cultivares
do género Capsicum. Os resultados encontrados demonstraram um
elevado potencial antioxidante para as pimentas, sendo que para todos
os cultivares, o potencial antioxidante dos frutos maduros foram
superiores quando comparado aos frutos imaturos. Existem ainda
poucos estudos que correlacionam a atividade antioxidante dos
capsaicinoides, em especial a capsaicina e a dihidrocapsaicina, com sua
estrutura quimica. Entretanto, sabe-se o0 potencial antioxidante dos
capsaicinoides se deve a porcao fendlica de sua estrutura quimica geral,
e ndo ao grupamento amida (HENDERSON; SLICKMAN;
HENDERSON, 1999). Somado a isso, j& foi relatado na literatura que a
referida atividade farmacoldgica da capsaicina é superior a
dihidrocapsaicina. Assim a presenca de uma dupla ligagdo na porcéao
lipidica da estrutura dos capsaicinoides também parece relacionada com
0 aumento da funcdo antioxidante dessa classe de compostos
(MARTESKA; PERUCKA, 2005).
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As antocianinas responsaveis pelo pigmento de frutos também
apresentam estas mesmas propriedades. Kuskoski e colaboradores
(2006) avaliaram o potencial antioxidante de diferentes polpas de frutos
vermelhos. Segundo o0s pesquisadores, frutos sem pigmentos
antocianicos apresentaram atividade antioxidante inferior. O potencial
antioxidante das antocianinas também esta relacionado com a
capacidade de remocdo dos radicais livres com auxilio da porcdo
fendlica da estrutura quimica. No entanto, além da importancia dos
grupamentos fendlicos, a funcdo antioxidante das antocianinas €
influenciada pela conjugacéo e o angulo diedro formado entre os anéis
A, B e C que formam o ndcleo aglicona, bem como o numero de
substituintes nas posi¢des dos anéis (CANUTO et al., 2016).

Os compostos fendlicos ndo podem ser sintetizados
naturalmente pelo corpo humano e dessa forma, devem ser ingeridos por
meio da dieta. Assim, o conhecimento a respeito do papel nutricional e
terapéutico dos antioxidantes fendlicos presentes em espécies vegetais é
fundamental para o desenvolvimento de alimentos funcionais e de uma
dieta que traga beneficios para a sadde humana (FERRARI; TORRES,
2003).

3.5.2 Atividade antimicrobiana

As doencas infecciosas, em especial as causadas por bactérias,
representam uma importante causa de morbidade e mortalidade entre a
populacgéo, principalmente nos paises subdesenvolvidos
(NASCIMENTO et al., 2000). Nesse contexto, nos ultimos anos um
nimero elevado de microorganismos desenvolveu resisténcia aos
antimicrobianos convencionais, principalmente pelo uso indiscriminado
desses farmacos no tratamento de doencas. Geralmente, quando a
bactéria desenvolve um mecanismo de resisténcia a um determinado
antibidtico, essa caracteristica € transmitida geneticamente durante o
processo de replicagdo (NASCIMENTO et al., 2000; PITTET, 2005).

Nos Ultimos anos, varios estudos trazem evidéncias cientificas
da eficiéncia de compostos naturais no combate a infecgdes. Dentre
esses compostos destacam-se 0s compostos fendlicos simples
(ADWAN; ABU-SHANAB; ADWAN, 2009; BETONI et al., 2006;
NASCIMENTO et al., 2000), cujos mecanismos envolvidos na acgdo
antimicrobiana estdo relacionados com o nimero de grupamentos
hidroxilas na estrutura quimica principal. Assim os compostos oxidados
sdo responsaveis pela inibicdo da acdo de enzimas bacterianas bem
como interagdo com proteinas de seu metabolismo (COWAN, 1999).
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Outros metabdlitos especificos investigados devido as suas
propriedades antimicrobianas incluem os flavonoides. Esses por sua vez
sdo efetivos devido a sua capacidade de se complexar com proteinas
bacterianas extracelulares bem como com a parede celular das bactérias
(COWAN, 1999). Além dos flavonoides, os capsaicinoides também sdo
reconhecidos por sua acdo antimicrobiana. Nesse sentido, estudos que
verificam a eficiéncia de extratos de pimentas do género Capsicum
frente a acdo de bactérias vem ganhando destaque (CARVALHO;
WIEST; CRUZ, 2010, KAPPEL, 2007).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Folhas, flores e frutos de Capsicum chinense Jacg. (pimenta
bode) foram adquiridos comercialmente, no municipio de Palhoca no
estado de Santa Catarina (27°48'12.6" S; 48°37'51.4" W) sendo
cultivados por produtor local. Os frutos foram separados em trés partes
distintas: pericarpo, semente e pedinculo, os quais foram posteriormente
congelados e armazenados a -20° C até posterior utilizagdo. O material
vegetal foi identificado pelo pesquisador Luciano de Bem Bianchetti da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) e material
testemunho foi depositado no Herbario da Universidade Federal de
Santa Catarina (FLOR 53452).

4.2 PROCESSO EXTRATIVO

Dez gramas das partes descongeladas dos frutos (pericarpo,
semente e pedinculo) foram submetidas a extracdo com 250 mL de
metanol 70% por 20 minutos sob refluxo (70°C) ou ultrassom. Apoés a
realizacdo do primeiro ciclo de extracdo, os extratos foram filtrados e o
material novamente submetido a extragdo nas mesmas condicles de
volume, tempo e liquido extrator. Os extatos obtidos foram combinados,
0 liquido extrator eliminado sob pressdo reduzida com auxilio de
evaporador rotatério, liofilizados e armazenados a -20 °C para posterior
utilizacdo. Todos os procedimentos descritos foram realizados em
duplicata e com auxilio de vidraria &mbar e ao abrigo da luz.

4.3 ANALISE DOS TEORES DE FENOLICOS TOTAIS (TFT)

A determinacdo do teor de fendlicos totais (TFT) foi realizada
de acordo com duas metodologias espectrofotométricas: Folin-
Ciocalteau (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS,
1999) e Fast Blue BB (MEDINA, 2011a,b).

4.3.1 Folin Ciocalteu

A quantificacdo do TFT nos extratos foi realizada com
utilizacdo do reagente Folin-Ciocalteau, o0 qual reage com compostos
fendlicos em condicdes alcalinas. Uma curva analitica foi preparada
utilizando cinco solugbes aquosas de acido galico na faixa de 100-400
pug.mL . Foram adicionados 0,5 mL de agua ultra pura, 0,125 mL de
cada solucdo aquosa de acido galico e 0,125 mL do reagente de Folin-
Ciocalteu. Apds seis minutos, foram adicionados 1,25 mL de carbonato
de s6dio (Na2CO3 7%) e 3 mL de &gua ultra pura em baldo volumétrico.
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A reacdo permaneceu a temperatura ambiente ao abrigo da luz por 90
minutos e as absorbancias foram mensuradas a 760 nm em
espectrofotdmetro Lambda 25 UV/Vis, PerkinElmer®. O mesmo
procedimento descrito foi empregado para a obtencdo do TFT dos
extratos metanélicos (5 mg.mL?') de C. chinense Jacq. As analises
foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em miligramas
de equivalentes de acido galico por grama de extrato seco (mg EAG.g"
IES).

4.3.2 Fast Blue BB

O TFT foi avaliado pela utilizacdo do sal de diaz6nio Fast Blue
BB, o qual interage diretamente com compostos polifendlicos. Dessa
forma, foram adicionados 1,0 mL de solucdo do extrato metanélico de
C. chinense Jacg. (5 mg.mL) em baldo volumétrico, e posteriormente
adicionado 0,10 mL do reagente Fast Blue BB a 0,1%. A solucdo de
reacdo foi homogeneizada por 1,0 minuto e aliquotas de 0,10 mL de
NaOH 5% foram adicionadas. A reacdo permaneceu a temperatura
ambiente por 90 minutos ao abrigo da luz, e as absorbancias foram
mensuradas a 420 nm em espectrofotdbmetro Lambda 25 UV/Vis,
PerkinElmer®. O mesmo procedimento foi empregado para elaborar a
curva analitica, a partir de solu¢es metandlicas de &cido galico na faixa
de 5-125 pg.mL™. Os resultados foram expressos em miligramas de
equivalentes de acido galico por grama de extrato seco (mg EAG.g?
ES). Todos os procedimentos foram realizados em triplicata.

4.4 ANALISE DOS TEORES DE FLAVONOIDES TOTAIS (FT)

A determinacdo do teor de flavonoides totais (FT) foi realizada
de acordo com a metodologia descrita por Miliuauskas et al (2004), com
adaptacdes. A técnica consiste no complexo formado entre flavonoides e
0 AICI; 10%. Para a construcdo da curva analitica foram preparadas
cinco solugdes aquosas de rutina na faixa de 1-150 pg.mL . Assim, 0,20
mL dessas solucbes foram transferidas para baldo volumétrico de 5,0
mL contendo 0,20 mL de solucdo de AICI; 10% e o volume final foi
ajustado com agua obtida por osmose reversa. Ap6s 40 minutos de
reacdo ao abrigo da luz, a mensuracdo das absorbancias foram efetuadas
a 415 nm em espectrofotdmetro Lambda 25 UV/Vis, PerkinElmer®. As
anélises foram realizadas em triplicata e o0s resultados expressos em
miligramas de equivalentes de rutina por grama de extrato seco (mg
ER.g ES).
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4.5 ANALISE DOS TEORES DE ANTOCIANINAS TOTAIS

Para a analise dos teores de antocianinas monoméricas totais
(AMT), foi empregado o método do pH diferencial (GIUSTI;
WROLSTAD, 2001).

4.5.1 Método pH diferencial

O método avalia as transformacBes estruturais reversiveis de
antocianinas, a partir de duas solugdes tampdo: solucdo cloreto de
potéssio (0,025 M) em pH 1, e solucdo de acetato de sodio (0,4 M) com
pH 4,5. A seguir, 5,0 mL de cada solucdo tampéo foram adicionados a
0,5 mL das diferentes amostras. Ap6s 30 minutos de reacdo, as
absorbancias foram mensuradas em dois comprimentos de onda (520 e
700 nm). Os resultados foram expressos em miligramas de AMT por
grama de extrato seco, baseado nas equacdes 1 e 2 descritas por Giusti e
Wrolstad (2001) e demonstradas abaixo:

A = [(A520 — A700)pH 1.0 — (A520 — A700)pH 4.5]
Equacéo 1
AMT (mg ED.gESY)= AxMM xFD x100 +cx L
Equacéo 2

Em relacdo as equacdes descritas, MM é a massa molecular do
padrdo utilizado para expressar os resultados; FD ¢ o fator de dilui¢do
envolvido na analise; € é o coeficiente de absortividade molar (L.M-
1.em?); L trata-se do caminho 6tico (cm); ED significa equivalentes de
delfinidina-3-rutinosideo-5-glicosideo, e ES corresponde ao extrato
Seco.

O peso molecular utilizado para o calculo dos teores de AMT
foi 773,4 unidades de massa atdmica, referente & delfinidina-3-
rutinosideo-5-glicosideo, antocianina descrita em espécies de pimentas.

4.6 ANALISE PARA IDENTIFICACAO DE ANTOCIANINAS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA (UPLC)
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS) (Q-TOF)

A identificacdo de antocianinas majoritarias nos extratos
metandlicos de C. chinense Jacg. foi realizada apenas nos extratos
preparados a partir do pericarpo.

Esta analise foi efetuada por Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia (Waters Acquity UPLC - Xevo® G2-S QTOF, MA, USA),
associado a um detector equipado com interface de ionizagdo por
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electrospray (ESI-MS — electrospray ionization mass spectrometry),
hibrido composto por dois analisadores de massas em série: quadrupolo
(Q) e tempo de vbo (ToF). Os dados foram adquiridos por meio do
Software MassLynx v.4. e a tensdo do spray no sistema foi obtida em
modo positivo. O espectro de massas foi adquirido na faixa de m/z 100-
1000, apresentando voltagens de 1000 V e 50 V, no capilar e no cone,
respectivamente. O gas utilizado para nebulizagdo foi o nitrogénio, e o
mesmo possuia fluxo de gas no cone de 10 L/h. O fluxo de desolvatacdo
foi de 300 L/h, a temperatura de desolvatacdo - 300°C e temperatura da
fonte - 120°C.

As amostras foram filtradas com membrana 0.22 pm, analisadas
na concentracdo de 100 ug.mL* e mantidas em temperatura ambiente
(~22 °C £ 1 °C). A identificacdo foi desenvolvida em Coluna C18 -
Kinetex® (100 mm x 2,1 mm - 1,7 pm), com temperatura de forno de
40°C. Os solventes utilizados na separacdo foram acetonitrila (A) e
solucdo aquosa acidificada com &cido férmico 0,1% (B). O gradiente de
eluicdo se iniciou com 5% do solvente A, até 58% do mesmo em um
tempo de andlise de 8 minutos. O volume de inje¢do utilizado foi 5 uL e
o fluxo da andlise foi de 0,5 mL/min.

47 ANALISE DOS TEORES DE CAPSAICINA E
DIHIDROCAPSAICINA

Os teores de capsaicina e dihidrocapsaicina foram determinados
utilizando-se CLAE PerkinElmer® Série 200, bomba binéria,
desgazeificador on-line, e amostrador automatico. A separacdo ocorreu
em temperatura de 40 °C, utilizando-se coluna Brownlee® Choice C-18
(150 x 4,6 mm; 5 pum) como fase estacionaria. O gradiente de eluicdo
iniciou-se com fase mdvel composta de acetonitrila (A) e dagua
acidificada com acido acético 1% (B). As condices iniciais foram: 0-13
minutos isocratico (A:B) (45:55, v/v); 13-16 minutos gradiente linear
partindo de A-B (45:55, v/v) até A-B (60:40, v/v) e 16-22 minutos
gradiente isocratico A-B (60:40 v/v). As analises foram realizadas sob
fluxo de 1,0 mL/min. As amostras foram analisadas nas concentra¢@es
de 25 mg/mL, com volume de injegdo de 20 uL. A detecgdo foi
conduzida em comprimento de onda de 280 nm, e os dados foram
processados utilizando o software TotalChrom® Workstation.

Os capsaicinoides foram identificados e quantificados por meio
da comparagdo entre os tempos de retencdo das amostras e as
substancias de referéncia empregadas (capsaicina e dihidrocapsaicina),
por coinjecdo entre amostra e substancias de referéncia. As andlises
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foram realizadas apenas nos extratos do pericarpo e semente, em
triplicata.

4.8 DETERMINAGAO DO PERFIL ANTIOXIDANTE IN VITRO

4.8.1 Avaliagdo do potencial antioxidante reativo total (TRAP)

A determinagédo do potencial antioxidante reativo total (TRAP)
foi avaliada pela capacidade antioxidante ndo enzimética dos extratos in
vitro. A técnica empregada consiste na quantificacdo da intensidade da
quimiluminescéncia gerada pela reacdo entre o luminol e radicais
peroxilas, 0s quais sdo provenientes da termdlise do gerador de radical
2,2'-azobis  (2-metilpropionamida) diidrocloreto (AAPH) (LISSI;
PASCUAL; DEL CASTILLO, 1992; WAYNER et al, 1985).
Previamente, foi preparado um sistema gerador de radical constituido
por AAPH (10 mM) e luminol (50 mM), dissolvidos em tampao glicina
(0.1 M, pH 8.6). A estabilizacdo desse sistema permaneceu em
temperatura ambiente por 2 horas. Apos esse periodo, a reacdo iniciou
adicionando-se 20 pL de amostras (100 pg.mL?) em placas com
cavidades e, em seguida, 18 pL do sistema gerador. Como controle
positivo foi utilizado Trolox. A emissdo de quimiluminescéncia foi
monitorada por 120 minutos apo6s a adicdo do trolox (20 mM) em
aparelho Micro Beta Luminescence Counter (PerkinElmer®, MA, USA).
Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram
plotados em percentual de contagem por minuto (%
guimiluminescéncia) versus tempo (minutos).

O indice de reatividade antioxidante total (TAR) foi avaliado, e
consiste na anélise do decréscimo inicial da luminescéncia emitida pelo
sistema (AAPH-luminol), indicando a reatividade inicial das amostras
guando comparado ao controle. O TAR foi calculado como a razdo entre
lo/l1, onde lo é valor inicial da emissdo de quimiluminescéncia (antes da
adicdo da amostra), e | € o valor da intensidade da luminescéncia
instantanea apds a adicdo da amostra ou controle.

4.8.2 Determinacéo do poder antioxidante de reducéo do ion férrico
(FRAP)

A capacidade do poder antioxidante de reducdo do ion férrico
foi avaliada de acordo com método descrito por Benzie e Strain (1996).
O método se baseia na reagdo de transferéncia de elétron entre o
complexo ion férrico -2,4,6-tripiridiltriazina [Fe*}(TPTZ).] e o agente
antioxidante presente na amostra, levando a reducéo ion ferroso Fe*2.
Inicialmente, foi preparado o regente FRAP, contendo 2,5 mL de
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solucdo de TPTZ (10 mM), 2.5 mL de solucdo de FeCl; (20 mM) e 25
mL de tampdo acetato (0.3 M). Posteriormente, 5,8 uL das amostras (10
mg.mL-1) foram misturadas com 17,6 uL do reagente FRAP, e 17,6 UL
de 4gua (osmose reversa). Ap6s 30 minutos de incubacdo a 37 °C, a
reacdo foi medida em comprimento de onda de 595 nm. Para a
calibracdo, foi construida uma curva analitica de solugdo etandlica de
sulfato ferroso (FeSO4) na faixa de 500 — 2000 uM.mL. As analises
foram efetuadas em triplicata, e os valores de FRAP foram calculados
com base na curva analitica. Os resultados foram expressos em
equivalentes a 1000 uM de sulfato ferroso por miligrama de amostra.
(Eq. 1000 uM SF. mgt).

4.8.3 Avaliacdo da atividade da Superdxido dismutase (SOD) via
reducdo do azul de Nitrotetrazélio (NBT)

A determinacdo da atividade da superdxido dismutase (SOD,
EC 1.15.1.1) via redugdo do NBT consiste na foto-oxidacdo da
riboflavina, a qual produz radicais superoxido, reduzindo o NBT ao
produto final formazan. O produto formado ¢ avaliado por
espectrofotometria no comprimento de onda de 560 nm. (BEYER,;
FRIDOVICH, 1987). A técnica iniciou com a preparacao do sistema de
reacdo, composto por tampéo fosfato de sodio (50 mM, pH 7.8), azul de
NBT (17 mM), metionina (20 mM) e Triton X-100 (0,025%). Esse
sistema foi utilizado para 0 emprego na reacdo, juntamente com a
riboflavina (16.2 mM) e 1 mg.mL* das amostras. Tal mistura de reagdo
foi exposta a luz fluorescente (60 W) em intervalos de 5 minutos até
posterior estabilizacdo da absor¢do de reacdo. Uma unidade de SOD foi
definida como o valor necessario para promover a inibi¢cdo de 50% do
produto final da reacdo, NBT. Foi utilizado uma solucdo branco
contendo riboflavina (16.2 mM), tampao fosfato de sédio (50 mM, pH
7.8) e, sistema de reacdo para posterior comparacao frente aos resultados
encontrados. Os resultados foram expressos como unidades de SOD.mg
extrato seco (U SOD. mg?).

4.8.4 Avaliagdo da capacidade de captura do radical hidroxil ("OH)
A determinagdo do efeito in vitro dos extratos metanolicos
contra a producdo do radical hidroxil ("OH) proveniente da degradacéo
da 2-desoxirribose foi avaliada de acordo com Lopes et al., (1999).
Resumidamente, foram adicionados ao sistema de reagdo: 100 pL de 2-
desoxirribose, amostras (10 mg.mL™?), sulfato ferroso (60 mM), e H.0>
(1 mM) nas mesmas propor¢des de volume, e em seguida, 700 uL de
tampdo fosfato de sédio (20 mM, pH 7.2). A reacdo foi incubada por 10
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minutos em temperatura ambiente. Apds esse periodo, foi adicionado
500 pL de acido fosforico (4%), seguido da adi¢do de 500 pL de acido-
2-tiobarbiturico (TBA 1%) em solucdo hidrdéxido de sodio (50 mM). As
solucdes foram aquecidas em banho maria durante 15 minutos a 95 °C,
depois resfriadas, e as leituras realizadas em comprimento de onda de
532 nm. As andlises foram efetuadas em triplicata, e os resultados
expressos em percentual de degradacdo da 2-desoxirribose (% 2-DR)
comparado ao trolox.

4.85 Avaliacdo da peroxidacdo lipidica pela producdo de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A peroxidacdo lipidica foi avaliada pela metodologia descrita
por Hodges et al., (1999), e consiste na quantificacdo dos niveis de
malondialdeido (MDA), o qual é um produto final da oxidac&o de 4cidos
graxos  poli-insaturados.  Primeiramente, gema de ovo foi
homogeneizada e utilizada como substrato rico em lipidios. 10 mg.mL™*
das amostras foram centrifugadas a 3000 x g durante 10 minutos a 4 °C.
Posteriormente, o sobrenadante foi misturado com acido tricloroacético
(TCA) (20%) e centrifugado a 12.000 x g durante 10 minutos a 4 °C.
Uma aliquota de 100 pL foi adicionada a microplaca com o mesmo
volume de cido-2-tiobarbitdrico (TBA) (0,67%). Esta solucéo reacional
foi homogeneizada e aquecida a 95 °C durante 30 minutos, arrefecida e
quantificada nos comprimentos de onda de 440, 532 e 600 nm. As
analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram calculados
com a seguinte férmula:

(1) [(Abs 532:t8a— Abs 600+78a) — (Abs 532.1a— Abs
600.18a)] = A Equacéo 1
(2) (AbS 4407BA — Abs 600+TBA) 0,0571*) =B

Equacéo 2

(3) [(532-600)- (440 - 600)]=C
Equacéo 3

(4) C x 100/C,sistema-indutor = % de formagéo de MDA
Equacéo 4

Em relacdo as equacdes descritas, a equacdo (1) é a diferenca
entre as leituras das absorbéncias nos comprimentos de onda 532 nm,
gue representa a absorbancia maxima do complexo TBA-MDA, e 600
nm o qual representa a correcdo para a turvacdo ndo especifica; (2)
corresponde as leituras referentes a diferenga entre os interferentes no
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comprimento de onda 440 nm, e 600 nm, e 0,0571 é o valor referente a
absorbancia molar (AM) da sacarose para as leituras nos comprimentos
de onda em 532 e 440 nm; (3) corresponde a diferenca entre os valores
encontrados em (1) e (2); (4) € o valor final encontrado, proveniente da
razdo entre o valor obtido na equacdo (3) multiplicado por 100, pelo
valor do sistema indutor na reacéo.

Os resultados finais foram expressos em percentual de formagéo
do MDA (% MDA).

49 AVALIACAO DA ANTIVIDADE ANTIMICROBIANA NOS
EXTRATOS OBTIDOS POR REFLUXO DAS DIFERENTES
PARTES DO FRUTO DE C. chinense Jacg.

A avaliacdo da atividade antibacteriana e antifingica no extrato
metandlico obtido por refluxo foi realizada por meio do método de
difusdo em disco conforme as normas preconizadas pela Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI/NCCLS, 2003a).

Inicialmente, foram preparadas suspensdes por meio do método
direto, inoculando-se colénias do micro-organismo a serem avaliados
em solucdo fisiologica esterilizada até que fosse alcancada a
concentragcdo de 1,5 x 108 UFC/mL. A respectiva suspensdo foi
mensurada em espectrofotdmetro (PerkinElmer® , Lambda 25 UV/Vis)
no comprimento de onda de 625 nm, correspondendo a uma absorbancia
entre 0,08 a 0,10. Posteriormente, placas de Petri contendo 0 meio de
cultura agar Muller-Hinton (HIMEDIA®) foram utilizadas para a
inoculacdo da suspensdo do micro-organismo com o auxilio de swab.
Tal procedimento foi realizado por meio da técnica de trés direcdes.
Discos de papel filtro com didmetro de seis milimetros (mm) foram
impregnados com 25 uL dos extratos (2 mg/disco), e posteriormente
adicionas nas placas de Petry com meio de cultura previamente
inoculado, os controles positivos e negativos.

Disco de papel filtro contendo 20 pL de dimetilsulfoxido
(DMSO) (Synth®), foram utilizados como controle negativo, ndo sendo
observado inibicdo. Para o controle positivo, utilizaram-se discos de
antibidtico de referéncia, os quais foram selecionados de acordo com a
sensibilidade dos micro-organismos testados. As cepas e 0s antibioticos
usados foram:

Clostridium sporogenes (ATCC 11437), imipenem; Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), ampicilina; Staphylococcus aureus (ATCC
25923), oxacilina ; Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
ceftadizina; Streptococcus pneumonie(ATCC 49619), cloranfenicol;
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615), levofloxacina; Escherichia coli
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(ATCC 25922), ampiciling; Enterobacter
cloacae (ATCC 13047), cloranfenicol; Klebsiella pneumoniae (ATCC
13883), doxicilina; Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
ceftadizina; Salmonella typhimorium (ATCC 14028) e Shigella flexneri
(ATCC 12022), doxicilina. Cepas de fungos e antibidticos testados:
Candida albicans (ATCC 10231) e Candida tropicalis (ATCC 13803),
fluconazol.

As placas de Petri foram incubadas em estufa bacterioldgica a
35 °C (16-18h), e posteriormente foram realizadas as leituras dos
diametros dos halos de inibicao. Os testes foram realizados em triplicata.

4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Neste estudo os resultados foram expressos como média *
desvio padrdo. Em relagdo a comparacdo das médias aritméticas, foi
empregado o Teste T de Student, correlacdo de Pearson, adotando-se o
nivel de significancia p < 0,05. Os dados foram avaliados com a
utilizacdo do software GraphPad Prism 5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DO PROCESSO EXTRATIVO

Diante dos métodos extrativos empregados, os rendimentos dos
extratos obtidos por refluxo foram de 466,3, 435,75 e 285,66 mg.g de
extrato seco para as estruturas pericarpo, semente e peddnculo,
respectivamente. J& para 0 processo extrativo por ultrassom, 0s
rendimentos dos extratos obtidos foram de 450,93, 392,34 e 265,45 mg
para as estruturas pericarpo, semente e pedunculo, respectivamente. De
acordo com os rendimentos encontrados, foi possivel observar que o
método extrativo por refluxo apresentou as maiores massas
comparando-se com a técnica por ultrassom.

Diversos processos extrativos sdo utilizados na area de quimica
de produtos naturais com o intuito de extrair compostos de interesse. No
caso dos polifenois, um dos principais métodos utilizados para a
extracdo é o refluxo, o qual se destaca pela facilidade de operacdo (BAI
et al., 2010; MASAWAKI; TAYA; TONE, 1996). O método de
extracdo por refluxo utiliza calor, técnica esta que tem como principal
vantagem ser eficiente no que diz respeito a reutilizacdo do liquido
extrator. No entanto, tal método extrativo influencia na degradacdo dos
compostos de interesse (KRELL, 1982) e acarreta em um baixo
rendimento de extracdo devido a degradacdo térmica ou oxidacdo dos
compostos quimicos (BAI et al., 2010). Nesse contexto, a temperatura
deve ser controlada e monitorada.

Adicionalmente, nos Ultimos anos, a técnica de extracdo por
meio de ultrassom tem se destacado por sua rapidez, redugdo no
consumo de solvente, além de evitar degradacdes dos compostos, uma
vez que ndo ha emprego de calor (BAI et al., 2010). Tal processo
consiste em correntes de alta frequéncia, as quais levam a fragmentacéo
das estruturas e membranas das células vegetais favorecendo a liberacao
dos compostos quimicos. A referida técnica vem sendo regularmente
empregada na extracdo de antocianinas (HOUGHTON; RAMAN,
1998).

52 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS NAS
DIFERENTES PARTES DO FRUTO DE C. chinense Jacqg.

A determinacéo do teor de fendlicos totais (TFT) nas trés partes
do fruto de C. chinense Jacq. foi realizada por meio do método descrito
por Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999) com adaptacdes e
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pelo método do sal de diazdnio Fast Blue BB, desenvolvido por Medina
(20114a,b).

De acordo com os resultados adquiridos, foi possivel comparar
ambas as metodologias empregadas, uma vez que a técnica de Folin-
Ciocalteu pode apresentar interferentes, 0s quais podem superestimar 0s
resultados.

5.2.1 Método de Folin-Ciocalteu

O método de Folin-Ciocalteu consiste na quantificagdo indireta
de compostos fendlicos totais, por meio da transferéncia de elétrons para
o complexo azul cromdforo formado por fosfotungstato-molibidato, os
quais estdo presentes no reagente de Folin Ciocalteu (FOLIN;
CIOCALTEU, 1927; SCHOFIELD; MBUGUA, 2001). O método
empregado é amplamente descrito na literatura, uma vez que possui boa
reprodutibilidade e é considerado de facil aplicacdo (FOLIN;
CIOCALTEU, 1927; SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-
RAVENTOS, 1999). No entanto, vale ressaltar que o método nédo é
especifico, pois 0s reagentes utilizados podem complexar com outros
componentes dos extratos, como proteinas, aglicares e outros compostos
redutores como, por exemplo, o acido ascérbico (NACZK; SHAHIDIB,
2004).

Os resultados encontrados demonstram existir diferenca
significativa entre os dois processos extrativos para as mesmas partes do
fruto (Figura 10). O método extrativo por refluxo apresentou os teores
mais elevados de compostos fendlicos para o pericarpo e pedinculo
guando comparado ao processo por ultrassom. No entanto, o método
extrativo por ultrassom foi capaz de extrair maior teor de fendlicos a
partir das sementes quando comparado ao método por refluxo. Além
disso, a parte do fruto que obteve o maior teor de fendlicos totais pela
técnica realizada foi o pedinculo (67,98 mg de EAG. g™ extrato seco).
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Figura 10 — TFT pela técnica de Folin-Ciocalteu. Valores de p entre as
estruturas indicam diferenca estatistica quando comparado os dois métodos
extrativos. (Teste T ndo pareado).
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Esses resultados sdo discordantes de outros estudos previamente
descritos para outras variedades do género Capsicum, pois em trabalhos
anteriores os maiores teores de compostos fendlicos foram detectados
nas sementes (CONFORTI; STATTI; MENICHINI, 2007; DEEPA et
al., 2007; KAPPEL et al., 2007).

Além disso, sabe-se que os teores de compostos fendlicos sdo
influenciados pelo estagio maturativo. Nesse contexto pode-se destacar
o0 trabalho de Kappel et al., (2007) onde os autores avaliaram o teor de
compostos fenolicos em frutos maduros (vermelhos) e imaturo (verdes)
de C. baccatum var. pendulum. Os teores encontrados expressos em
equivalentes de acido clorogénico (EAC) foram de 58,47 mg de EAC.g*
extrato seco para a parte semente, e 15.24 mg de EAC.g* extrato seco
para o pericarpo maduro.

Melo et al., (2011) analisaram o TFT no pericarpo da espécie C.
chinense (bode). O trabalho evidenciou que a variedade estudada
apresentou um teor de fendlicos totais de 2,94 mg.g* de fruto seco.
Ressalta-se que no estudo abordado ndo estd descrita a coloracdo do
fruto utilizado. Outro estudo realizado por Moresco (2013) avaliou o
teor de compostos fendlicos em extratos etandlicos do pericarpo na
espécie C. chinense, variedade pimenta de cheiro. O resultado obtido foi
de 0,934 mg de EAG.g™* extrato seco.
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O presente estudo demonstrou que a variedade bode-roxo
apresentou um teor superior de fenodlicos totais no pericarpo quando
comparado aos estudos citados em ambos 0S processos extrativos
empregados. De acordo com a Figura 10, o TFT do extrato do pericarpo
obtido por refluxo foi equivalente a 53,51 mg de EAG.g* extrato seco e
por ultrassom o valor foi igual a 45,34 mg de EAG.g*. A diferenca entre
o0 TFT no presente estudo em relagcdo a outros trabalhos citados pode
estar relacionada a fatores como a composicdo quimica da espécie,
forma de cultivo, condicOes climaticas e caracteristicas genéticas das
plantas (MELO et al., 2006; SCALBERT; WILLIAMSON, 2000). A
incapacidade de extracdo exaustiva do processo por ultrassom também
nao pode ser descartada.

Assim, a variedade estudada de C. chinense Jacq. apresentou
teores superiores de compostos fendlicos nos extratos metanolicos por
meio de dois processos extrativos das diferentes partes do fruto
(pericarpo, semente e pedunculo) quando comparado com a literatura.
Os resultados variaram de 36,38 a 68,0 mg de EAG.g! extrato seco e
podem ter sido influenciados por fatores edafoclimaticos ou ainda pelo
estagio de maturacdo dos frutos.

5.2.2 Método de Fast Blue BB

O método do sal de diazbnio Fast Blue BB é considerado
simples e de rapida execucdo. O principio do método consiste na ligacao
de compostos fendlicos com o sal de diazdnio, favorecendo a formagédo
de complexos do tipo “azo” Medina (2011a,b).

O referido sal apresenta um grupamento diazonio, o qual possui
nitrogénio em sua estrutura. Este por sua vez, é retido na ligacdo com
um grupo ativador (-OH) de compostos fendlicos. O acoplamento ocorre
em solugdes levemente alcalinas, considerando a capacidade de
ionizacdo dos compostos fendlicos. A reacdo €& mensurada por
espectrofotometria em comprimento de onda de 420 nm (MEDINA,
2011a,b). A Figura 11 demonstra o acoplamento entre um composto
fendlico e Sal de diazdnio Fast Blue BB.
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Figura 11 — Acoplamento entre um acido galico e o sal de diazénio Fast Blue
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Fonte: Adaptado de Medina (2011a)

Os resultados da quantificacdo de compostos fendlicos pelo
método de Fast Blue BB estdo destacados abaixo (Figura 12).

A utilizacdo de refluxo como processo extrativo possibilitou a
obtencdo de maiores teores de compostos fenolicos para o pericarpo € o
pedinculo quando comparado a extracdo por ultrassom. Para a semente,
0 método extrativo por ultrassom permitiu extrair um maior teor de
fendlicos quando comparado ao método refluxo, embora as sementes
tenham apresentado os menores teores de compostos fenolicos.

As estruturas que obtiveram os maiores TFT foram o pericarpo
e pedunculo (22,42 mg de EAG .g* extrato seco e 23,71 mg de EAG .g*
extrato seco), respectivamente. Comparando-se os dois resultados, ndo
houve diferenca significativa entre os teores de fendlicos para as duas
estruturas (extracdo por refluxo) (Teste T ndo pareado).
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Figura 12 - TFT realizado pela técnica de Fast Blue BB. Valores de p entre as
estruturas indicam diferenca estatistica quando comparado os dois métodos
extrativos. (Teste T ndo pareado).
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5.2.3 Comparagédo dos TFT pelas técnicas de Folin Ciocalteu e Fast
Blue BB

Os resultados encontrados para ambas as técnicas foram
comparados e correlacionados, com o intuito de avaliar a eficiéncia dos
métodos e detectar a presenca de possiveis interferentes nos teores
obtidos (Figura 14).

Os TFT encontrados na técnica de Folin Ciocalteu foram
superiores quando comparado a técnica de Fast Blue BB. Tal diferenca
pode ser justificada pela quantificagdo de compostos interferentes na
técnica de Folin Ciocalteu, tais como o acido ascérbico, glicose, frutose
e sulfitos comumente presentes em frutas e vegetais (PETERSON, 1979,
1983).

Uma correlagdo de Pearson entre as duas técnicas foi realizada
e, de acordo com a Figura 13, os resultados indicaram uma correlacéo
positiva e significativa entre as técnicas de Folin Ciocalteu e Fast Blue
BB (r =0,9160, p <0,0001).

Uma possivel hipotese para as divergéncias entre os teores de
compostos fenolicos encontrados utilizando-se as duas técnicas foi que
0s compostos da classe dos capsaicinoides poderiam estar interferindo
de modo a superestimar a quantificacdo pelo método de Folin Ciocalteu
ou Fast Blue BB. Para eliminar ou confirmar essa hip6tese, uma solucédo
com a substancia de referéncia capsaicina na concentracdo de 100
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pug.mL* foi utilizada como amostra e empregada nas duas técnicas de
doseamento. Os resultados encontrados indicaram um teor de 80% de
fendlicos totais na solucdo de capsaicina para a técnica de Folin,
enquanto a técnica por Fast Blue BB ndo detectou nenhum teor de
composto na analise (Figura 14). Dessa forma, é possivel inferir que os
compostos da classe dos capsaicinoides podem estar superestimando 0s
teores de fenodlicos totais quando avaliado pela técnica de Folin
Ciocalteu.

Figura 13 — Correlacdo de Pearson entre os teores de compostos fendélicos totais,
pelas técnicas de Folin-Ciocalteu e Fast Blue BB (r = 0,9160; p < 0,0001)
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53 TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS NAS DIFERENTES
PARTES DO FRUTO DE C. chinense Jacg.

A determinacdo dos teores de flavonoides totais (FT) nos
extratos metanolicos das diferentes partes do fruto da variedade bode
roxo foi avaliada por método colorimétrico com adaptacdes
(MILIAUSKAS, 2004). A técnica utiliza o reagente de complexacédo
AICI3, o qual reage com os flavonoides induzindo o surgimento de
efeitos hipercromico e batocrémico nas amostras. A quantificacdo foi
realizada por espectrofotometria UV-Vis em 415 nm.

O doseamento de flavonoides utilizando-se a complexagdo com
metais é um método comumente empregado na literatura (MARKHAM,
1982; ROBARDS; ANTOLOVICH, 1997) e também por diversas
farmacopeias (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010;
FARMACOPEIA BRITANICA, 2011; FARMACOPEIA EUROPEIA,
FARMCOPEIA FRANCESA, 2007.). A absor¢cdo de flavonoides na
regido do espectro UV-Vis ocorre devido ao deslocamento batocrémico,
uma vez que 0s grupamentos oxigenados do flavonoide formam
complexos com o AI** (Figura 15) (CORNARD; MERLIN, 2001).
Além disso, a subclasse dos flavondis formam complexos estaveis com
o AP, intensificando a cor amarela de compostos como rutina,
quercetina e canferol (DENG; VAN BERKEL, 1998; POZZI, 2007).

Figura 15 — Esquema geral da complexacio de flavonoides com o ion AlI%*

AIR*

Fonte: Cornard e Merlin (2001)

Os resultados encontrados estdo expressos na Figura 16. Assim
como na quantificacdo do TFT, o método de extracdo por refluxo foi
mais efetivo na extracdo de FT quando comparado ao método por
ultrassom. Outro fato a ser destacado € que o0s maiores teores de
compostos flavonoidicos foram verificados no pedinculo e na semente.
Este resultado é distinto dos teores de TFT, no qual os maiores teores
foram detectados no pericarpo e peddnculo.
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De acordo com a Figura 16, o teor de FT verificados no
pedinculo e semente foram: 7,11 mg equivalente de rutina (ER) .g*
extrato seco e 6,2 mg ER.g-1 extrato seco, respectivamente no emprego
do método de extracao por refluxo (Teste T ndo pareado).

Figura 16 - FT realizado pela técnica de complexa¢do com AICls. Valores de p
entre as estruturas indicam diferenca estatistica quando comparado os dois
métodos extrativos (Teste T ndo pareado)
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Estudo realizado por Shotorbani et al. (2013), demonstrou um
teor maximo de 0,075 mg de equivalentes de quercetina (EQ) por g de
fruto fresco em pimentas vermelhas doces da espécie C. annuum L.
Neste estudo, foi avaliada a influéncia da temperatura nos teores de
flavonoides totais. Os resultados permitiram concluir que o aumento de
temperatura influencia no aumento da concentracdo dos referidos
compostos. Ja Menichini et al. (2009) avaliaram os teores de flavonoides
totais em extratos etandlicos de frutos imaturos e maduros na espécie C.
chinense Jacq. variedade Habanero. Os pesquisadores detectaram teores
de 1,38 mg de equivalentes de quercetina (EQ) .g* fruto fresco para
frutos imaturos, e 0,45 mg de EQ .g™* fruto fresco para frutos maduros.

Em outro estudo realizado por Loizzo et al. (2013), os teores
maximos encontrados foram, respectivamente, de 4,4 e 3,7 mg de EQ .g°
! de extrato seco para duas diferentes cultivares da espécie C. annuum.
Diante dos resultados expostos foi possivel inferir que os teores de
flavonoides totais encontrados no presente estudo foram superiores aos
teores dos estudos descritos anteriormente.
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5.3.1 Comparacao dos teores de fendlicos totais e flavonoides totais
Visando obter uma comparacao entre os teores de TFT e FT, foi
plotado dois gréaficos de correlacdo de Pearson (Figura 17) (Figura 18).

Figura 17 — Correlacdo de Pearson entre os teores de TFT e FT de ambos os
extratos, pelas técnicas de Folin Ciocalteu e Flavonoides Totais com agente de
complexacéo (r = 0,9652; p< 0,0001)
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Figura 18 — Correlacdo de Pearson entre os teores de TFT e FT de ambos os
extratos, pelas técnicas de Fast Blue BB e Flavonoides Totais com agente de
complexacéo (r = 0,9652; p< 0,0001)
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Por meio do primeiro teste foi encontrada uma correlagdo
significava (r = 0,9652; p<0,0001) entre os TFT analisados pela técnica
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de Folin Ciocalteu e FT. Ja para o segundo teste, foi encontrado uma
correlacdo inversa entre os TFT obtidos por Fast Blue BB e os FT -
0,2632; p<0,001). Este segundo resultado corrobora com os dados
encontrados por Rahim e Mat (2012). Segundo esses autores, ndo ha
correlacdo entre os teores de TFT e FT, de trés cultivares de C.
frutescens e C. annum, espécies nas quais os flavonoides ndo se
constituem os compostos majoritarios que contribuem para o teor de
compostos fendlicos totais.

5.4 TEOR DE ANTOCIANINAS TOTAIS NO PERICARPO DO
FRUTO DE C. chinense Jacqg.

Compostos antocianicos podem ser definidos como pigmentos
soltveis em agua (CASTANEDA-OVANDO, 2009). Nesse contexto, a
quantificacdo do referido subgrupo de compostos foi realizada somente
para a estrutura do pericarpo. O teor de antocianinas foi avaliado por
meio do método do pH diferencial (GIUSTI; WROLSTAD, 2001). Esse
método é amplamente difundido uma vez que trata-se da principal
técnica espectrofotométrica utilizada na quantificagdo de antocianinas
monoméricas. Em relacdo as vantagens da técnica, pode-se citar o baixo
custo, rapidez, e reprodutibilidade, além de ndo necessitar 0 emprego de
substancias de referéncia. No ano de 2005, o método do pH diferencial
foi reconhecido como a metodologia oficial para a quantificagdo das
antocianinas, sendo aprovada pela AOAC (LEE; RENNAKER,;
WROLSTAD, 2008).

O coeficiente de absortividade molar foi escolhido de acordo
com dados descritos na literatura. Tal parametro é importante uma vez
que a escolha equivocada pode influenciar na quantificacdo final dos
COMpOStOos.

Em relacdo a massa molecular da substancia de referéncia
empregada como base para a quantificacdo, utilizou-se a massa da
delfinidina ligada a rutinose, e a hexose (GIUSTI, WROLSTAD, 2001).
Ressalta-se que a escolha delfinidina ocorreu pelo fato de que a presenca
da mesma ja foi verificada em outras variedades do género Capsicum.
Além disso, a delfinidina quando ligada a um monossacarideo, em
solugdo metandlica 1% HCI, apresenta coeficiente de absortividade
molar igual a 29000 (¢) (ASEN, et al., 1959; GIUSTI; WROLTAD,
2001).

Com base nos dados citados acima para a quantificacdo de
antocianinas monoméricas totais, os teores foram calculados, e estdo
apresentados na Figura 19. Os teores de antocianinas monomeéricas
totais obtiveram diferenca significativa entre os extratos de pericarpo
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obtidos por refluxo e ultrassom. Assim como na quantificacdo de
compostos fenolicos totais e flavonoides totais, 0 método extrativo por
refluxo apresentou maior eficiéncia quanto a extracdo de antocianinas
monoméricas em relacdo a extracdo por ultrassom. O teor de
antocianinas monomeéricas para a estrutura pericarpo (refluxo) foi de
5,22 mg.g.

Figura 19 - Teor de antocianinas monomeéricas totais pelo método do pH
diferencial por refluxo e ultrassom. Valor de p indica entre as estruturas
diferenca significativa (Teste T ndo pareado).
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De acordo com a literatura, 0 emprego de calor na extracdo de
antocianinas pode contribuir para a degradagéo dos referidos compostos,
favorecendo a perda de grupo acil, quebra da ligagdo glicosidica, ou
mesmo a abertura no anel aglicona (AMR; AL-TAMIMI, 2007
KATSABOXAKIS et al, 1998). Alguns trabalhos descrevem a
estabilidade na extragcdo de antocianinas frente ao emprego de altas
temperaturas (AMR; AL-TAMIMI, 2007; FAN et al., 2008; JU;
HOWARD, 2003). Nesse contexto, as extra¢cbes convencionais
geralmente utilizam temperaturas menores do que 70 °C, sendo a
degradacdo dependente do tempo de extracdo e da temperatura. Dessa
forma, torna-se possivel extrair compostos antocianicos com
temperaturas mais elevadas (> 70 °C), em curtos periodos de tempo de
extracdo, uma vez que a temperatura utilizada neste estudo foi de 70°C.
A associacdo desses dois fatores pode retardar a degradacdo de
antocianinas em frutos (MARKAKIS, 1982; MESCHTER, 1953).
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Em um estudo realizado por Ju e Howard (2003), as
antocianinas foram extraidas do pericarpo de uvas utilizando-se soxhlet
em um tempo de extracdo de 7,5 minutos em temperaturas de 60 °C e
100 °C com solvente aquoso e metandlico 60%. Os pesquisadores
encontraram os maiores teores de AMT nos extratos metandlicos 60% a
100 °C, 54,56 mg.g* peso seco, quando comparados com o extrato
aquoso a 100 °C, que obteve 17,24 mg.g* peso seco.

Apesar de matrizes distintas, o estudo de Ju e Howard (2003)
corrobora com os resultados encontrados neste trabalho, na qual os
teores de antocianinas monoméricas totais foram superiores para o
método extrativo refluxo (5,22 mg.g* extrato). Nesse sentido, embora
nos Ultimos anos os pesquisadores reportem o aumento logaritmico na
destruicdo de antocianinas devido ao aumento aritimético da
temperatura, periodos curtos de extracdo podem minimizar a degradagio
destes compostos e potencializar a eficiéncia de extracdo dos mesmos
(MARKAKIS, 1982).

Os teores de AMT encontrados no presente trabalho para a

espécie C. chinense Jacq. sdo discordantes de alguns estudos para outras
espécies de Capsicum. Rivas et al., (2014) avaliaram o teor de AMT em
extratos liofilizados de frutos de C. pubescens. De acordo com os dados
reportados, os pesquisadores obtiveram teores de AMT igual a 0,014
mg.g-1 peso seco em uma variedade amarela de C.pubescens. A ampla
diferenca entre os teores de AMT pode ser justificada pela diferenca de
coloragdo entre a espécie utilizada no estudo abordado (C. pubescens) e
a espécie utilizada no presente trabalho (C. chinense Jacq.).
Ja em outro estudo realizado por Sadilova, Stintzing e Carle (2006), os
autores avaliaram o teor de AMT em extratos de uma variedade de
pimenta violeta da espécie C. annumm L. Os pesquisadores obtiveram
0,35 mg de AMT.g* de fruto fresco.

Dessa forma podemos concluir que os resultados encontrados
em nosso trabalho apresentam-se superiores aos estudos descritos acima.

55 IDENTIFICACAO DE ANTOCIANINAS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA (UPLC)
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS) (Q-TOF)

A identificacdo por LC-MS é uma técnica comumente
empregada em diversas areas da ciéncia. A técnica permite determinar a
massa molar de compostos i6nicos formados ou eletricamente
carregados a partir de uma fonte de ionizacdo. Os ions obtidos sdo
analisados de acordo com a razd0 massa-carga (m/z), onde o m é
considerado como a massa atémica unificada (u). Tal massa consiste em
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1/12 da massa de um atomo do isétopo '*C, sendo definido como 12 u
por padronizacdo (COLE, 1997; GROSS, 2004).

Na espectrometria de massas, 0 modo de ionizagéo por elétrons
é uma das formas mais usualmente empregada, uma vez que a ionizacgao
das moléculas ocorre pela retirada de um elétron e/ou pela transferéncia
de energia, favorecendo a fragmentacdo das moléculas ionizadas. O
espectro de massas obtido é reconhecido pela identidade da substancia,
uma vez que a intensidade relativa dos fragmentos gerados é dependente
de cada estrutura molecular (COLE, 1997; GROSS, 2004,
WHITEHOUSE, 1985). A ionizacdo por electrospray (ESI) é uma
ferramenta dentro da espectrometria de massas que favorece a formacao
de ions com baixa energia possibilitando a ionizagdo de moléculas com
alto e baixo peso molecular. Na ionizagdo em modo positivo, ocorre a
acidificacdo das moléculas, o que leva a formacdo de moléculas
protonadas e seus contra-anions correspondentes (WHITEHOUSE,
1985).

A andlise dos extratos metandlicos do pericarpo de C.chinense
Jacq. obtidos por refluxo e ultrassom foi realizada na concentragéo de
100 ug.mL™. Por meio de andlise cromatografica obteve-se duas
substancias com tempos de retencéo (tr) de 2,56 e 3,40 minutos em 520
nm (Figura 20).

Figura 20 — Cromatograma representativo de ambos extratos metélicos
do pericarpo de C. chinense Jacq.
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A partir dos picos obtidos, a identificacdo dos mesmos ocorreu
por espectrometria de massas de alta resolu¢cdo com ionizacdo por
electrospray em modo positivo. Os dados foram processados em
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Software MassLynx V.4, obtendo-se as formulas moleculares Ca2H47023
e Cz7H31015 indicada pela obtencdo dos céations moleculares [M*] m/z
919,2490 (tr = 2,56 min) e 595,1672 (tr = 3,40 min), respectivamente.

Para formula molecular CsH47023 a fragmentagcdo do ion
molecular [M*] com massa igual a 919,2490 (m/z) foi obtida, e os
respectivos valores de massa encontrados sdo m/z 757,1977, 465,1023 e
303,05, de acordo com o espectro da Figura 21.

Figura 21 — Espectro de massas por ESI (+) obtido do ion molecular de massa
m/z 919.2490 dos extratos metandlicos de C.chinense Jacq.
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relacgio a molécula CyH31015, foi encontrada a
fragmentacdo do ion molecular [M*] com massa igual a m/z 595,1672 e
os valores de massa do respectivo fragmento foi m/z 301,1415 como
demonstrado no espectro de massas da Figura 22.
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Figura 22 — Espectro de massas por ESI (+) obtido do ion molecular de massa
m/z 595,1672 dos extratos metandlicos de C.chinense Jacq.

3011415

129.0062

3310019

010736,
Siviie 348 9875 354 2056
3692020 |
291317 f 0263032167 4240965 4322025437 22
o 3330020 s P i i s 476 3138481 2663 i o
| 1 (g | | rf““% 45330 [T asmaatg  DOIIEBBIU g eqsen s o9 3156
s U RN | I, w b
200 300 310 320 330 340 350 360 370 380 300 400 410 420 430 440 430 460 470 480 430 500 510 520 590 640 550 560 570 560 500 600 610

592 3587 |[597 1765




84

De acordo com o perfil de fragmentacdo do primeiro espectro
encontrado, os resultados foram comparados com dados provenientes da
literatura. A massa molecular do cation [M*] m/z 919,2490 e os valores
dos fragmentos ja foram reportados em alguns estudos de identificacdo
de antocianinas realizados em frutos de berinjela (Solanum melongena
L.), flores do género Petlnia, frutos da espécie Capsicum annumm L,
todas pertencentes a familia Solanaceae (ANDO et al., 1999; AZA-
GONZALEZ; OCHOA-ALEJO, 2012; GALLO; NAVIGLIO;
FERRARA, 2014; ICHIYANAGI et al, 2005, SADILOVA;
STINTZING; CARLE, 2006; TATSUZAWA et al., 2000).

Os valores da massa do ion molecular m/z 919.2490 e os
respectivos fragmentos (m/z 757,1977, 465,1023 e 303,05) foram
reportados no estudo realizado por Sadilova, Stintzing e Carle (2006).
Neste estudo o0s pesquisadores analisaram extratos aceto-aquosos
acidificados de berinjela (Solanum melongena L.) e de pimenta violeta
(C. annuum L.). Os extratos foram avaliados por ioniza¢do do tipo ion
trap (modo positivo), obtendo-se os valores para o cation molecular m/z
919, e 757, 465, 303 para os demais fragmentos. Os valores de massa
encontrados no estudo condizem com a formula molecular C42H47023 a
qual foi designada como delfinidina-3-p-cumaroilrutinosideo-5-
glicosideo (nasunina).

Aza-Gonzalez e Ochoa-Alejo (2012), também identificaram o
composto delfinidina-3-p-cumaroilrutinosideo-5-glicosideo em extratos
hidrometandlicos na espécie C. annumm L. (frutos roxos). No referido
trabalho, os pesquisadores analisaram 0s extratos com auxilio de
ionizador por nanospray. Ademais, foi encontrado valor para o ion
molecular igual a m/z 919,25, e para os fragmentos valores de m/z
757,22, 465,12 e 30,.05. Os autores reportam que os dados de
fragmentacdo para a delfinidina-3-p-cumaroilrutinosideo-5-glicosideo
segue a seguinte ordem: m/z 757,22 para a perda de uma glicose, m/z
465 para perda do p-cumaroil-ramnose e a massa m/z 303,05 referente
ao nucleo aglicona.

Os dados citados no estudo de Aza-Gonzalez e Ochoa-Alejo
(2012) corroboram com os resultados encontrados em outro estudo
realizado por Lightbourn et al., (2008), os quais identificaram a
antocianina delfinidina-3-p-cumaroilrutinosideo-5-glicosideo por meio
de LC-MS utilizando-se ionizagao por electrospray.

Provenzano et al., (2014) também caracterizaram esta
antocianina em extratos de pétalas do género Petunia por meio de LC-
MS com analisador do tipo ion trap e TOF em modo positivo. No
estudo, os pesquisadores reportam que as massas encontradas para o ion
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molecular e os respectivos fragmentos da molécula respectivamente
foram: m/z 919,2 (ion molecular), m/z 757,2 (perda de uma unidade de
glicose), m/z 465,1 (perda de p-cumaroil-ramnose) e m/z 303,0 (nlcleo
aglicona).

Diante dos estudos reportados e comparando-se 0s resultados
obtidos no presente trabalho, a estrutura quimica da delfinidina-3-p-
cumaroil-5-glicosideo (nasunina) e os fragmentos com suas respectivas
massas foram elucidadas, sendo apresentado na Figura 23. O cétion
molecular [M*] corresponde ao valor m/z 919,2493 (1). As posteriores
fragmentagBes observadas correspondem a massa de m/z 757,1977 para
a perda de uma glicose (I1); m/z 465,1023 para a perda do p-cumaroil-
ramnose (I11), e m/z 303,05 para o nicleo aglicona delfinidina (1V). E
importante salientar que a ionizacdo por ESI utilizado no presente
estudo permitiu encontrar as massas (m/z) do ion molecular e seus
fragmentos com alta resolucéo, sendo que, o limite de precisdo aceito na
literatura para confirmagdo de composicOes elementares deve ser
inferior a 5 ppm (BORRAS-LINARES et al., 2015). Dessa forma, os
valores de massas (m/z) encontrados neste trabalho ndo estdo totalmente
iguais aos valores citados nos estudos da literatura, possivelmente
devido as condicGes cromatograficas empregadas, além do tipo de
ionizacdo utilizada em cada trabalho. Contudo, a diferenca entre as
massas encontrados neste trabalho e a massas obtidos nos estudos
mencionados ndo sao superiores a -2,2 ppm.

Figura 23 — Estrutura da antocianina majoritaria e seus fragmentos nos estratos
de C.chinense Jacg. obtido por LC-MS ionizacédo por electrosrapay.

Formula quimica: C4,H470,5
Massa molecular [M*]: 919,2493
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Férmula quimica: [C34H;3,0,5]"
Massa molecular [M*-Glicose]: 757,1974
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OH
Férmula quimica: [C,1H,;04,]"

Massa molecular [M*- p-cumaroil-ramnose]: 465.1023

OH
OH
HO + O
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Formula quimica: [CsH;,0,]"
Massa molecular [M*-Glicose-cumaroil-ramnose-]:
303,0503

Em relacdo a massa do ion molecular [M*] m/z 595,1672 e o
fragmento m/z 301,1415, os mesmos foram encontrados em estudos de
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identificacdo de antocianinas em vegetais como o tomate (Solanaceae),
berinjela e frutos roxos de sabugueiro, espécie do género Adoxaceae
(GIUSTI et al., 1999; WU; CAOQ; PRIOR, 2002; WU; PRIOR, 2005).

Giusti et al., (1999), reportam que a massa molecular da
antocianidina peonidina é igual a m/z 301, e quando a mesma esté ligada
a uma hexose e pentose apresenta a massa molecular m/z 595,2. Esses
dados corroboram o estudo realizado por Wu et al (2002), os quais
identificaram a antocianina peonidina-3-sambubiosideo. O ion
molecular encontrado pelos autores correspondeu a m/z 5959 e o
respectivo fragmento de massa m/z 301,2.

Aza-Gonzalez e Ochoa-Alejo (2012), caracterizaram a
antocianidina peonidina em uma cultivar de pimenta mexicana oriunda
da espécie C. annumm L. No entanto, a caracterizacdo foi realizada por
CLAE-DAD, utilizando-se substancia de referéncia. Tal informagdo é
relevante uma vez que a aglicona peonidina foi reportada no estudo
citado, 0 que corrobora com os resultados aqui apresentados.

Em relacdo ao dissacarideo sambubiose (2-O-B-D-xilosil-D-
glicose), o mesmo pode apresentar-se ligado aos nucleos das
antocianidinas cianidina e pelargonidina. Tal fato foi reportado em um
estudo realizado por Wu e Prior (2005), os quais identificaram e
caracterizaram antocianinas com auxilio de fonte de ionizagdo por
electrospray em vegetais e grdos. Segundo os autores foram
identificadas as antocianinas cianidina-3-sambubiosideo e pelargodina-
3-sambubiosideo.

De acordo com as informagfes reportadas da literatura e os
dados encontrados em nossas analises, foi possivel obter a férmula
molecular Cy7H31015. Tal informagdo corrobora com os dados
informados sobre a massa do ion molecular m/z 596,1672 (l), sugerindo
tratar-se da peonidina-3-sambubiosideo e seu fragmento m/z 301,0223, o
qual corresponde ao nucleo peonidina (I). A estrutura molecular e o
referido fragmento sdo apresentados na Figura 24.
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Figura 24 — Estrutura quimica peonidina-3-sambubiosideo e o nicleo
fundamental

OH
I (I
Formula quimica: C,7H3,05 Férmula quimica: [C,H;304]"
Massa molecular [M*]: 595,1672 Massa molecular [M*- Sambubiosideo]: 301,0723

5.6 TEORES DE CAPSAICINA E DIHIDROCAPSAICINA NO
PERICARPO E SEMENTE DE C. chinense Jacq.

A andlise dos teores de capsaicina e dihidrocapsaicina foi
realizada nos extratos metandlicos obtidos por refluxo e ultrassom,
somente para as estruturas do pericarpo e semente. Para a estrutura
pedinculo, a quantificacdo ndo foi viavel, uma vez que 0s picos
referentes aos dois capsaicinoides ndo foram detectados na metodologia
empregada para a quantificacdo. Esse resultado pode estar relacionado a
producgdo dessa classe de compostos, a qual ocorre no interior dos frutos,
em 6rgdos como a placenta, e difundindo-se por meio das sementes e
pericarpo. Por ser uma estrutura externo ao fruto, o pedunculo
provavelmente ndo apresenta os capsaicinoides em sua parede vegetal.
As condi¢des cromatograficas empregadas para a quantificacdo dos dois
capsaicinoides sdo provenientes de método analitico desenvolvido por
Bortolin (2013).

De acordo com os cromatogramas apresentados nas Figuras 25,
26, 27, 28 é possivel observar a presenca de 2 compostos majoritarios,
sendo o primeiro pico (1) a capsaicina com tempo de retengdo de 13,25
min, e o segundo pico (2) a dihidrocapsaicina, apresentando tempo de
retencdo de 18,48 min. Os referidos compostos foram identificados com
base na comparacdo dos tempos de retencdo, dos espectros de absorcao
UV-Vis e pela co-injecdo com as respectivas substancias de referéncia.

O perfil qualitativo das analises da capsaicina e
dihidrocapsaicina permaneceu 0 mesmo, diante das duas estruturas
avaliadas (pericarpo e semente) em ambos 0s processos extrativos.
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Figura 25 — Cromatograma obtido do extrato metandlico por refluxo da
estrutura pericarpo de C. chinense Jacq. por CLAE/UV-Vis com detec¢do por
280 nm
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Figura 26 — Cromatograma obtido do extrato metandlico por refluxo da
estrutura semente de C. chinense Jacq. por CLAE/UV-Vis com detec¢do por
280 nm

124285
114385
aaza
7az.08
54505

343,55,

143,85

58,05




90

Figura 27 — Cromatograma obtido do extrato metan6lico por ultrassom da
estrutura pericarpo de C. chinense Jacq. por CLAE/UV-Vis com detec¢do por
280 nm
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Figura 28 — Cromatograma obtido do extrato metandlico por ultrassom da
estrutura semente de C. chinense Jacq. por CLAE/UV-Vis com detec¢do por
280 nm
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Os extratos metandlicos obtidos por refluxo e ultrassom foram
avaliados, e os teores de capsaicina e dihidrocapsaicina foram
calculados individualmente, para a estrutura do pericarpo e semente
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Teores de capsaicina e dihidrocapsaicina determinados por CLAE
nas estruturas pericarpo e semente

Teor* Extrato MeOH 70% - Extrato MeOH 70% -
Refluxo Ultrassom
Pericapo Semente Pericarpo Semente
Capsaicina 2,83+0,02 2,71+0,08 5,38 +£0,08 2,42+0,06
Dihidrocapsaicina 0,27 £0,01 0,30+0,06 0,55+ 0,02 0,21+0,07

*Valores expressos em mg. g** de extrato seco

Os teores de capsaicina encontrados nos extratos obtidos por
refluxo para a estrutura do pericarpo e semente variam entre 46, 31% e
44,35%, respectivamente, apresentado diferenca significativa. Para o
teor de dihidrocapsaicina, os mesmos encontram-se entre 4,41% na
estrutura do pericarpo, e 4,9 % na estrutura semente, com diferenca
significativa (Figura 29). Dessa forma, é possivel inferir que o teor de
capsaicina encontra-se em média dez vezes superior ao teor de
dihidrocapsaicina para as duas estruturas vegetais analisadas.

Figura 29 - Grafico demonstrando o teor relativo de cada capsaicinoide presente
no extrato obtido por refluxo no pericarpo e semente de C. chinense Jacq.
Valores de p indicam diferenca significativa entre os teores (Teste T ndo
pareado).
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Nos extratos obtidos por ultrassom, os teores de capsaicina
encontrados na estrutura do pericarpo e semente apresentam-se entre
62,1% e 28,0%, respectivamente (diferenca significativa). Em relacéo
aos teores de dihidrocapsaicina, 0s mesmos encontram-se entre 6,42%
para a estrutura pericarpo e 2,45% para estrutura semente (diferenca
significativa) (Figura 30).

Figura 30 - Grafico demonstrando o teor relativo de cada capsaicinoide presente
no extrato obtido por ultrassom no pericarpo e semente de C. chinense Jacq.
Valores de p indicam diferenga significativa entre os teores (Teste T néo
pareado).
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Os resultados encontrados no presente trabalho sdo compativeis
com os teores obtidos no estudo realizado por Supalkova et al. (2007).
No referido estudo, os pesquisadores avaliaram apenas o teor de
capsaicina em frutos da variedade do género Capsicum. Os teores
encontrados foram de 38,03% de capsaicina para estrutura pericarpo e
1,64% de capsaicina nas sementes. Os autores reportam que 0s menores
teores de capsaicinoides estdo geralmente na estrutura semente, e que
dependendo do tipo de fruto, os teores de capsaicinoides podem nao
estar distribuidos uniformemente. Além disso, a técnica utilizada no
estudo empregou CLAE com detector eletroquimico, pode ter
contribuido para resultados superiores nos teores de capsaicina
considerando a sensibilidade do detector utilizado.

E importante destacar, porém, que existem estudos controversos
na literatura. Kozukue et al. (2005) avaliaram os teores de capsaicina e
dihidrocapsaicina em trés estruturas de uma variedade vermelha picante
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de C. annumm. Os autores reportam que 0s teores de capsaicina (30,41
%) e dihidrocapsaicina (10,18%) encontrados na semente foram
superiores aos teores de capsaicina (18,67%) e dihidrocapsaicina
(8,83%) encontrados na estrutura do pericarpo. E importante destacar,
que os valores em percentual foram calculados com base apenas nos
teores totais de capsaicina e dihidrocapsaicina para as estruturas
utilizadas (pericarpo e semente).

Outro estudo realizado por Sharma, Chinn e Boyette (2015)
corrobora os resultados obtidos por Kokuzue et al. (2005). Os
pesquisadores determinaram os teores de capsaicina e dihidrocapsaicina
nas estruturas do pericarpo e semente de frutos da variedade Habanero
(C. chinense), por CLAE-UV. De acordo com 0s autores, 0s resultados
foram de 28,7% (pericarpo) e 48, 2% (semente) para o teor de
capsaicina. Em relacdo ao teor de dihidrocapsaicina, o0s teores
encontrados foram de 6,8% (pericarpo) e 16,1% (semente).

As divergéncias dos resultados podem ser discutidas com base
na producdo dos capsaicinoides, 0s quais ocorrem na estrutura da
placenta (maiores teores). O fato das sementes apresentarem maiores
teores de capsaicinoides em comparagdo ao pericarpo nos estudos de
Kokuzue et al. (2005) e Sharma, Chinn e Boyette (2015), o que pode ser
justificado pela localizagdo das sementes, as quais em alguns frutos do
género Capsicum estdo intimamente ligadas a estrutura da placenta.
Além disso, o extravasamento e a difusdo dos capsaicinoides pode
conferir a diminuicdo dos teores no sentido placenta, semente e
pericarpo respectivamente (ESTRADA et al., 2002; KOZUKUE, 2005;
McGEE, 2007; SUZUKI; IWAI, 1984). Entretanto, em relacdo aos
resultados do presente estudo, 0 maior teor de capsaicinoides verificado
no pericarpo pode estar relacionado com a variedade da espécie, forma e
a coloracéo.

Diante dos resultados encontrados na caracterizacdo quimica,
esta demonstrado na tabela abaixo um resumo dos resultados
encontrados para a andlise dos compostos, observando-se que para a
maioria das técnicas o processo extrativo refluxo foi mais eficiente
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Resultados dos teores em mg.g encontrados na avaliagdo do perfil quimico nos extratos
metano6licos obtidos por refluxo e ultrassom
COMPOSTOS

ANALISADOS Refluxo Ultrassom
Pericarpo Semente Pedunculo Pericarpo Semente Pedunculo

Fendlicos Totais

(Folin-

Ciocalteau™) 5351 36,74 68,33 45,77 40,60 62,15
Fendlicos

Totais 22,47 4,46 24,66 15,10 8,57 20,40
(Fast Blue BB*)

Flavonoides 322 6,43 7,50 2,35 1,05 3,20
Totais ' ' ! ! ' '
(ACl3)

Antocianinas 5,22 - - 4,40 - -

(pH diferencial)
Teor de

capsaicinoides 3,16 3,01 - 5,85 2,62 -
(CLAE)

*Exceto sementes - método extrativo por ultrassom mostrou-se mais eficaz

5.7 DETERMINACAO DO PERFIL ANTIOXIDANTE IN VITRO

Em raz&o dos resultados encontrados na caracteriza¢do quimica
dos extratos metandlicos de C. chinense Jacg. (Pimenta bode-roxo), foi
decidido prosseguir somente os extratos metanolicos obtidos por
refluxo. Essa escolha se deve ao fato de que na maioria das técnicas
empregadas para a avaliacdo do perfil quimico, a extracdo por refluxo
apresentou 0s maiores teores dos compostos quimicos analisados.

5.7.1 Avaliacéo do potencial antioxidante reativo total (TRAP)

A determinacdo do TRAP foi realizada empregando-se o
método que consiste na quantificacgdo da intensidade da
quimiluminescéncia gerada pela reacdo de termdlise entre radicais
peroxilas e o luminol (LISSI; PASCUAL; DEL CASTILLO, 1992;
LISSI et al., 1995). Com a decomposicdo térmica do composto
hidrofilico “azo” (AAPH) ocorre a formagdo de radicais peroxilas
(Figura 31), os quais reagem com o luminol adicionado ao meio de
reacdo. A luminescéncia produzida é diretamente proporcional a
concentracdo desses radicais. Nesse contexto, 0s compostos
antioxidantes quando adicionados ao sistema de reagdo em solucédo
tampdo promovem a captura dos radicais peroxilas formados. Tal
consequéncia leva a diminuicdo da quimiluminescéncia, sendo
proporcional a capacidade antioxidante da amostra (LISSI; PASCUAL,;
DEL CASTILLO, 1992).
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Figura 31 — Termdlise da estrutura quimica do AAPH, gerando dois radicais
alquil e nitrogénio.

| NH, | | TH2

| + + . . __.F
HN—=C—C—N=N—C—C=NH, —= {,N=C—C N, C—C—NH;

Fonte: Adaptado de Krasowska al., (2000)

O TRAP foi determinado visando avaliar a capacidade de
sequestro dos radicais durante um determinado periodo de tempo. O
referido método tem sido rotineiramente empregado nos Gltimos anos
com esse fim, por ser uma técnica sensivel, simples e reprodutivel. Além
disso, o TRAP possui a vantagem de determinar a capacidade
antioxidante em misturas complexas como, por exemplo, extratos
vegetais (DESMARCHELIER et al., 1997).

No TRAP, quando a perda da quimiluminescéncia se estende ao
longo do tempo, o valor de area sob a curva (AUC) é baixo. Quanto
menor o valor de AUC, maior a atividade antioxidante dos extratos
(MORESCO, 2013).

Os resultados foram obtidos a partir da adi¢cdo dos extratos na
concentracdo de 100 pug.ml* e do controle trolox na concentracdo final
de 200 nM. Os valores para 0 TRAP foram expressos em AUC (Figura
32).

Figura 32 — Valores do potencial antioxidante reativo total (TRAP) foram
plotados no grafico em valores de AUC. Valor de p indica diferenca
significativa (Test T ndo pareado)
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No decorrer da analise do TRAP, em um tempo total médio de
120 minutos, todos os extratos obtidos por refluxo demonstraram
potencial atividade antioxidante in vitro (Figura 32). No entanto, a
estrutura que obteve o melhor resultado frente & captura dos radicais
formados foi a semente.

Por outro lado, o indice TAR estd relacionado a adicdo da
amostra ao sistema luminol-AAPH. Dessa forma, o decréscimo inicial
da quimiluminescéncia representa, portanto, a qualidade antioxidante
total de todos os compostos antioxidantes presentes na amostra (LISSI;
PASCUAL; DEL CASTILLO, 1992).

Em relacdo aos resultados de TAR, 0s mesmos estdo
representados na Figura 33. Os valores de TAR foram expressos na
razdo lo/l, o que representa o decaimento inicial da quimiluminescéncia,
guando os extratos das diferentes estruturas sdo adicionados. Os
resultados do indice TAR indicaram que todos 0s extratos apresentaram
reatividade antioxidante inicial.

Embora os resultados visualizados no TRAP revelem que o
extrato da semente apresentou o melhor perfil de captura dos radicais
durante tempo total médio da técnica, os resultados obtidos no calculo
indice TAR néo corroboram tal fato visto que, a estrutura que obteve um
melhor perfil de reatividade inicial foi o pedunculo, quando comparado
ao trolox (Figura 33). Esse fato pode ser explicado pela presenca de
compostos fendlicos totais, uma vez que a estrutura pedunculo
apresentou 0s maiores teores desta classe de compostos.

Ciz et al, (2010), concluiram que pimentas do género
Capsicum com elevados teores de compostos fendlicos apresentaram
potencial antioxidante superior quando comparado a vegetais (tomate e
cenoura) com baixos teores de fenolicos.

A diferenca do perfil antioxidante das diferentes estruturas do
fruto verificada no TRAP e TAR pode decorrer devido & presenca de
diferentes classes de compostos. E importante ressaltar que na estrutura
do peddnculo, ndo foi possivel a quantificagdo de compostos
capsaicinoides. Ja para a estrutura da semente, foi quantificada a
presenga desses compostos. Assim 0s capsaicinoides poderiam ser os
responsaveis pela captura dos radicais ao longo de 120 minutos. Kappel
et al., (2007) avaliaram o TRAP em frutos ndo pungentes maduros da
espécie C. baccatum var. pendulum. De acordo com os autores, foi
possivel concluir que os extratos etanolicos da estrutura semente
demonstraram o melhor perfil de captura de radicais, quando comparado
as outras estruturas (pericarpo e placenta).



97

Figura 33 — Valores da perda inicial de quimiluminescéncia (TAR), expressos
em lo/1. Valor de p indica diferenga significativa (Teste T ndo pareado)
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Para verificar a relacdo entre o potencial antioxidante e a
presenca de compostos fendlicos, capsaicinoides e flavonoides, foi
empregado o teste de correlacdo de Pearson (Tabela 3). Essa correlacéo
foi avaliada pelos valores do indice TAR e o0s teores de compostos.

Em relacdo a classe de compostos fendlicos, foi possivel
estabelecer uma correlagdo significativa positiva entre os teores de
compostos fendlicos e a capacidade antioxidante na técnica empregada
(Tabela 3). Tal resultado corrobora com os achados de Kappel et al.,
2007, trabalho no qual os autores obtiveram uma correlagdo significativa
positiva entre os teores de compostos fendlicos presentes nos extratos
das estruturas dos frutos maduros e a capacidade antioxidante (r
=0,863). Além disso, os resultados aqui obtidos sdo semelhantes aos
detectados por Ciz et al., (2010), os quais determinaram uma correla¢éo
significativa positiva entre os teores de compostos fendlicos e o
potencial antioxidante detectado (r = 0,970).

Para o0s capsaicinoides, a correlagdo mensurada foi
significativamente negativa. Assim, pode-se inferir que a perda inicial
da quimiluminescéncia (indice TAR) ndo estd relacionada com a
concentragdo de capsaicinoides, visto que, o melhor valor de indice
TAR foi para a estrutura pedunculo, o qual ndo contém capsaicinoides.

Esses resultados ndo estdo de acordo com Moresco (2013). No
referido trabalho, a correlacdo entre os capsaicinoides e potencial
antioxidante inicial foi significativa e positiva para a variedade cheiro
comum (C. chinense Jacq.).
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Tabela 3 — Coeficientes de Correlagdo de Pearson entre TAR e 0s teores de
fendlicos, flavonoides totais, capsaicina e dihidrocapsaicina totais dos extratos
das trés estruturas de C. chinense Jacq.

Fendlicos totais  Flavonoides totais Capsaicinoides
totais

TAR 0,8935* 0,8042* -0,9594*

2_ Potencial antioxidante reativo total
“correlacdo significativa - p<0,05

5.7.2 Determinagéo do poder antioxidante de redugéo do ion férrico
(FRAP)

A avaliacdo do poder antioxidante de reducdo do ion férrico
(FRAP) foi realizada segundo metodologia descrita por Benzie e Strain
(1996). A técnica consiste na reducédo do complexo Fe (TPTZ).*, para a
forma ion ferroso (Fe?*), envolvendo a doacdo de elétrons por agente
antioxidante (Figura 34). Metais de transicdo, na forma de ion podem
favorecer a peroxidagdo lipidica endogenamente, gerando radicais livres
por meio da reacdo de Fenton. Tal processo leva a decomposicdo de
lipidios formando radical peroxilas (SIM; SIL, 2008). Nesse contexto,
buscar compostos antioxidantes que favorecam a redugdo de metais de
transicdo torna-se relevante.

Figura 34 — Reacdo de transferéncia de elétrons por agente redutor
(antioxidante)

|
N Q p
+ ant|0)<|dante
Fonte: Adaptado de Shalaby e Shanab (2013)
A técnica do FRAP tem sido comumente empregada para a

avaliacdo do poder antioxidante de substdncias isoladas e misturas
complexas. Trata-se de um método reprodutivel e simples, o qual pode
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ser utilizado para o estudo da atividade antioxidante em alimentos,
extrato e bebidas. Além disso, estudos tem avaliado o poder antioxidante
de polifendis utilizando a referida técnica (GOUVEIA-FIGUEIRA;
CASTILHO, 2015; PULIDO; BRAVO; SARA-CALIXTO, 2000). Em
contraponto, alguns autores inferem que a utilizagdo da técnica do
FRAP ndo é totalmente confidvel quando se deseja avaliar a capacidade
antioxidante total das amostras. Ademais, espécies redutoras que
possuem o grupamento SH (tidis), como a glutationa e proteinas, ndo
possuem o poder de reducéo do ion oxidativo devido a demora da reacdo
de reducdo, podendo subestimar os resultados (OU et al., 2002;
PULIDO; BRAVO; SARA-CALIXTO, 2000).

Em relacdo aos resultados obtidos para a técnica de FRAP, os
mesmos foram plotados no grafico da Figura 35. Os resultados foram
expressos em equivalentes a 1000 uM de sulfato ferroso por miligrama
de amostra. (Eq. 1000 uM SF. mg™).

Figura 35 — Resultados obtidos dos extratos metanolicos do pericarpo, semente
e pedunculo da espécie C. chinense Jacq para 0 método do FRAP. Valor de p
indica diferenca significativa (Teste T ndo pareado)
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De acordo com os resultados encontrados nos trés extratos
obtidos por refluxo (10 mg.mL?), todos apresentaram poder
antioxidante de reducdo do fon Fe3*a ion Fe?*.

As estruturas que obtiveram a melhor capacidade de redugdo
fon (Fe®*) foram a semente e o pericarpo (5,32 Eq. 1000 uM SF. mg™'e
5,12 Eq. 1000 pM SF. mg?), respectivamente, ndo apresentando
diferenca significativa entre as mesmas. Ja a estrutura do pedunculo,
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apresentou o menor poder de reducdo do (Fe**) quando comparado as
outras duas estruturas de pimenta C. chinense Jacq.

Os resultados encontrados para o0 FRAP no presente trabalho, o
qual avaliou extratos de diferentes estruturas da espécie estudada, foi
visualizado em outro estudo realizado por Loizzo et al., (2015). No
referido estudo, os autores avaliaram o FRAP em quatro diferentes
espécies de pimenta (C. annumm, C. baccatum, C. chacoense e C.
chinense) a partir de extratos aquosos do fruto inteiro. A espécie que
obteve os melhores resultados frente ao poder antioxidante de reducéo
do ion férrico foi C. annumm. Além disso, 0s pesquisadores reportam
por meio de uma anéalise de correlagdo, que os principais contribuintes
para a atividade na técnica empregada seriam os compostos fendlicos e
flavonoides.

Além dos resultados ja descritos acima, no presente trabalho foi
realizada uma analise de correlacdo entre 0 FRAP e os teores de
fendlicos, flavonoides e capsaicinoides (teste de correlacdo de Pearson).
Foi possivel observar uma correlacdo significativa negativa entre 0s
teores de fendlicos, flavonoides e capsaicina e 0 FRAP (Tabela 4).
Entretanto para a dihidrocapsaicina obteve-se uma correla¢do positiva.
A correlagdo negativa infere que o aumento dos teores dos compostos
analisados ndo influencia no aumento do potencial antioxidante de
reducdo do ion Fe®*. Tal fato ndo corrobora o estudo de Deepa et al.,
(2007), onde os pesquisadores avaliaram frutos de gendtipos de C.
annumm, e encontraram uma correlagdo positiva (r = 0,573) entre 0s
teores de fenolicos e a técnica do FRAP. Contudo, € importante salientar
gue os autores ndo avaliaram as estruturas dos frutos separadamente.

Viktorija et al., (2014), também avaliaram cultivares de
pimentas a partir de extratos etandlicos obtidos por maceracdo
utilizando-se a técnica do FRAP. Os autores verificaram que o aumento
da concentracdo de capsaicina nos extratos influenciou positivamente o
potencial antioxidante, (correlagdo positiva, r = 0,998). Somado a isso,
Sadilova, Stinzing e Carle (2006) propuseram em seu trabalho a analise
de extratos provenientes de frutos de pimenta violeta (C. annumm L.)
frente & técnica do FRAP. Os pesquisadores relacionaram a presenca de
antocianinas identificadas por LC-MS e quantificadas por método do pH
diferencial com atividade antioxidante na referida técnica. Segundo
alguns autores, a atividade antioxidante das antocianinas esta
relacionada & sua estrutura quimica principalmente devido a fungdo do
grupo catecol presente no anel-B (KIM; LEE, 2004; SADILOVA,
STINTZING; CARLE, 2006). Além disso, o tipo de glicosilacdo e
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acilagdo podem contribuir para 0 aumento da atividade antioxidante
(STINTZING et al., 2002).

Tabela 4 — Coeficientes de Correlacdo de Pearson entre 0 método FRAP e os
teores de compostos fendlicos, flavonoides e capsaicinoides totais de pericarpo,
semente e pedunculo de C. chinense Jacq.

Fenolicos Flavonoides  Capsaicina  Dihidrocapsacina
totais totais

FRAP? -0,7419* -0,2378 -07331 0,7007

@ Poder antioxidante redutor de ferro
“p < 0,05 (correlacdo significativa)

5.7.3 Avaliacéo da atividade da Superoxido dismutase (SOD) via
reducdo do azul de Nitrotetrazélio (NBT)

Os mecanismos que envolvem a captura de radicais livres em
vegetais dispdem de diferentes enzimas, dentre elas a superdxido
dismutase (SOD). As SODs dismutam o O~ a H2O; e se localizam
principalmente nas mitocondrias e nos cloroplastos, compartimentos que
geram a maior parte das EROs nas células vegetais (APEL; HIRT, 2004;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A determinacgdo da atividade da SOD foi avaliada por meio da
reducdo do azul de Nitrotetrazolio (NBT). Esse método foi avaliado de
acordo com Beyer e Fridovich (1987) e tem como principio a reducdo de
02 a O2” com consequente redugdo do composto NBT a outro composto
insolUvel de cor roxa (formazan).

No grafico da Figura 36, é possivel visualizar os resultados
encontrados apds a realizagdo da técnica. Ressalta-se que para a
execucdo da mesma, foram utilizados extratos das diferentes partes do
fruto na concentracdo de 1 mg.mL*. De acordo com o resultado é
possivel observar que a estrutura pericarpo e pedinculo demonstraram
capacidade de reduzir o composto NBT a formazan. Entretanto, a
atividade de SOD verificada para o pericarpo foi superior quando
comparada ao pedinculo. Ja a estrutura semente, ndo apresentou
atividade da enzima SOD. Esses resultados sugerem que as estruturas
pericarpo e pedunculo apresentam de SOD.

Chen et al. (2012), demonstraram que extratos obtidos do
pedinculo de C. annumm, apresentaram melhor potencial de atividade
da SOD em relagdo as estruturas pericarpo e placenta. Tal resultado ndo
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corrobora o presente estudo, uma vez que o0 extrato obtido a partir do
pericarpo apresentou maior resultado frente a atividade da SOD quando
comparado a estrutura pedinculo.

Por outro lado, Sim e Sil (2008) avaliaram a atividade da SOD
em extratos etandlicos do pericarpo e semente da espécie C. annum. Os
autores obtiveram um percentual mais elevado para a atividade da SOD
em extratos do pericarpo em relacdo a extratos de semente, sendo que
para as duas estruturas a atividade da SOD foi maior nas concentragdes
mais elevadas dos extratos.

Figura 36 — Resultados obtidos dos extratos metandlicos do pericarpo, semente
e pedinculo da espécie C.chinense Jacq. Valor de p indica diferenca
significativa (Teste T ndo pareado)
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Para averiguar a correlacdo entre 0s principais compostos
presentes nas estruturas pedunculo e pericarpo, e a atividade da enzima
SOD foi empregado o teste de correlacdo de Pearson (Tabela 5). De
acordo com os resultados é possivel visualizar que o teor de compostos
fendlicos e flavonoidicos demonstraram um indice de correlagéo
negativo em relacdo a atividade da enzima SOD, ao contrdrio dos
estudos de Chen e Kang (2013). Na ocasido, 0s autores propuseram uma
correlagdo positiva forte (r = 0,92) entre o teor de compostos fendlicos
das estruturas pedinculo e pericarpo e placenta, de C. annuum L. com a
atividade da referida enzima. Por outro lado, o indice de correlagdo entre
antocianinas e atividade da enzima SOD foi positiva (0,5607).
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Tabela 5 — Coeficientes de Correlacdo de Pearson entre 0 método SOD e 0s
teores de compostos fendlicos, flavonoides e capsaicinoides totais de pericarpo,
semente e pedunculo de C. chinense Jacq.

Fendlicos totais Flavonoides Antocianinas
totais Totais
sSoD? -0,9971* -0,9914* 0,5607

@ Atividade superoxido sismutase
* p < 0,05 (correlagéo significativa)

5.7.4 Avaliacéo da capacidade de captura do radical hidroxil ("(OH)

O radical hidroxil é considerado o mais reativo entre as ROS e é
formado a partir do anion superoxido e H-O- na presenca ions metalicos.
O radical formado pode reagir com lipidios, polipeptidios, proteinas e
com moléculas de DNA, promovendo danos celulares que podem ser
irreversiveis (LEE et al., 2004).

A atividade de captura do ‘OH foi determinada empregando-se
método in vitro, o qual avalia a formacao desse radical a partir do ensaio
de degradacdo oxidativa da 2-deoxiribose (2-DR) (LOPES;
SCHULMAN; HERMES-LIMA, 1999). O método se baseia na
incubacgdo da 2-DR com um sistema gerado de radical hidrol. A 2-DR
sofre degradacdo formando o malondialdeido (MDA), o qual se
condensa com o acido tiobarbitirico (TBA), formando produto final de
cor rosea. O produto é mensurado por espectrofotometria em
comprimento de onda de 532 nm (Figura 37). Dessa forma, a referida
técnica tem por objetivo medir a atividade antioxidante das substancias
frente ao radical hidroxil. Entretanto, postula-se que outras espécies
reativas de oxigénio também poderiam promover a degradacdo da
deoxiribose (HALLIWELL; GUITERIDGE, 1999).

Figura 37: Degradacdo da deoxiribose a partir da reagdo de Fenton

Fe + H,0, Fe%* + OH- + ‘OH
*OH + deoxirribose fragmentos MDA
2TBA + MDA cromdforo réseo
A 532 nm

Fonte: Adaptado de Halliwell e Guiteridge (1999)
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Dentre os trés extratos avaliados (10 mg.mL), somente o
extrato do pericarpo ndo apresentou diferenca significativa em
comparacdo ao trolox para a captura do radical hidroxil. Sendo assim,
pode-se inferir que a estrutura pericarpo apresenta a melhor capacidade
de prevencdo da degradacdo da 2-DR quando comparado aos extratos
das outras estruturas. Ainda, de acordo com o gréafico da Figura 38, 0s
valores em percentual da degradagédo da 2-DR para estruturas pericarpo,
semente e pedunculo foram respectivamente, 17,08%, 38,26% e 78,35
%.

A correlagdo encontrada para os principais metabdlitos
presentes nas estruturas pericarpo, pedunculo e semente e a inibicdo da
degradacdo da deoxiribose pode ser verificada na Tabela 6. Os indices
de correlacdo encontrados indicam que tanto os compostos fendlicos
quanto os flavonoides apresentam uma correlacdo positiva com a
atividade antioxidante. Esses resultados indicam que o potencial de
captura do radical hidroxil pode ser exercido pelos compostos
fendlicospresentes nas estruturas.

Figura 38 — Resultados obtidos dos extratos metandlicos do pericarpo, semente
e pedinculo da espécie C.chinense Jacq para técnica de captura do radical
hidroxil. Valor de p ndo indicou diferenca significativa (Teste T ndo pareado).
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Bae et al., (2012) demonstraram que as fracbes hexano, acetato
de etila, metanol e metanol 80% de frutos inteiros de C. annumm sao
capazes de promover a inibicdo da degradacdo da 2-DR. A atividade
antioxidante pode ser atribuida ndo somente a presenca de compostos
especificos, mas também a escolha do solvente utilizado na extracao.
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Corroborando com os resultados do presente trabalho, Sim e Sil
(2008) verificaram que extratos etandlicos obtidos do pericarpo e
semente da espécie C. annumm promoveram a inibicdo, de forma dose-
dependente, da degradagdo da 2-DR. Entretanto, quando as duas
estruturas foram comparadas, o extrato de pericarpo demonstrou maior
atividade antioxidante.

Por outro lado, no trabalho de Oboh et al (2007), os resultados
encontrados foram contraditérios. Nesse sentido, os extratos aquosos de
pimentas Capsicum annuum (variedade Tepin) e Capsicum chinense
(variedade Habanero) ndo foram capazes de inibir a degradacdo da
deoxiribose.

Tabela 6 — Coeficientes de Correlacdo de Pearson entre 0 método Captura do
radical hidroxil e os teores de compostos fendlicos, flavonoides totais dos
extratos de pericarpo, semente e peddnculo de C. chinense Jacq.

Fenolicos Totais Flavonoides Totais

Captura radical 0,6056 0,8666*
hidroxil

* p< 0,05 (correlacéo significativa)

5.7.5 Avaliacdo da peroxidacdo lipidica pela producdo de
substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)

A peroxidacdo lipidica é decorrente do estresse oxidativo
celular em determinadas patologias, devido a susceptibilidade de
membranas lipidicas sofrerem ataque de radicais livres. Dentre alguns
exemplos de radicais, os EROs quando produzidos em excesso, podem
favorecer tal dano oxidativo nas membranas (HODGES, 2004). Nesse
contexto, produtos da peroxidacdo como o MDA pode ser considerado
um indicador de dano oxidativo. Tal composto pode reagir com o acido
tiobarbitdrico (TBA) favorecendo a formagdo de produtos cromégenos,
0s quais podem ser quantificados em determinado comprimento de onda
(HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007; HODGES et al., 1999).

Os resultados foram obtidos a partir dos extratos das diferentes
estruturas na concentracdo de 10 mg.mlt. Os valores finais para o
TBARS foram expressos em percentual de formacdo do MDA (%
MDA) (Figura 38).

O método in vitro empregado neste estudo possibilitou inferir
gue todos os extratos testados (pericarpo, semente e pedinculo)
possuem a capacidade proteger as células lipidicas, contra a
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lipoperoxidacdo. A estrutura que apresentou a melhor protecéo frente a
peroxidacdo lipidica foi a semente quando comparado ao trolox (grafico,
Figura 39). Os resultados deste estudo corroboram com Oboh et al.,
(2007), o qual demonstrou efeito protetor na peroxidacao lipidica dos
frutos maduros das variedades Tepin (C.annumm) e Habanero (C.
chinense). Outro estudo realizado por Kappel et al., (2007) avaliou as
estruturas placenta (imatura) e semente (madura) de C. baccatum var.
pendulum frente a lipoperoxidagdo. Os extratos foram selecionados com
base no maior potencial antioxidante (TRAP), e ambos os extratos das
estruturas demonstraram efeito inibitério da peroxidacao lipidica.

Figura 39 — Resultados obtidos dos extratos metandlicos do pericarpo, semente
e pedunculo da espécie C.chinense Jacq para técnica do TBARS. Valor de p
indica diferenca significativa (Teste T ndo pareado)
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Com intuito de analisar uma possivel relacdo entre os teores das
principais classes de compostos citados no presente estudo e o TBARS,
foi calculado o indice de correlagdo de Pearson. Os resultados
encontram-se na Tabela 7 e sugerem que os compostos fenolicos, bem
como 0s capsaicinoides estdo relacionados com a protecdo da
peroxidacdo lipidica. Com isso, é possivel postular que os
capsaicinoides podem ser considerados mais eficazes na protecéo frente
a danos lipoperoxidativos quando comparado aos compostos fenolicos.

Em contrapartida, Bortolin (2014) demonstrou uma correlacdo
negativa entre compostos fenolicos e 0 TBARS, em extrato de folha de
C. baccatum (r = - 0,8196; p < 0,0001). Entretanto, outros trabalhos
descritos na literatura revelam que os polifendis estdo relacionados com
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a protecdo frente a lipoperoxidacdo (CHEN et al., 2014; GUO et al.,
1996).

Tabela 7 — Coeficientes de Correlagdo de Pearson entre 0 método TBARS e
fendlicos, flavonoides e capsaicinoides totais dos extratos das trés estruturas de
C. chinense Jacq.

Fendlicos Totais Capsaicinoides totais

TBARS? 0,3690 0,8867*

@_ Espécies reativas ao 4cido tiobarbitdrico
*p < 0,05 (correlagdo significativa)

Diante dos resultados encontrados na determinag&o do perfil
antioxidante in vitro, esta exposto na figura 40 abaixo, um resumo dos
resultados.

Figura 40 — Resumo dos resultados encontrados na determinag&o do perfil
antioxidante in vitro
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Fonte: Adaptado de Gandra et al., (2004)
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No geral, a estrutura que apresentou o resultado mais promissor
frente a captura de radicais peroxilas foi a semente, na técnica do TRAP.
No ensaio de avaliagdo da atividade da SOD, a estrutura do pericarpo
demonstrou resultado superior quando comparado as demais estruturas.
Na técnica do FRAP, as estruturas que apresentaram a melhor
capacidade de reducdo do ion férrico foram o pericarpo e semente. O
extrato do pericarpo apresentou a melhor capacidade de prevencdo da
degradacdo da 2-DR, no ensaio da captura do radical hidroxil. Ademais,
na técnica do TBARS, a estrutura que melhor demonstrou prote¢do
frente a peroxidacdo lipidica foi a semente.

5.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E
ANTIFUNGICA

No presente trabalho, foram avaliados os extratos metanélicos
obtidos por refluxo de diferentes partes do fruto (pericarpo, semente e
pedinculo) de C. chinense Jacq. frente a uma possivel acdo
antibacteriana e antifungica. Os resultados indicaram que ndo foi
verificado halo de inibicdo no método de difusdo em disco tanto para as
cepas bacterianas (Tabela 8) quanto para as cepas de fungos (Tabela 9)
utilizadas no ensaio.

Tabela 8 - Resultados da Atividade antibacteriana de extrato de metanélico de sementes, pericarpo e
peduinculo de C. Chinense Jacq.

Bactérias gram +

C.sporogenes  E.faecalis  S.aureus S.epidermidis S.pneumoniae S. pyogens

Amostras
ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
11437 29212 25923 12228 49619 19615
Extratos
metanolicos de SIA SIA SIA SIA SIA SIA
C. Chinense
Jacq.
Bactérias gram -
E. coli E.cloacae K. pneumoniae P .aeruginosa S.typhimurium . flexneri
Amostras
ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
25922 13047 13883 27853 14028
12022
Extratos
metanolicos
de C. SIA SIA SIA SIA SIA SIA
Chinense
Jacq.

* Os resultados foram expressos pelas siglas S/A (sem atividade)
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Tabela 9 - Resultados da Atividade antifingica de extrato de metandlico de sementes, pericarpo e
pedunculo de C. Chinense Jacg.

Fungos
Amostras C. albicans C. tropicalis
ATCC 10231 ATCC 13803
Extratos metandlicos de C. chinense Jacq. SIA SIA

* Os resultados foram expressos pelas siglas S/A (sem atividade)

Os resultados encontrados corroboram aqueles verificados por
Kappel (2007). No referido estudo, somente os extratos hidroalco6licos
de sementes de frutos imaturos de C. baccatum var. pendulum
demonstraram eficacia frente a cepas Candida spp. e Cryptococcus
neoforms. Entretanto, para os extratos de diferentes partes do fruto
maduro da espécie estudada, os resultados foram ineficazes.

Outros trabalhos que avaliaram a atividade antibacteriana de
espécies do género Capsicum também ndo obtiveram resultados
promissores. De acordo com o estudo de Santos (2010), os extratos de
C. annuum ndo inibiram o crescimento de cepas das bactérias E. faecalis
e E. coli. Efeito semelhante foi demonstrado por Carvalho (2010) na
avaliacdo da atividade antibacteriana de frutos maduros de C. annuum L.
e C. baccatum L. ("pimenta cambuci”). Por outro lado, no mesmo
trabalho, trés variedades de pimentas do género Capsicum com elevado
grau de pungéncia ("pimenta dedo de mocga"”, "pimenta de jardim" e
"pimenta malagueta™) apresentaram fraca atividade antibacteriana frente
as cepas de S. aureus, E. faecalis, S. enteritidis, E. coli.

Cruz et al. (2003) postulam que a atividade antibacteriana das
pimentas estaria relacionada com o seu grau de pungéncia e que esse
esta intimamente ligado a concentragdo de capsaicinoides. Por outro
lado, j& foi verificada atividade antibacteriana em pimentas com baixo
grau de pungéncia (CICHEWICZ; THORPE, 1996). No presente estudo,
apesar dos extratos metandlicos de diferentes partes do fruto de
Capsicum chinense Jacq. apresentarem elevado teor de capsaicinoides,
ndo foi verificada atividade antibacteriana e atividade antiflngica dos
extratos investigados.
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CONCLUSOES

- Os extratos metandlicos das estruturas pericarpo, semente e
pedinculo, obtidos pelo método extrativo refluxo apresentaram maior
rendimento em comparagao aos extratos obtidos por ultrassom.

- A quantificacdo de compostos fenodlicos indicou que a estrutura
do pedunculo apresentou 0s maiores teores de TFT quando comparado a
semente e pericarpo tanto nos ensaios por Folin Ciocalteu como por Fast
Blue BB. Com excecdo do extratos obtidos por ultrassom da estrutura
semente, 0 processo de extracdo por refluxo apresentou os maiores
teores nos extratos avaliados.

- O método de extracao por refluxo permitiu a obtencéo de maiores
teores de FT quando comparado ao método por ultrassom em todos 0s
extratos avaliados.

- Nas andlises por CLAE, os maiores teores de capsaicina e
dihidrocapsaicina foram detectados nos extratos do pericarpo, obtidos
por ultrassom.

- A técnica de CL/HREM permitiu sugerir a presenca das
antocianinas delfinidina-3-p-cumaroilrutinosideo-5-glicosideo e
peonidina-3-sambubiosideo no extrato do pericarpo de C. chinense.

- Para a técnica do TRAP, a estrutura que apresentou resultado
mais promissor frente & captura dos radicais foi a semente.
Adicionalmente, no TAR, a estrutura que apresentou o melhor perfil de
reatividade inicial foi o pedunculo.

- Foi possivel verificar uma correlagdo positiva forte entre os teores
de compostos fendlicos e 0 TAR.

- No ensaio de FRAP, as estruturas que obtiveram a melhor
capacidade de reducdo ion (Fe**) foram a semente e o pericarpo, ndo
apresentando diferenca significativa entre as mesmas. Além disso, é
possivel observar uma correlacdo negativa significativa entre os teores
de fendlicos, capsaicina e 0 FRAP.

- Na avaliacdo da atividade da SOD, as estruturas pericarpo e
pedinculo demonstraram capacidade de reduzir o composto NBT a sal
de formazana, sendo que a atividade do pericarpo foi superior quando
comparada ao pedunculo.

- Nao foi verificada correlagdo positiva direta entre os teores de
compostos fendlicos e flavonoides com a atividade da SOD.

- Na técnica captura do radical hidroxil, o extrato do pericarpo
apresentou a melhor capacidade de prevencdo da degradacdo da 2-DR.
Os indices de correlagdo encontrados indicaram que tanto os compostos
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fendlicos quanto os flavonoides apresentam uma correlagdo positiva
com a atividade de prevencédo da degradacdo da 2-DR.

- Na técnica de TBARS, a estrutura que proporcionou a melhor
protecdo frente a peroxidacdo lipidica foi a semente. Além disso, foi
possivel inferir que os compostos fenolicos, bem como os
capsaicinoides estdo relacionados com a protecdo da peroxidacao
lipidica.

- Os extratos avaliados pelo ensaio de difusdo em disco ndo
apresentaram atividade antimicrobiana.
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