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RESUMO

ASSIS, M.L.V. M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
Marco de 2014. Determinacdo do Potencial Antioxidante e Quantificacdo de
Compostos Fendlicos por CLAE em acessos de Capsicum baccatum var.
pendulum. Orientadora: Prof. Drd. Daniela Barros de Oliveira.

Os alimentos, por meio de processos naturais estdo sujeitos a uma série de
alteracdes que irdo modificar o seu valor nutricional, diminuindo seu tempo de
prateleira. Desta forma, as industrias alimenticias utilizam-se de aditivos quimicos
sintéticos, como os antioxidantes, para minimizar tais processos. Estudos revelam
0 potencial carcinogénico destes aditivos. Pesquisas em busca de substancias
com potencial antioxidante a partir de produtos naturais vém ganhando espaco.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antioxidante, o teor
de fendis totais e quantificar por CLAE os acidos clorogénico e cafeico, e 0s
flavonoides rutina, quercetina e apigenina em 29 acessos de pimentas da espécie
Capsicum baccatum da colecdo de germoplasma do Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, visando a utilizacdo destes na indastria de alimentos como um
antioxidante natural. Para obtencdo dos extratos os frutos foram submetidos a
refluxo em Soxhlet com etanol 70% (fruto:solvente, 1:10, p/v) por 4 horas. Para a

avaliagdo da atividade antioxidante foi adotado o método fotocolorimétrico do

Xix



radical livre estavel DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil), e os extratos foram avaliados
em concentracbes de 1000, 100 e 10 pg/ml. Sé foi verificada atividade nas
concentracbes de 100 pg/ml e 1000 pg/ml, sendo considerados os melhores
acessos 0s que apresentaram 100% de atividade, estes foram: BRS, 1490, 1495,
1611, 1613, 1629, 1630, 1633, 1639, 1642, 1643a, 1732, 1738, 1797. A
quantificacdo do teor de fendis totais foi feita utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteau e os resultados foram expressos como equivalentes de acido galico
(EAG) por grama de extrato de acordo com o teste de Scott Knott em nivel de 5%
de probabilidade. Foram obtidos 21 grupos (Grupos A-U) estatisticamente iguais,
sendo o grupo A composto pelo melhor resultado, desta forma, verifica-se que no
grupo A se observou apenas o acesso BRS, sendo este o que apresentou maior
teor de fendis totais (985,333 mg EAG/g). Para a quantificacdo dos compostos
fendlicos por CLAE, trabalhou-se com dois gradientes de eluicdo diferentes:
gradiente 1 (agua ultrapura acidificada e acetonitrila) e gradiente 2 (metanol e
agua ultrapura acidificada). A identificacdo e a quantificacdo dos compostos
fendlicos em cada acesso foram feitas comparando-se os tempos de retencao, 0s
espectros de UV e por meio de coinje¢cBes dos padrdes fendlicos comerciais
puros. Os 29 acessos foram comparados em nivel de 5% de significancia, em
cada gradiente, pelo teste de Scott Knott. Nos dois gradientes, verificou-se que o
acido clorogénico foi o padrao fendlico quantificado em maior nimero de acessos
em realacdo aos outros. No gradiente 1, o acesso 1417 (1,5423 mg/g) foi o que
apresentou maior teor de acido clorogénico, o acesso 1490 (0,7422 mg/g), maior
teor de acido cafeico, o acesso 1494 (0,3426 mg/g) maior teor de quercetina e o
acesso 1714 (0,8168 mg/g), maior teor de rutina. No gradiente 2, o acesso 1613
apresentou maior concentracdo de acido cafeico, o 1633 de acido clorogénico e o
acesso BRS maior teor de rutina. O flavonoide apigenina, nao foi identificado e
quantificado em nenhum dos acessos nos dois gradientes. Verificou-se que no
gradiente 1, foi possivel quantificar niveis de padrbes fendlicos avaliados em um
maior numero de acessos, sugere-se que estas diferencas estejam relacionadas
devido a diferencga de polaridade entre o metanol e a acetonitrila e a outros fatores
como viscosidade e faixa de absorcdo no espectro de UV. Sugere-se que 0S
acessos BRS, 1643a, 1611 e 1613, sejam utilizados como antioxidantes naturais
pelas industrias de alimentos, pois se destacam dos demais acessos, por serem

considerados bons antioxidantes e fontes de compostos fendlicos.
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ABSTRACT

ASSIS, M.L.V. M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
March, 2014. Determination of Antioxidant Potential and Quantification of Phenolic
Compounds by HPLC in Capsicum baccatum var. pendulum accessions. Advisor:
Prof. Dr2. Daniela Barros de Oliveira.

Foods, through natural processes are subject to a number of changes that will
alter its nutritional value, decreasing its shelf life. Thus, food manufacturers make
use of synthetic chemical additives such as antioxidants to minimize such
processes. Studies reveal the carcinogenic potential of these additives. Research
in search of new compounds with antioxidant potential from natural products has
been gaining ground. Thus, the objective of this study was to evaluate the
antioxidant activity, total phenolic content and HPLC to quantify the chlorogenic
acid and caffeic, and flavonoids rutin, quercetin and apigenin on 29 accessions of
the species Capsicum peppers baccatum the germplasm collection of the Centre
for Agricultural Sciences and Technology of the State University of North
Fluminense Darcy Ribeiro, aiming to use these in the food industry as a natural
antioxidant.To obtain extracts of fruits were refluxed in a Soxhlet with ethanol 70 %
(fruit: solvent, 1:10, w/v) for 4 hours. For the evaluation of the antioxidant activity
was adopted photocolorimetric method of stable free radical DPPH (1,1-diphenyl-
2-picrilidrazil) , and the extracts were evaluated at concentrations of 1000, 100 and
10 g/ml. Activity was only observed at concentrations of 100 mg / ml and 1000
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g/ml, being considered the best accesses those who showed 100% activity, these
were: BRS, 1490, 1495, 1611, 1613, 1629, 1630, 1633, 1639, 1642, 1643a, 1732,
1738, 1797. Quantification of total phenols was carried out using the Folin-
Ciocalteau and the results were expressed as gallic acid equivalents (GAE) per
gram of the extract according to the Scott Knott test at the 5 % probability. 21
groups (Groups AU) statistically equal (985.333 mg were obtained, with Group A
consisting of the best result, thus it appears that in group A was only observed
BRS access, and this had the highest total phenolic content GAE/g). For
quantification of phenolic compounds by HPLC, we worked with two different
elution gradients: gradient 1 (acidified MilliQ water and acetonitrile) and gradient 2
(methanol and water acidified MilliQ). The identification and quantification of the
phenolic compounds in each access is done by comparing the retention times, and
UV spectra by injection of pure phenolic commercial standards. The 29 accessions
were compared to the 5% level of significance in each gradient by the Scott Knott
test. In both gradients, it was found that chlorogenic acid was measured in the
standard phenolic greater number of accesses in relation to others. The gradient
1, 1417 access (1.5423 mg/g) showed the highest content of chlorogenic acid,
Access 1490 (0.7422 mg/g), higher levels of caffeic acid, access 1494 (0.3426
mg/g) higher content of quercetin and access 1714 (0.8168 mg/g), higher
concentration of rutin. 2 in the gradient, access 1613 showed higher concentration
of caffeic acid, chlorogenic acid and 1633 BRS access higher content of rutin. The
flavonoid apigenin has not been identified and quantified in any of the hits in the
two gradients. It was found that the gradient 1, it was possible to quantify levels of
phenolic patterns evaluated in a larger number of accesses, it is suggested that
these differences are due to polarity relations difference between methanol and
acetonitrile and other factors such as viscosity and absorption band the UV
spectrum. It is suggested that the BRS, 1643a, 1611 and 1613, accesses to be
used as natural antioxidants for the food industries, for stand out from other
accesses because they are considered good sources of antioxidants and phenolic

compounds .
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo do homem em desenvolver métodos eficazes de
preservacdo dos alimentos vem desde a antiguidade. E esta crescente
preocupacao estende-se até os dias de hoje, pois a industria de alimentos,
devido as exigéncias dos consumidores, tem como uma das suas principais
preocupacdes a seguranca alimentar, a qualidade higiénico-sanitaria e
nutricional dos alimentos, além de preocupacfes com a boa aparéncia, visando
sempre desenvolver meios e técnicas eficazes para aumentar o tempo de
prateleira de sua producéo (Zhong e Shahidi, 2012).

Por meio de processos naturais, 0os alimentos estdo em constantes
modificacdes, onde sofrem alteracbes quimicas, como as reacdes de
oxidac0Oes lipidicas por acdo do oxigénio e radicais livres, provocando por sua
vez o aparecimento de sabores e odores desagradaveis, modificacbes do valor
nutricional e a diminuicdo de sua vida de prateleira. No intuito de retardar tais
processos, a industria utiliza diversos tipos de aditivos quimicos sintéticos que
por sua vez, sdo constantemente questionados quanto aos seus possiveis
efeitos negativos a saude. Estudos revelaram que a exposi¢cédo prolongada do
organismo aos compostos sintéticos poderia ocasionar doengas como o0 cancer
(Castelo-Branco e Torres, 2011; Pitaro et al., 2009; Bozkurt, 2006).

Neste contexto, pesquisas em busca de substadncias com potencial
antioxidante, como os compostos fendlicos, originados do metabolismo vegetal,

vém crescendo nos ultimos anos e recebido maior atencdo da comunidade



cientifica, visto que estes compostos constituem um dos maiores grupos de
metabdlitos secundéarios das plantas, sendo responsaveis pela remoc¢édo de
radicais livres, neutralizando espécies reativas de oxigénio e desta forma, séo
de grande importancia para a industria alimenticia, onde atuam principalmente
na conservacao dos alimentos aumentando o tempo de estocagem, reduzindo
as perdas nutricionais e protegendo os alimentos da oxidagdo (Zhong e
Shabhidi, 2012).

Ha um grande interesse em detectar nas espécies vegetais utilizadas
como condimentos, principios ativos que possuam acdo antioxidante e que
possam contribuir para aumentar o tempo de prateleira de alimentos, sendo
estes produzidos sem danos ao meio ambiente e a salde humana (Costa et
al., 2009). Os condimentos, tais como as pimentas e pimentdes do género
Capsicum, muito usados pelos indios e civilizagbes antigas para tornar 0s
alimentos mais agradaveis ao paladar, sdo utilizados para aumentar o tempo
de vida util de alimentos e sdo fontes de antioxidantes naturais como a vitamina
E, vitamina C e carotenoides (Reifschneider, 2000). Estas pimentas também
sdo ricas em capsaicinoides, que sdo compostos responsaveis pelo sabor
pungente ou picante (Carvalho e Biachetti, 2004).

Capsicum baccatum var. pendulum é uma das espécies do género
Capsicum amplamente consumida no Brasil, sendo este o segundo maior
produtor de pimenta do mundo. Porém, existem poucos relatos na literatura
sobre sua composi¢do quimica e principalmente sobre a atividade antioxidante
do extrato bruto (Kollmannsberger et al., 2011; Rodriguez-Burruezo, et al.,
2010; Kappel et al., 2008).

Dessa forma, é importante o aprimoramento de estudos sobre as
pimentas pertencentes ao género Capsicum, no intuito de conhecer melhor sua
composicdo quimica e determinar seu potencial antioxidante para
possivelmente, serem utilizadas para ampliar o tempo de vida de prateleira de
produtos alimenticios, que certamente ird fornecer um produto de melhor
gualidade nutricional.

Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar as
atividades antioxidantes e a composicao de compostos fendlicos, por CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) dos extratos de acessos desta

pimenta.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi quantificar substancias fendlicas por
CLAE dos extratos de acessos de Capsicum baccatum provenientes do
banco de germoplasma do Laboratério de Melhoramento e Genética
Vegetal (LMGV) na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro — UENF/RJ, bem como avaliar o potencial antioxidante dos
diferentes acessos da mesma espécie, visando sua utilizacdo na industria
como um aditivo natural para aumentar o tempo de vida de prateleira de

produtos alimenticios.

2.2 Objetivos especificos

= Preparar os extratos etanélicos das polpas dos frutos de C. baccatum;

= Avaliar a atividade antioxidante dos diferentes extratos preparados a
partir dos frutos de C. baccatum pelo método de captura do Radical Livre
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila);



» Determinar os teores de fendis totais dos extratos pelo método de Folin-
Ciocalteu;

» Quantificar as substancias fendlicas dos diferentes extratos das polpas
dos frutos de C. baccatum por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE).



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Historico da conservagao dos alimentos

Até o periodo Neolitico (idade da pedra polida), ha cerca de 10 mil anos,
o homem cacava e coletava alimentos para satisfazer sua fome imediata, isto
€, consumia apenas alimentos frescos. Nesta época, os alimentos mais
consumidos eram os frutos, as raizes, 0s peixes e 0s insetos, mas mesmo
assim, ja havia necessidade de armazena-los, pois em alguns dias, a caca néo
era tdo boa e em alguns periodos, os alimentos ndo eram abundantes (Pereda,
et al., 2005).

O homem primitivo j4 fazia uso de métodos de conservacao,
como o resfriamento e a secagem. A descoberta do fogo foi um passo muito
importante para uma conservacdo mais eficiente. O homem pendurava sua
caca proximo ao fogo e observou-se que desta forma a caca demorava mais
tempo para entrar em processo de deterioracdo. Surgia, entdo, um novo modo
de conservacao: a defumacao (Dionysio e Meirelles, 2012).

A partir do momento em que a populacdo humana se fixou em uma
regido, onde comecou a plantar e a criar animais, houve uma melhora no
suprimento de comida da comunidade. Essa mudanca na forma de obter o
sustento alterou os habitos alimentares da populagédo, que passou a contar
com um excedente de producdo que poderia ser consumido nos periodos de

escassez. Iniciou-se assim, uma busca incessante do homem por formas de



conservar esses alimentos excedentes e novos tipos de conservacdo foram
surgindo (Dionysio e Meirelles, 2012).

Destaca-se 0 Iimportante papel das especiarias como meios de
conservacao alimenticia. As cozinheiras da época, ja utilizavam o cravo, a
canela, as pimentas e algumas ervas nos seus derivados pratos ndo so pelo
sabor e aroma que os conferia, mas também por serem excelentes
conservantes. As pimentas e 0s pimentdes, em especial, sdo considerados 0s
primeiros aditivos alimentares utilizados pelos povos antigos do México e da
América do Sul, pois além de tornarem os alimentos de sabores mais atrativos,
preservavam 0s mesmos da contaminacgdo por bactérias e fungos patogénicos
contribuindo assim, para a longevidade destas civilizagbes (Reifschneider,
2000).

Muitas dessas especiarias contém em sua composicdo quimica,
compostos fendlicos que possuem propriedades antioxidantes, por terem a
capacidade de doar hidrogénio para radicais livres, tornando esses radicais
estabilizados por ressonancia (Reifschneider, 2000).

O século XIX foi marcado por uma sociedade cada vez mais urbana,
comercial e industrial, onde as populac¢des se distanciavam cada vez mais dos
centros produtivos, tendo dificuldade crescente para alimentar-se. Exceto o
vinho, o0 pdo, o azeite e alguns poucos alimentos que ndo se deterioravam
rapidamente e, como consequéncia, comprometiam o crescimento das cidades
(Dionysio e Meirelles, 2012).

Diante dos progressos cientificos, destaca-se entre seus desafios, o
desenvolvimento de técnicas de conservacao que aumentassem a durabilidade
de géneros alimenticios, como carne e peixes, para que pudessem ser
vendidos a precos baixos (Pereda et al., 2005).

Os tipos de aditivos utilizados para a conservacdo de alimentos nas
industrias sdo os antioxidantes e 0s conservantes. Os antioxidantes séo
substancias que retardam o aparecimento de alteracdes oxidativas nos
alimentos e 0s conservantes aumentam o prazo de validade do produto
impedindo ou retardando as acdes provocadas por micro-organismos ou
enzimas nos alimentos (Ramalho e Jorge, 2006).

Atualmente, com a correria do dia a dia e a falta de tempo da populacéo,

os individuos buscam cada vez mais alimentos industrializados pela facilidade



de preparo, portanto ha uma preocupacao das inddstrias em aumentar o tempo
de prateleira de seus produtos e oferecer o melhor, tanto em qualidade
nutricional, quanto em termos de caracteristicas sensoriais. Surge entdo a
busca incessante por métodos eficazes que retardem reacfes indesejaveis e
gue nao causem qualquer tipo de patologia aos consumidores. Neste contexto,
pode-se citar 0s antioxidantes naturais, que se apresentam como uma

alternativa para muitos casos (Zhong e Shahidi, 2012).

3.2 Antioxidantes naturais e artificiais

De acordo com Halliwell e Gutteridge (1990), o termo antioxidante
refere-se a uma substancia que, quando presente em baixas concentracdes em
comparacgao com os niveis de um substrato oxidavel, significativamente impede
ou inibe a oxidacao deste substrato.

Os lipidios nos alimentos estdo sujeitos a uma série de reacdes
oxidativas que podem levar a modificacfes de suas estruturas, afetando o valor
nutricional destes alimentos e também os padrbes de qualidade, como cor,
odor, sabor e textura, tornando-os improprios para o consumo (Araujo, 2008;
Ramalho e Jorge, 2006).

A oxidacdo lipidica € uma das principais reacdes deteriorativas que
podem ocorrer durante o processamento, a distribuicdo, 0 armazenamento e 0
preparo final dos alimentos. A preservacao de alimentos ricos em lipidios tem
sido um desafio e dentre as varias estratégias empregadas para controlar a
oxidacao, a adicdo de antioxidantes é a abordagem mais eficaz, conveniente e
econdmica (Zhong e Shahidi, 2012).

Os primeiros registros sobre o retardamento das rea¢cdes oxidativas por
certos compostos foram descritos por Berthollet, em 1797, e depois
esclarecidos por Davy Bailey, em 1817 (Ramalho e Jorge, 2006).

Das centenas de compostos que tém sido propostos para inibir a
deterioracdo oxidativa das substancias oxidaveis, somente alguns podem ser
usados em produtos para consumo humano. Na selecdo de antioxidantes, sdo
desejaveis as seguintes propriedades: auséncia de efeitos indesejaveis na cor,

no odor, no sabor e em outras caracteristicas do alimento; eficacia em baixas



concentracbes (0,001 a 0,01%); compatibilidade com o alimento e facil
aplicacdo; estabilidade nas condi¢cdes de processo e armazenamento, e a
substancia e seus produtos de oxidacdo ndo podem ser toxicos, mesmo em
doses muitos maiores das que normalmente seriam ingeridas no alimento.
Além disso, na escolha de um antioxidante deve-se considerar também outros
fatores, incluindo legislacdo, custo e preferéncia do consumidor por
antioxidantes naturais (Ramalho e Jorge, 2006; Rafecas et al.; 1998)

A Resolucdo n° 04 de 24/11/88 relaciona um total de 13 aditivos
permitidos classificados como antioxidantes, possiveis de serem adicionados
em aproximadamente 40 a 50 alimentos (Ministério da Saude, 1988). Os
antioxidantes mais empregados s&o o butil-hidroxi-tolueno (BHT), butil-hidroxi-
anisol (BHA) e em alguns casos, 0 acido citrico (Figura 1). Estes agentes
antioxidantes tendem a estabilizar os acidos graxos em alimentos através da
reacdo com radicais livres, quelando ions metélicos e interrompendo a fase de

propagacao da oxidacao lipidica.
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Figura 1: Estrutura dos antioxidantes artificiais BHA, BHT e do Acido Citrico.

Estudos toxicolégicos tém demonstrado a possibilidade destes
antioxidantes apresentarem algum efeito téxico (Naveena, et al., 2008; Nunez
el al., 2008; Raghavan e Richards, 2007). Algumas organizac¢des, como a Joint
Expert Committee on Food Aditives (JECFA) da Food and Agriculture
Organization (FAO) e World Health Organization (WHO), tém alterado nos
altimos anos a ingestdo diaria aceitavel (IDA) destas substancias, de acordo

com o resultado de algumas pesquisas cientificas (Bozkurt, 2006).



A partir do inicio dos anos 80 o interesse na busca por antioxidantes
naturais para o emprego em produtos alimenticios ou para uso farmacéutico
tem aumentado consideravelmente, com o intuito de substituir antioxidantes
sintéticos, os quais tém sido restringidos devido ao seu potencial de
carcinogénese, bem como pela comprovacédo de diversos outros males como
aumento do peso do figado e significativo aumento do reticulo endoplasmatico
(Degéspari, 2005; Melo e Guerra, 2002).

Segundo Kikuzaki e Nakatani (1989), extratos naturais sdo mais efetivos
até que alguns antioxidantes sintéticos. Em determinadas espécies de plantas
sdo encontrados compostos que apresentam poder antioxidante, o que é
atribuido principalmente a compostos fendlicos.

A substituicdo dos antioxidantes sintéticos por antioxidantes naturais,
além de apresentar vantagens em relacdo a saude dos consumidores, se
mostra também vantajoso na funcionalidade industrial, visto que, a maior
solubilidade dos antioxidantes naturais tanto em 4gua como em 06leo, se torna
atil na preparacdo de emulsdes ou em outras formulacfes necessarias para a
utilizacdo em alimentos industrializados (Dorko, 1994).

Portanto, ao selecionar um antioxidante natural para ser utilizado em um
produto alimenticio, deve-se também avaliar o impacto causado sobre a
qualidade deste produto, de forma que sua aplicabilidade nao interfira nas
caracteristicas sensoriais e na qualidade nutricional destes produtos, para que
se alcance a qualidade desejada pelos consumidores (Karre et al., 2013).

Os antioxidantes naturais sdo moléculas presentes nos alimentos, em
pequenas concentracdes. Desse modo, sdo capazes de reduzir a velocidade
das reacbes de oxidagdo de vérias substancias, desta forma, as frutas, os
vegetais, 0s cereais e as especiarias tém despertado o interesse de muitos
pesquisadores por apresentarem tais compostos de acdo antioxidante em suas
composic¢des (Antioxidantes Naturais, 2012).

Os antioxidantes naturais protegem as moléculas contra a acdo de
radicais livres que iniciam e perpetuam a oxidagdo, consistem na principal
forma de degradacdo de substancias (Castelo-Branco et al.,, 2011). Como
exemplo de antioxidantes naturais podem ser citados as vitaminas C e E, os

taninos, os flavonoides, os carotenoides, entre outros (Zhong e Shahidi, 2012).
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3.3 Radicais livres (RL) X Antioxidantes

As reacgfes de oxidacdo também promovem a degradacdo de vitaminas
lipossoluveis e de acidos graxos essenciais, que provocam alteracdes que irdo
afetar ndo s6 a qualidade nutricional, mas também a integridade e seguranca
dos alimentos, através da formacdo de compostos poliméricos potencialmente
toxicos, que podem possuir em suas moléculas elétrons desemparelhados
(espécies radicalares) (Araujo, 2008; Ramalho e Jorge, 2006).

De acordo com Araujo (2008), os radicais livres sdo substancias
quimicas que apresentam numero impar de elétrons, sendo, portanto,
altamente energéticos e instaveis; podem ser formados pela acéo direta de
alguma fonte de energia externa, como luz, calor e radiacdo. Essa energia
externa, ao atingir o atomo, faz com que um elétron seja removido de seu
orbital. Esses radicais livres que possuem o elétron desemparelhado e
centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados espécies
reativas de oxigénio (EROSs) ou espécies reativas de nitrogénio (ERNS).

O termo oxidacao de lipidios refere-se a uma série de rea¢des quimicas
complexas, que envolvem acidos graxos insaturados e oxigénio (Figura 2).
Essas reacgdes sao divididas em trés etapas denominadas fase inicial, fase de
propagacdo e fase terminal. Na fase inicial ocorre a formacdo dos radicais
livres devido a retirada de um hidrogénio de uma molécula de acido graxo
insaturado. Para que este processo ocorra € necessaria a presenga nos
alimentos de variados iniciadores, tais como peroxidos, ions metdlicos de
transicao, luz UV e enzimas (Araujo, 2008; Toledo et al, 1985).

O radical livre formado reage com o oxigénio formando o radical peroxil,
gue por sua vez, sao altamente reativos passando a atuar como propagadores
de um processo autocatalitico. A fase terminal ocorre quando ha interacao de
dois radicais livres formando um néo radical, finalizando assim sua participacéo
na reacgao (Araujo, 2008; Toledo et al, 1985).
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RH—-R+H Iniciacao
R + O, - ROO Propagacéo

ROO + RH —- ROOH + R’

ROO + R° — ROOR
ROO + ROO" — ROOR + O, Término
R +R —-RR

Figura 2: Etapas da autoxidacao lipidica (RH- Acidos insaturados; R’ - Radical
Livre; ROO" - Radical peréxido e ROOH — Hidroperéxido) Fonte: (Ramalho e
Jorge, 2006).

Durante a oxidagdo dos lipidios, ocorrem simultaneamente diversas
reacoes de decomposicao que levam a formacdo de compostos de baixo peso
molecular como aldeidos, cetonas, alcoois e hidrocarbonetos. Visto que, alguns
destes produtos sao volateis, contribuem para a formacdo do odor
caracteristico associado a oxidacao dos lipidios (Porter, 2013; Pratt et al , 2011;
Frankel , 1991; Frankel , 1984).

Desta forma, a oxidacdo basicamente envolve a adicdo de um atomo de
oxigénio ou a remocdo de um atomo de hidrogénio das moléculas que
constituem os alimentos (Araujo, 2008; Pereira, 2008). Os radicais oriundos do
oxigénio, do nitrogénio e os nao radicais podem ser observados na tabela 1.
Esses radicais sdo o0s principais responsaveis pelas reacfes de oxidacdo de
lipidios, proteinas, carboidratos e vitaminas em alimentos (Araujo, 2008).

Entdo, é comum o uso de substancias antioxidantes que, quando
presentes em concentracfes ideais em relacdo aos substratos oxidaveis,
inibbem ou atrasam significativamente os processos oxidativos (Vicentino e
Menezes, 2007).
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Tabela 1 — Principais espécies redoxiativas

Espécies redoxiativas de oxigénio

Radicais N&o radicais

Anion superéxido (02") Peréxidos de hidrogénio (H,05)
Hidroxil (HO') Ozbnio (O3)

Peroxil (ROO) Oxigénio singlete (*O.)

Alcoxil (RO)

Hidroperoxil (HOO))

Espécies redoxiativas de nitrogénio

Radicais N&o radicais
Oxido nitrico (NO) Peroxinitrito (ONOQ")
Diéxido de nitrogénio (NO3) Alquil peroxinitrito (ROONO)

Fonte: adaptado de Aradjo, 2008.

Estes podem ser naturais ou artificiais, 0s naturais como os terpenoides,
as saponinas, os flavonoides, entre outros, podem ser extraidos de inUmeras
familias botanicas, como a Lamiaceae, a Solanaceae, a Labiatae e a
Passifloraceae dentre outras.

Os antioxidantes fendlicos podem atuar como sequestradores de
radicais livres e algumas vezes como quelantes de metais, agindo tanto na
etapa de iniciagdo como na propagacao do processo oxidativo. A eficacia dos
antioxidantes fenodlicos esta ligada a presenca de grupos volumosos ha
molécula de fenol pelo seu efeito estérico e estabilizante nas estruturas de
ressonancia dos radicais (Laguerre et al., 2007).

As espécies do género Capsicum (Solanaceae) que se destacam por
apresentarem grande relevancia econémica, apresentam em sua cOmposi¢ao
quimica substancias com potencial antioxidante, tais como os carotenoides, o
acido ascorbico, os compostos fendlicos, a vitamina A e os tocoferois, sendo
gue estes niveis de compostos podem variar de acordo com o estagio de
maturacdo e com o genaotipo (Davis et al., 2007).

Sendo assim, ressalta-se a importancia de estudos mais detalhados

sobre o teor de compostos fendlicos em espécies de Capsicum baccatum
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(Solanaceae), visto que tais compostos apresentam grande importancia para
inibir os processos de oxidacoes lipidicas em alimentos, além de considerar-se
a abundéancia desta espécie em nosso continente, pois se tem notado um
aumento da popularidade das pimentas entre os consumidores, prova disto €
que a presenca desses vegetais tem sido cada vez mais frequente nos

supermercados (Conforti et al., 2007).

3.4 Descricao Botanica de Capsicum baccatum

As espécies de pimentas do género Capsicum (do grego Kapto, significa
morder, picar), tém origem no continente americano e pertencem a familia
Solanaceae, como também o tomate, a batata, a berinjela e o jil6 (Castro et al.,
2011). As pimentas sdo vegetais muito valiosos, e seu consumo aumentou em
18% dentre os anos de 2002 a 2006 (Mccarty, 2008), sendo estas, muito
conhecidas em vérias partes do mundo devido a sua cor, ao sabor, a

pungéncia e ao aroma (Sousa et al., 2006; Pruthi, 1980).

A familia Solanaceae é composta por mais de 3.000 espécies e destaca-se
por suas espécies serem consideradas por muitos pesquisadores e
consumidores, importantes fontes alimenticias sendo, portanto foco de muitas
pesquisas cientificas e de grande interesse econémico, visto que as espécies
deste género estdo dominando o comércio das especiarias picantes em Varios

paises de clima tropical, subtropical e temperado (Mueller et al., 2005).

Dentre as mais de 200 variedades do género Capsicum, cinco principais
espécies sdo domesticadas e largamente cultivadas e utilizadas pelo homem,
no continente americano, incluindo o Brasil: Capsicum annuum; C. bacccatum;
C. chinense; C. frutescens e C. Pubescens (Tabela 2). O centro de origem das
pimentas do género Capsicum é o continente americano, elas se desenvolvem
em regides tropicais e temperadas por todo o mundo, e sdo utilizadas tanto

como especiarias quanto como hortalicas (Bae et al., 2012).
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Tabela 2- Algumas das espécies do género Capsicum

Algumas espécies do género Capsicum

Capsicum annum
Capsicum baccatum
Capsicum abbreviatum
Capsicum breviflorum
Capsicum buforum
Capsicum brasilianum
Capsicum campylopodium
Capsicum cardenasii
Capsicum chacoense
Capsicum chinense
Capsicum chlorocladium
Capsicum ciliatum

Capsicum coccineum

Capsicum cornutum
Capsicum dimorphum
Capsicum dusenii
Capsicum eximium
Capsicum exile
Capsicum fasciculatum
Capsicum fastigiatum
Capsicum flexuosum
Capsicum frutescens
Capsicum galapagoense
Capsicum geminifolium
Capsicum hookerianum

Capsicum lanceolatum

Capsicum leptopodum
Capsicum lycianthoides
Capsicum luteum
Capsicum minutiflorum
Capsicum mirabile
Capsicum mositicum
Capsicum parvifolium
Capsicum pubescens
Capsicum schottianum
Capsicum scolnikianum
Capsicum tetragonum
Capsicum tovarii

Capsicum villosum

[ ] Principais espécies cultivadas do género Capsicum no continente
americano, inclusive no Brasil.

O género Capsicum apresenta grande variacdo morfolégica, com frutos

de tamanhos, formatos, cores e grau de pungéncia (ardéncia, caracteristica

conferida pela presenca de capsaicinoides,

variados (Carvalho e Biachetti, 2004).

principalmente capsaicinas,

A coloracédo do fruto maduro é geralmente vermelha, podendo variar

desde amarelo-leitoso ao roxo ou preto. O formato varia com as espécies,
existindo frutos alongados, arredondados, triangulares ou cénicos, quadrados e
campanulados. Por observacdo de determinadas caracteristicas e usos, sao
separados e classificados popularmente como pimentas e pimentdes. Assim,
0s pimentdes apresentam frutos grandes e largos (10-21 cm de comprimento X
6-12 cm de largura), formato quadrado a conico, paladar ndo pungente (doce).

As pimentas apresentam, em sua maioria, frutos menores que 0s pimentdes,
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formatos variados e paladar predominantemente pungente (Carvalho e
Biachetti, 2004).

As pimentas do género Capsicum, sdo largamente utilizadas
industrialmente como corantes, aromatizantes, componentes de molhos, sopas,
carnes processadas, doces e em bebidas alcodlicas (Kollmannsberger et al.,
2011; Pino et al., 2007). Os frutos de pimenta podem ser consumidos (em
estagios maduros e imaturos) frescos, secos, em conserva ou na forma de
molhos de pimenta e sdo também muito utilizados na medicina tradicional,
devido a suas propriedades antimicrobianas e sedativas (Otero et al, 2000;
Cichewicz e Thorpe, 1996).

O Brasil € um dos maiores produtores de pimentas do género Capsicum
do mundo. No ano de 2005, as pimentas deste género foram dentre os
vegetais, o segundo mais exportado no pais, com um volume de exportacdo de
9.222 toneladas (Embrapa, 2005).

A espécie Capsicum baccatum apresenta-se sob duas formas:
Capsicum baccatum var. baccatum (Cumari) e Capsicum baccatum var.
pendulum. A espécie Capsicum baccatum var. pendulum, popularmente
conhecida como pimenta “dedo de mog¢a” ou pimenta “Cambuci” € amplamente
difundida na América do Sul, inclusive no Brasil, principalmente nas regides sul
e sudeste (Bogusz, et al, 2012).

Os célices dos frutos maduros sdo evidentemente dentados e nao
possuem constricdo anelar na juncdo do pedicelo. Os frutos (Figura 3) sao do
tipo baga, podendo apresentar varias formas e cores, geralmente quando
imaturos possuem a coloracdo verde e quando maduros a coloragcdo vermelha
podendo variar. Com relacdo a polpa, esta apresenta consisténcia firme e as
sementes se caracterizam pela coloracéo cor de palha. Suas flores (Figura 4)
sao isoladas, pequenas, hermafroditas e se apresentam de uma a duas por né.
Na antese, os pedicelos sdo geralmente eretos. A corola € branca e sempre
apresenta um par de manchas amarelas ou esverdeadas na base de cada lobo

das pétalas e as anteras sdo amarelas (Carvalho e Biachetti, 2004).
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Figura 3: Fruto de Capsicum baccatum var. pendulum

Figura 4: Flor de Capsicum baccatum var. pendulum.

3.5- Composicédo quimica

As espécies do género Capsicum além de serem utilizadas como
especiarias, apresentam também diversas aplicacdes terapéuticas como para o
tratamento de artrite, reumatismo, dor de estdmago, erupcbes na pele,
mordidas de cobra, no tratamento de feridas, entre outras (Meghvansi et al.,
2010).

Estas diversas aplicacbes sdo atribuidas devido a presenca de uma
grande variedade de substancias quimicas em sua composi¢ao, dentre elas
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destacam-se os compostos com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias
(Hervert-Hernandez et al., 2010), tais como os carotenoides (Deli et al., 2001),
0s capsaicinoides (Pino et al, 2007; Ochi et al, 2003; Kirschbaum-Titze et al.,
2002; Rosa et al., 2002), os compostos fendlicos, principalmente o0s
flavonoides (Figura 5), dentre eles a quercetina (Figura 6-a), pertencente a
subclasse dos flavondis, contendo uma hidroxila na posi¢cdo 3 e carbonila na
posicdo 4 do anel C e a luteolina (Figura 6-b), que pertence a subclasse das
flavonas, contendo apenas carbonila na posicdo 4 (Kappel et al., 2008;
Materska e Perucka, 2005; Marin et al., 2004; Howard et al., 2000).

Figura 5: Estrutura basica dos flavonoides.

Os flavonoides constituem uma importante classe de polifendis,
presentes entre os metabdlitos secundarios dos vegetais. O termo “fendlico” ou
“polifenol” pode ser definido como sendo uma substancia que tem um ou mais
ndacleos arométicos contendo substituintes hidroxilados e/ou seus derivados
funcionais (ésteres, metoxilas, glicosideos e outros) (Harborne, 1994).

De acordo com as caracteristicas quimicas e biossintéticas, sao
separados em diversas subclasses: Chalconas, Flavondis, Flavonas,
dihidroflavonoides (Flavanonas e Flavanondis), Antocianidinas, Isoflavonoides
(isoflavonas, isoflavononas, isoflavenos e 3-aril-cumarinas), Auronas,

Neoflavonoides, Biflavonoides, entre outros.
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Figura 6: Duas das subclasses dos flavonoides. (6-a) Estrutura da Quercetina;

(6-b) Estrutura da Luteolina.

A pungéncia ou picancia das pimentas deve-se a presenca dos

capsaicinoides (Figura 7) que sdo os compostos mais estudados das pimentas.

Sao amidas de vanilamina (4-hidroxi-3-metdxi-benzilamina) e acidos saturados

ou insaturados. Este grupo apresenta mais de dez compostos conhecidos,

contudo a capsaicina {N-[(4-hidroxi-3-metéxi-fenil)metil]-8metilnon-6-enamida}

€ a mais descrita na literatura. Tais compostos sdo encontrados na placenta

dos frutos de pimentas e 0s que ocorrem em maior quantidade sédo a

capsaicina, a diidrocapsaicina e a nordiidrocapsaicina (Carvalho et al., 1999;

Devis et al, 2007).
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Figura 7: Estrutura quimica de alguns capsaicinoides que ocorrem em maior
quantidade no género Capsicum.

Algumas pesquisas mostram que pimentas cultivadas no periodo que
compreende a primavera e 0 verdo sao mais pungentes do que as cultivadas
no periodo do outono e inverno. Tal fenbmeno ocorre devido a fatores de
estresse que afetam a sintese de capsaicinoides (Kirschbaum-Titze et al.,
2002).

O conteudo de capsaicinoides também sofre interferéncia em relacdo ao
processo de amadurecimento. E este fato de haver maior ou menor contetdo
de capsacinoides pode proporcionar interferéncias na dispersdo das sementes,
ja que conteudos elevados destes compostos resultam em frutos mais
pungentes. Com isso, a capsaicina desencoraja a maioria dos dispersores,
sendo os passaros um dos poucos animais indiferentes a estes compostos,
portanto os maiores dispersores destas sementes (Tewksbury e Nabhan,
2001).

Estudos conferem a capsaicina, dentre outras atividades, propriedades
anti-inflamatorias (Surh et al., 2002) e antioxidantes (Ganji e Kafai, 2004; Surh

et al.,, 2002), além de efeito quimiopreventivo (Surh et al., 2002; Lee et al.,
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2005) e efetivos no tratamento de dor associada com artrite, cistite e neuropatia
diabética (Nuez, 1995).

As pimentas do género Capsicum séo fontes de antioxidantes naturais,
tais como a vitamina C (Figura 8), vitamina A (Figura 9), vitamina E (Figura 10)
e carotenoides.

A vitamina C (acido ascoérbico) é muito consumida pelos seres humanos,
sendo também adicionada a muitos produtos alimentares para inibir a formacgéo
de metabdlitos nitrosos carcinogénicos (Moraes e Colla, 2006). Ja a vitamina E
€ a principal vitamina antioxidante transportada na corrente sanguinea pela
fase liquida das lipoproteinas, € um componente dos 6leos vegetais e atua na
protecdo dos lipidios no processo de peroxidacdo. Suas propriedades

antioxidantes séo estudadas ha aproximadamente 60 anos (Cerqueira, 2007).

Figura 8: Estrutura quimica da Vitamina C.

N xR xR X

OH

Figura 9: Estrutura quimica da Vitamina A.
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Figura 10: Vitamina E (a-tocoferol)

A pimenta Capsicum baccatum var. péndulum é amplamente consumida
no Brasil, e ha poucos relatos na literatura sobre, no que diz respeito a sua
composicao de carotenoides (Figura 11), flavonoides, bem como a atividade
antioxidante do seu extrato bruto (Kollmannsberger et al., 2011; Rodriguez-

Burruezo et al., 2010; Kappel et al., 2008).

NG e N N ™
HO
Criptoxantina
OH
NG G e N ™ N
HO'
Zeaxantina

N XYYNTXYTXYTXYN

B-caroteno

Figura 11: Estrutura quimica de alguns carotenoides presentes em Capsicum
baccatum.
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Os carotenoides sdo amplamente encontrados em plantas e sdo os
responsaveis pela cor de frutas e vegetais. S&o isoprenoides, constituidos
geralmente por 8 unidades de isopreno, formando uma grande cadeia de
polieno que pode conter de 2 a 15 duplas ligacdes conjugadas, permitindo a
configuracéo cis e trans (Fraser e Bramley, 2004). Atuam no sistema de duplas
ligacdes conjugadas, facilitando a captacéo de radicais livres, principalmente o
radical alquilperoxila (Tapiero et al., 2004).

Os pigmentos, como o licopeno e o -caroteno, por exemplo, funcionam
como antioxidantes naturais e tém capacidade de proteger membranas, DNA e
outros constituintes celulares contra danos oxidativos (Gomes, 2007).

Em um estudo preliminar realizado por Spiller et al., (2008), sobre a
atividade antioxidante do extrato bruto de Capsicum baccatum, foi possivel
avaliar o conteudo de fendis totais, flavonoides e a presenca de capsaicina.
Mais recentemente, no trabalho de Zimmer et al., (2012), também foi possivel
avaliar teores destes mesmos compostos, embora ndo tenham encontrado
concentracfes de rutina e quercetina, foi possivel relacionar o teor de fendis
totais com a atividade antioxidante deste extratos a partir de frutos e sementes
de Capsicum baccatum por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),

A rutina (Figura 12) destaca-se por apresentar grande importancia
terapéutica em melhorar a resisténcia e permeabilidade dos vasos capilares,
além de se destacar por sua atividade antioxidante, anti-inflamatoéria e
anticarcinogénica. E um flavonoide pertencente a subclasse dos flavondis que
tem sido muito pesquisada e os resultados vém atraindo constantemente as

industrias farmacéuticas (Pedriali, 2005).

HO
0 OH
0
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o) }
0 OH
HO | ho OH
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Figura 12: Flavonoide rutina
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Manach et al., (1997) demonstraram que a rutina foi completamente
hidrolisada por glicosidases produzidas pelas enterobactérias dando origem a
quercetina 3-glicosidica e a quercetina aglicona.

Segundo os estudos de Afanas'ev et al. (1989), que pesquisaram a
atividade antioxidante da rutina e da quercetina, concluiu-se que estes
flavonoides possuem uma acéo terapéutica em patologias que envolvam
radicais livres, e ndo séo toxicos, em especial a rutina.

Ainda nos estudos de Zimmer et al., (2012), foi observado que os frutos
de Capsicum baccatum apresentaram maior teor de flavonoides e compostos
fendlicos do que as sementes, e esses conteldos podem ser correlacionados
com a atividade antioxidante pelo método fotocolorimétrico do radical livre
estavel DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila).

Nos dados verificados nas analises por CLAE por Kappel et al., (2008) a
partir da espécie Capsicum baccatum, foi demonstrada a presenca de
compostos fendlicos como a rutina, o acido cafeico (Figura 13) e o clorogénico,
na maioria dos extratos avaliados, sendo que para esta mesma espécie nao foi
verificada a presenca de capsaicina, onde diferencas como estas, podem ser
atribuidas de acordo com a variedade, com o grau de maturacdo da planta,
bem como sua origem geogréfica e os tipos de métodos analiticos de extracdo

utilizados (Zimmer et al., 2012).

HO \

OH

HO

Figura 13: Estrutura quimica do acido cafeico.

Wahyuni et al., (2011), ao analisar a biodiversidade metabdlica de 32

acessos de espécies do género Capsicum, observaram novamente a presenca
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dos flavonoides quercetina, luteolina e poucos resquicios de apigenina (Figura

14), além de carotenoides, capsaicinoides e vitaminas como A, C e E.

OH

HO, o

OH

Figura 14: Estrutura quimica da apigenina.

Portanto, vale ressaltar que nesta espécie de pimentas, segundo
trabalhos anteriores, jA foram identificados, dentre outros compostos nao
citados, os carotenoides, os capsaicinoides, as vitaminas A, C e E, além dos
compostos fendlicos, como por exemplo, os flavonoides e alguns acidos
fendlicos. E estes compostos em relacdo a abundancia, de acordo com as

citacOes na literatura podem ser dispostos conforme a Figura 15.

M Carotenoides
Capsaicinoides
W Vitaminas

W Compostos Fendlicos

Figura 15: Gréafico representando a porcentagem dos compostos mais
encontrados em Capsicum.



25

Observa-se que os carotenoides constituem a classe de compostos
majoritarios em pimentas desta espécie, seguidos dos capsaicinoides, das
vitaminas e dos compostos fendlicos, que por sua vez sdo minoritarios, porém
ainda assim, ressalta-se a importancia de se determinar os teores destes
compostos, frente aos seus ja citados potenciais antioxidantes.

Conforme, poOde-se observar nos demais trabalhos citados, a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) tem sido a técnica mais
empregada na quantificacdo e identificacdo de compostos fendlicos, por ser
uma técnica eficiente ao realizar separacfes e analises quantitativas de uma
grande quantidade de substancias em poucos minutos, com alta resolucao,
eficiéncia e sensibilidade.

3.6- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A primeira andlise em um cromatégrafo liquido automatico com
gradiente de eluicdo foi descrito por Moore et al., (1958). Mas, foi somente a
partir dos anos 70 que se conseguiu um avanco consideravel nas técnicas
cromatograficas, conseguindo-se o nivel de sofisticacdo que a CLAE apresenta
atualmente, devido ao revolucionario desenvolvimento tecnol6gico da pratica
deste tipo de cromatografia (Skoog et al., 2002; Spackman et al., 1958).

O avanco foi mais significativo quando se tornou possivel a construcao
de colunas recheadas com particulas cada vez menores, necessérias para uma
alta resolucéo e tornou-se também possivel se adquirir equipamentos capazes
de trabalhar em altas pressdes, necessarias para se obter uma boa velocidade
de eluicédo (Skoog, et al., 2002).

A Cromatografia € uma das técnicas mais empregadas em diversas
industrias como alimenticias, farmacéuticas, petroquimicas e laboratérios de
analises clinicas, etc., onde frequentemente é necessario purificar, isolar ou
qguantificar substancias de misturas muito complexas. Sendo esta a técnica
mais apropriada para uma separacao mais eficiente de extratos brutos como
também para controlar a pureza final de compostos isolados (CRQ, 2010).

A técnica consiste em separar diversos constituintes de uma mistura

seja para quantificacdo ou identificacdo de compostos. A separacdo da-se por
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meio de uma fase estacionaria, em que a amostra é carreada por intermédio de
um fluido denominado fase movel (Skoog, et al., 2002; Simpson, 1978).

A fase estacionaria é constituida de colunas em ago inox muito mais
estreitas que as convencionais, apresentando diametro interno em torno de 2 a
5 mm, empacotadas com particulas muito pequenas (3-10 ym). A fase mével,
por sua vez, circula sob alta pressao ao longo da coluna com fluxo controlado.
Esta alta presséo permite analises mais rapidas e o uso de fases estacionarias
constituidas por particulas cada vez menores permite uma elevada eficiéncia
na separacao (Skoog et al., 2002; Simpson, 1978).

De acordo com o tipo do recheio da coluna, pode-se dizer que a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia pode ser dividida em dois grupos: em
fase normal e em fase inversa. Na cromatografia em fase normal tem-se uma
fase estacionaria polar e consequentemente uma fase moével apolar. As
separacbes em fase inversa tem-se uma fase estacionéria apolar e uma fase
movel polar, este sistema se baseia em forcas atrativas entre solutos néo
polares e grupos funcionais ndo polares ligados a um suporte de silica (Gomes,
2010).

ApGs a amostra ser introduzida no sistema cromatogréafico, seus
componentes se distribuem entre as duas fases e de acordo com a interacao
entre estes componentes da-se a separacdo dos constituintes analisados e o
detector regista o resultado na forma de um cromatograma como pode ser visto
na Figura 16 (Simpson, 1978).

Desta forma, o cromatograma (Figura 17) é a resposta do detector na
forma de gréfico, representando assim, a concentracdo do analito no efluente
em func&o do tempo ou do volume de eluicdo. Sendo que, as substancias com
maior afinidade com a fase estacionaria movem-se mais lentamente, ja as
substancias com pouca afinidade com a fase estacionaria movem-se mais
rapidamente. Assim, pode-se dizer que, nas cromatografias em fase reversa,
0S compostos apolares permanecem mais fortemente retidos na fase

estacionéaria do que na fase movel (Gomes, 2010; CRQ, 2010).
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DETECTOR
COLUNA CROMATOGRAFICA FLUXO o
_—

CROMATOGRAMA

SINAL

TEMPO

Figura 16: Amostra sendo eluida através da coluna, chegando ao detector e
emitindo o cromatograma.

Fonte: < http://mww.crg4.org.br/smsf/files/file/conceitos_hplc_2010.pdf>.
Acessado em 16 de dezembro de 2013.

Em relagdo a composicdo da fase moével em uma andlise
cromatografica, tem-se que quando a concentracdo da fase movel € alterada
ao longo de uma corrida cromatografica, trata-se de uma eluicdo em gradiente.
Nos casos em gque a concentracdo da fase mével se mantém constante durante

toda a analise o tipo de eluicdo é conhecido como isocrético.

resposts do detector

Figura 17: Esquema geral de um cromatograma e seus componentes.
Fonte: Gomes, 2010
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Véarios parametros de um cromatograma caracterizam 0 processo de
separacao das substancias de uma mistura. Dentre estes parametros pode-se
citar (Gomes, 2010):

e to (tempo morto da coluna): é o tempo em que um soluto que néo foi
retido na coluna demora para ser eluido, ou seja, € quanto demora para
sair um soluto que néo possui afinidade pela coluna;

e tr (tempo de retencdo): é o quanto demora um soluto a ser totalmente
eluido da coluna (t; e t; na Figura 17);

e Wy, : largura do pico a meia altura;

e w (largura do pico): resultante da intersecdo das duas tangentes aos
pontos de inflexdo do pico;

o k= (tr — tg) / to =(t'r / to) (fator de retencdo): € um parametro
termodindamico que fornece uma medida relativa do tempo em que o
analito permanece na fase estacionaria e na fase movel.

Sao inimeras as vantagens da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
dentre elas, cabe ressaltar que sédo obtidos tempos de retengcdo mais curtos e
consequentemente maiores nimeros de analises por espaco de tempo, e por
utilizar menor quantidade de fase mével, permite a utilizacdo de solventes
toxicos, caros ou até mesmo raros (Simpson, 1978).

Além disto, esta técnica ainda pode estar acoplada a uma série de
detectores, fornecendo uma separacdo ainda mais eficiente e fornecendo
informacdes valiosas sobre a formula estrutural dos compostos, contemplando
sua eficacia na identificacdo de compostos. Dentre estas formas de
acoplamento, destaca-se o acoplamento ao Espectrometro de Massas (LC/Ms)
e ao Ultravioleta (LC/UV), que séo técnicas que fornecem informagdes muito
mais valiosas e em curto espaco de tempo, quando comparadas a
Espectrometria de Massas e ao sistema Ultravioleta isoladamente, ou seja, em
se falando de produtos naturais, o acoplamento permite uma completa
caracterizagdo espectroscopica de diferentes metabdlicos de uma mistura
complexa em uma Unica analise.

Devido a estas inumeras potencialidades, a Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia (CLAE), tem sido nos ultimos anos a técnica mais empregada na
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analise de compostos fendlicos, principalmente os flavonoides e suas demais
subclasses (Dutra e Ribani, 2009).

Os flavonoides sdo o grupo de compostos fendlicos mais encontrados
em plantas e vegetais e sdo consideravelmente citados na literatura, devido
aos seus beneficios proporcionados a saude humana, dentre eles destaca-se
seu potencial antioxidante e suas propriedades biol6gicas (Androutsopoulos et
al, 2010; Lisa et al , 2010; Plochmann et al, 2007; Boue et al, 2003).

Ha registros de que a técnica de CLAE foi utilizada pela primeira vez
para a determinacao de flavonoides em 1976 por Fischer e Wheaton (Bruggink,
2000). Posteriormente, diversas outras técnicas foram propostas para a
separacdo e determinacdo de flavonoides e compostos fendlicos em geral
(Bruggink, 2000).

As andlises que envolvem este tipo de compostos sdo realizadas
normalmente em colunas de fase inversa C18, e as diferencas nas
caracteristicas dos métodos de identificacdo e quantificacdo estdo associadas
com o sistema de deteccéao e eluicdo (Gomes, 2010).

Sendo assim, este trabalho objetiva comparar os compostos fendlicos
dos acessos de Capsicum baccatum, bem como sua capacidade antioxidante,
para avaliar qual dos acessos da espécie vegetal possui melhor correlacdo, o
gue podera justificar o uso deste vegetal na industria de alimentos com o intuito

de aumentar o tempo de vida de prateleira de alguns produtos alimenticios.
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos relacionados foram realizados no Laboratério de
Tecnologia de Alimentos (LTA), do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias (CCTA), pertencente a Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes, RJ.

4.1 Material vegetal

As sementes inicialmente foram depositadas na casa de vegetacao da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, sob supervisdo da
Prof.2 Dr2 Rosana Rodrigues do Laboratério de Melhoramento Genético
Vegetal (LMGV). Os frutos maduros foram retirados da planta e acondicionados
em sacos de papel devidamente identificados, onde seguiram para as analises
no Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA) do Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuéarias (CCTA).

O material vegetal foi constituido de 29 acessos de Capsicum baccatum
e um genotipo testemunha (BRS- Mari) da colecdo de germoplasma do Centro
de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (Tabela 3 e Figura 18).

A semeadura foi realizada em bandejas de isopor (poliestireno) de 200

células preenchidas com substrato comercial (Basaplant). Quando
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apresentaram 2 pares de folhas definitivas foram transplantas para copos
plasticos e apds 30 dias foram transplantadas para vasos plasticos de 5 L de
capacidade.

A adubacdo e os demais tratos culturais foram realizados conforme as

recomendacdes de manejo usual para a cultura (Filgueira, 2008).
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Tabela 3 - Dados de passaporte dos 29 acessos de Capsicum baccatum que foram estudados, pertencentes ao banco de
germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

N° UENF Espécie Variedade ou cultivar Procedéncia
i Pimenta UFLA — MG
1417 Capsicum baccatum
_ Pimenta Coleta — RJ
1490 Capsicum baccatum
_ Pimenta Coleta — RJ
1492 Capsicum baccatum
_ Pimenta Coleta — RJ
1494 Capsicum baccatum
_ Pimenta Coleta — RJ
1495 Capsicum baccatum
) Pimenta Coleta— RJ
1500 Capsicum baccatum
. Pimenta Duas Barras — RJ
1573 Capsicum baccatum
1584 Capsicum baccatum Pimenta Rio das Ostras
. Pimenta Vicosa — MG
1611 Capsicum baccatum
. Pimenta Vicosa — MG
1613 Capsicum baccatum
. Pimenta Vicosa — MG
1616 Capsicum baccatum
Dedo de moca Campos dos Goytacazes —
1628 Capsicum baccatum RJ
Pimenta Campos dos Goytacazes —
1629 Capsicum baccatum RJ
Pimenta Cambuci Campos dos Goytacazes —
1630 Capsicum baccatum RJ



Tabela 3, cont.
1633
1637
1638
1639
1642
16432
1643b
1704
1714
1718
1732
1733
1737
1738
1797

Capsicum baccatum
Capsicum baccatum
Capsicum baccatum
Capsicum baccatum
Capsicum baccatum
Capsicum baccatum
Capsicum baccatum
Capsicum baccatum
Capsicum baccatum
Capsicum baccatum
Capsicum baccatum
Capsicum baccatum
Capsicum baccatum
Capsicum baccatum

Capsicum baccatum

Pimenta
Pantaneira
Pimenta
Pimentdo Cambuci
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Cayenne
Pimenta

Pimenta

Campos dos Goytacazes — RJ
Miranda —-MS
Manhuagu/MG
Feltrin Sementes
Vigosa — MG
Vigosa — MG
Vigosa — MG
Vigosa
Peru
Renascenca/ PR
Campos dos Goytacazes /RJ
Campos dos Goytacazes /RJ
Cachoeira de Macacu/RJ
Vigosa

Vigosa

34
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Figura 18: llustracdo dos 29 acessos de Capsicum baccatum avaliados neste
trabalho.
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4.2- Preparo dos extratos.

O método de extracdo adotado foi adaptado de Zimmer et al (2012), em
que optou- se pela producdo de oleorresinas. A oleorresina € um extrato obtido
com solvente organico que apresenta substancias responséveis pela pungéncia e
por conter substancias que podem atuar como antioxidantes, além de ser estéril e
estavel durante o armazenamento. A aplicacdo destas em alimentos se justifica
tanto para conferir sabor, quanto para aumentar a estabilidade oxidativa dos
lipidios, aumentando a vida de prateleira destes alimentos (Bizzo et al, 2004).

Inicialmente, os frutos foram limpos, separados manualmente das
sementes e levados a estufa de circulacdo de ar a 40 °C durante sete dias (Figura
19).

Figura 19- Frutos dos diferentes acessos depois de lavados e encaminhados a
estufa de circulacao de ar a 40 °C.

Apos secos, os frutos foram triturados com o auxilio de almofariz e pistilo e
armazenados, ao abrigo da luz, em sacos de papel devidamente identificados até

seguirem para a extragao (Figura 20).
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Figura 20- Frutos sendo triturados e armazenados em sacos de papel

Para o preparo desses extratos etandlicos, apds secos e triturados, os
frutos foram submetidos a extracdo em Soxhlet com etanol 70% (fruto:solvente,
1:10, p/v) por 4 horas. Os extratos foram evaporados em rota evaporador a 79 °C,
armazenados em frascos de vidro ao abrigo da luz e refrigerados, de onde

seguiram para as demais analises, conforme mostrado na figura 21.
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e

Frutos de Capsicum baccatum

|

Estufa a 40 °C por 7 dias

l

Extragéo etandlica 70% (p/v)
usando aparato Soxhlet por 4 h

!

Rota evaporador a 79 °C

}

Avaliagéo por CLAE, AA. e
fendis totais

Figura 21: Esquema da obtenc¢&o dos extratos etandlicos dos frutos de Capsicum
baccatum. CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. AA - Atividade
Antioxidante

4.3- Quantificacdo dos compostos fendlicos por CLAE

A quantificacdo dos compostos fendlicos dos extratos etanolicos obtidos de
cada acesso foi feita utilizando-se a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) de acordo com a polaridade do extrato utilizando sistemas de eluigéo
apropriados. Esta € uma técnica valiosa, pois apresenta alta sensibilidade,
resposta rapida aos solutos, dependendo do detector utilizado, resposta
independente da fase mével, informacgéo qualitativa do pico desejado entre outros

fatores (Baggio e Bragagnolo, 2004).
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Os padrbes (acidos fenolicos e flavonoides) e os extratos obtidos das
amostras foram analisados no equipamento Shimadzu, modelo LC-20A, com as
bombas LC20AD, sendo os cromatogramas monitorados com variacao de 230-
400 nm para compostos fendlicos (detector por varredura de espectro ao
ultravioleta por arranjo de fotodiodos SPD-M20A) e com volume de inje¢éo de 20
ML. Foi utilizada a coluna de fase reversa RP-18 da Macherey-Nagel (5um, 4,0 x
250mm).

Para a andlise e quantificacdo dos acidos fenolicos e flavonoides, foram
testados dois tipos de gradientes de eluicdo (Tabela 4), a fim de se determinar em
nivel de comparacao o maior limite de quantificacdo destes compostos.

Os sistemas de solventes utilizados foram: para o primeiro gradiente de
eluicao testado, trabalhou-se com agua MiliQ acidificada com acido fosférico (pH
3,2) na bomba A e acetonitrila na bomba B, com fluxo de 1 ml/min a 35 °C. Para
o segundo gradiente de eluicdo, trabalhou-se com MeOH na bomba A e agua
MiliQ acidificada com &acido fosforico (pH 3,2) na bomba B, também com fluxo de
1 ml/min e a 35 °C.

Na preparacdo das amostras a serem injetadas, pesou-se 10 mg de extrato
e solubilizou-se em 1 mL da fase movel, sendo que para este 1 ml, foram
pipetados 500 pL da fase movel contida na bomba A e 500 pL da fase movel
contida na bomba B, seguindo este procedimento para os dois gradientes. Os
vinte e nove extratos foram filtrados com o auxilio de microfiltros (Sartérios) e
seringas descartaveis (BD Plastipak), depois foram aplicados trés vezes, para
cada método, no cromatégrafo.

Os compostos fendlicos quantificados foram &cido clorogénico, acido
cafeico, rutina, quercetina e apigenina (Tabela 5). A escolha destes foi feita com
base em uma revisdo de literatura criteriosa, em que se constatou a presenca
destas substancias fendlicas em pimentas da espécie Capsicum baccatum, alvo
de nosso estudo, visto que, nos ultimos anos, tém-se constatado uma maior
procura e preferéncia dos consumidores pelas pimentas, e cada vez mais nota-se
um grande numero de variedades disponiveis nos supermercados, tanto de
cultivares consumidas como vegetais quanto de cultivares quentes, usadas como
especiarias (Conforti et al., 2007). Além de se considerar o potencial antioxidante

e consequentemente o poder inibitorio dos processos de oxidagfes lipidicas em
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alimentos, destas classes de substancias fendlicas, sendo este o principal objetivo
deste trabalho.

Tabela 4 — Gradientes de eluicao trabalhados

Gradiente 1- Bomba A: agua MiliQ acidificada; Bomba B: Acetonitrila

Tempo (Min) Concentracdo da bomba B (%)

0,01 0

5,00 30
10,00 50
15,00 70
20,00 80
25,00 90
30,00 100
32,00 0

Gradiente 2- Bomba A: MeOH; Bomba B: agua MiliQ acidificada

Tempo (Min) Concentracdo da bomba B (%)
0,01 50
2,00 30
22,00 32
30,00 35
33,00 40

35,00 70
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Tabela 5 - Padrbes Fendlicos utilizados para quantificagdo

Padrdes fendlicos Marca
Acido Cafeico Tedia Brasil
Acido Clorogénico Sigma-Aldrich
Rutina Merck
Quercetina Merck
Apigenina Sigma-Aldrich

Para cada um destes padrbes fendlicos foram feitas curvas de calibracéo
(area do pico X massa em ug) com seis concentragdes diferentes (50 pg/mL, 25
pg/mL, 10 pg/mL, 8 pg/mL, 5 pg/mL e 2 pg/mL) (Figura 22-31). Estas
concentracbes foram definidas com base em concentracdes encontradas por
outros pesquisadores em analises realizadas por CLAE nesta mesma espécie de
pimenta. Foram trabalhadas as mesmas concentracdes para os dois gradientes

lineares.
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Figura 22: Curva de calibracdo do acido cafeico (ug/mL) no gradiente 1
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Figura 23: Curva de calibracdo do acido clorogénico (pg/mL) no gradiente 1
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Figura 24: Curva de calibragédo do flavonoide rutina (ug/mL) no gradiente 1
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Figura 25: Curva de calibracdo do flavonoide quercetina (ug/mL) no gradiente 1
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Figura 26: Curva de calibracao do flavonoide apigenina (ug/mL) no gradiente 1
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Figura 27

: Curva de calibrag&o do acido cafeico (ug/mL) no gradiente 2
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Figura 28: Curva de calibracédo do acido clorogénico (ug/mL) no gradiente 2
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Figura 29: Curva de calibracdo do flavonoide rutina (ug/mL) no gradiente 2
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Figura 30: Curva de calibragédo do flavonoide quercetina (ug/mL) no gradiente 2
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Figura 31: Curva de calibragéo do flavonoide apigenina (ug/mL) no gradiente 2

Para identificacdo e quantificacdo dos compostos nas amostras, foram
feitas comparacdes dos tempos de retengcdo encontrados nas amostras com 0s
tempos de retencdo dos padrBes comerciais puros, ap0s esta andlise preliminar,

foram feitas co-injecbes das amostras adicionadas de padrdes puros e analisados
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novamente seus tempos de retengdo. Para uma comprovagdao mais eficiente
também foram feitas comparacdes entre os espectros de Ultravioleta das
substancias encontradas nas amostras com os espectros dos padrées comerciais.

Apos todas as injecdes, os dados foram recolhidos, tratados e submetidos
as analises estatisticas utilizando o programa estatistico SAEG, versao 9.1 de
2006, desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa.

4.4- Atividade Antioxidante.

4.4.1- Método DPPH

A avaliagdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método
fotocolorimétrico do radical livre estavel DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil).

Este método se baseia no sequestro do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila
(DPPH) pelos antioxidantes, que produzem uma diminuicdo de absorcao
em 515 nm, mudando a coloragdo da substancia de roxo para amarelo (Brand-
Williams et al., 1995).

O DPPH é um radical de nitrogénio organico, estavel, de cor violeta, que
possui absorcado na faixa de 515-520 nm (Prado, 2009).

Quando em contato com um doador de hidrogénio ou elétron, o radical
DPPH é reduzido, portanto a intensidade de absorcdo diminui e a solucéo
contendo o radical perde cor, tornando-se amarela (Figura 32), de acordo com o
namero de elétrons capturados, ou seja, a mudanca de cor acontece quando o
elétron desemparelhado do atomo de nitrogénio no DPPH recebe um atomo de

hidrogénio proveniente de compostos antioxidantes (Prado, 2009).
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ROXO Amarelo

Figura 32: Mudanca de coloracdo do DPPH devido a sua estabilizacao.
Fonte: Rufino et. al., (2007).

A técnica consiste em adicionar 1 mL do extrato etandlico, em
concentracbes que variam de 10 - 1000 pg/mL. A este foi adicionado 1 mL de
uma solu¢do metandlica de DPPH (0,1 mM), a reacdo se processou em 1h a
temperatura ambiente. Imediatamente, a absorcdo do DPPH foi verificada em 515
nm em um espectrofotdbmetro UV-Vis (os experimentos foram realizados em trés
repeticoes).

A atividade sequestradora de radicais livres do extrato foi expressa pela
relacdo da absorcédo de DPPH, baseado na solucdo de DPPH ausente do extrato
(controle negativo) e uma solucdo de um padrdo de substancia aroméatica
(controle positivo), o 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT) (Koleva et al., 2002; Tait
et al., 1996).

A capacidade de sequestrar radicais livres foi expressa como percentual de
inibicdo da oxidacdo do radical e calculada conforme férmula abaixo (Yen e
Duh,1994):

% |n|b|QaO = [ (ADPPH - AExtr) /ADppH) x 100

Onde Apppy € a absorbancia da solucdo de DPPH e Agxr € a absorbancia

da amostra em solucéo.
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4.5- Andlise dosagem de fendis totais dos extratos:

O conteudo fendlico total foi quantificado utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteau, que por sua vez tem sido um método amplamente utilizado para
dosagem de fendis totais que envolvem a reducdo dos acidos fosfotungstico
(HsPW1,040) e fosfomolibdico (HsPMo01,040), presentes no reagente de Folin-
Ciocalteu, pelos fendlicos presentes na amostra a 6xido de tungsténio (WgO23) €
oxido de molibdénio (MogO,3) em meio alcalino formando um complexo azul cuja
intensidade aumenta linearmente a 760 nm, conforme descrito por Swain e Hillis
em 1959.

Para o preparo das amostras, foi pesado 1 mg de cada acesso e
solubilizado com 1 mL de metanol. Foram retirados 30 puL dessas solucbes e
transferidos para placa de 96 pocos. Em seguida foram adicionados 50 pyL do
reagente de Folin- Ciocalteau (1 N) e acrescentados 100 yL de carbonato de
sédio ( Na,CO3) 7,5% apo6s 10 min. A leitura da absorbancia foi realizada a 760
nm apos 2 h de incubacéo a temperatura ambiente.

Para quantificacdo de fendis totais foi construida uma curva padrdo com
solucdo de acido gélico, em concentracfes que variavam de 5,0 a 200 pg/uL. A
partir da reta obtida, realizou-se os calculos dos contetdos de fendlicos totais,
expressos em mg de acido galico /g da amostra (Figura 33). O experimento foi
realizado em triplicata. Através de uma curva de calibracdo de acido gélico foi
possivel correlacionar a intensidade da cor a concentracao de fenois presentes na
amostra, sendo os dados analisados pelo programa estatistico SAEG, verséo 9.1
de 2006, desenvolvido na Universidade Federal de Vicosa e os resultados foram

expressos em equivalente de acido galico (GAE) (Zimmer et al; 2012).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Atividade Antioxidante

O processo de oxidacado de lipidios caracteriza-se como uma das principais
causas da deterioracdo de alimentos, comprometendo a qualidade e a seguranca
destes produtos. Portanto, alimentos ricos em lipidios tém sido alvo de
preocupacao por parte das indastrias alimenticias que buscam novos meios para
preserva-los de tais processos deteriorativos. Entre as varias estratégias
empregadas para controlar a oxidacéo dos lipidios, a adicdo de antioxidantes é a
abordagem mais eficaz, conveniente e econémica (Zhong e Shahidi, 2012).

Estruturalmente, os antioxidantes sdo compostos aromaticos que possuem
pelo menos uma hidroxila, podendo ser sintéticos, largamente utilizados pela
industria de alimentos, como o BHT e o BHA (Figura 1, pag. 10), ou naturais,
como os compostos fendlicos que fazem parte da constituicdo de diversos
alimentos (Ramalho e Jorge, 2006).

Ha um grande interesse em substituir os antioxidantes sintéticos utilizados
em alimentos por antioxidantes naturais, visto que, tem-se questionado a
utilizacdo dos antioxidantes sintéticos, que segundo estudos podem apresentar
toxidez (Souza, 2006).

Desta forma, verifica-se que nos ultimos anos tem aumentado a procura
por compostos que apresentam este potencial a partir de fontes naturais, como

vegetais, frutas, especiarias, etc. (Silva et al, 2013).
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As Pimentas do género Capsicum sdo amplamente utilizadas em todo o
mundo e tém sido consideradas como excelentes fontes de substancias com
potencial antioxidante como as vitaminas C, E, pré-vitamina A, os carotenoides e
0s compostos fendlicos (Sun et al, 2007; Materska e Perucka, 2005).

Os métodos utilizados na literatura para se determinar a atividade
antioxidante de extratos e substancias isoladas sdo diversos. Porém, para a
determinacdo da atividade antioxidante dos extratos etandlicos obtidos dos
diferentes acessos de Capsicum baccatum var. pendulum foi adotado o método
do sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil), por ser um dos
métodos mais utilizados, devido a sua rapidez, facilidade, estabilidade e por ser
um radical livre estavel disponivel comercialmente (Sucupira et al, 2012; Lima,
2008).

As substancias antioxidantes presentes nas amostras reagem com o DPPH
(radical livre) e convertem-no em 2,2-difenil-1-picril hidrazina, mudando assim a
coloracdo da substancia, indicando o potencial antioxidante do extrato.

Os extratos foram avaliados em concentrac6es de 1000, 100 e 10 pg/ml e
os resultados podem ser observados na Tabela 6. O potencial da atividade
antioxidante de cada acesso também foi expresso através do ECsy, 0 qual é
definido como a quantidade de antioxidante necessaria para reduzir em 50% a
concentracéo inicial do radical livre DPPH, ou seja, qguanto menor o valor de ECsy,

maior o potencial antioxidante.
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Tabela 6: Atividade Antioxidante pelo método DPPH dos extratos etandlicos de
cada acesso de Capsicum baccatum e do padrao comercial fendlico 2,6-di-(tert-
butil)-4-metilfenol (BHT)

Amostras Concentracoes
1000 pg/mL (%) 100 pg/mL (%) ECso

1417 86 23 162,8 + 1,15
1492 58 16 734,1 + 1,06
1494 24 15 3225+1,31
1500 56 11 775,1+1,02
1573 72 17 395,3+1,04
1584 81 13 2658+ 1,2
13 3,34+ 1,54

1616 86 64 167,3+1,18
1628 71 53 3825+ 1,36
44 3,34+1,18

65 3,34+ 1,09

53 3,34+1,13

1637 83 62 176,5+1,18
48 3,34+1,16

41 3,34+1,13

48 3,34+1,17

1643b 89 5 119,4+1,48
1704 44 6 1290 £ 1,04
1714 78 11 282,1+1,22
1718 52 7 935,5+ 1,05
1733 69 34 4493 + 1,23
1737 70 0 421,8+1,31
18 3,34+ 1,46

0 3,34 £ 1,77

Padrao fenélico: 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT)
BHT 100 52 40,35+ 1,51

Obs: 0s acessos marcados com a cor azul sdo os mais ativos. Média + Desvio Padréo.
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Vale ressaltar que o teste foi realizado em trés repeticdes e os resultados
apresentados se referem as médias aritméticas.

O padrdo comercial de estrutura fendlica, BHT (Butil-hidroxi-tolueno) foi
escolhido por ser um dos antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria de
alimentos, sendo assim, consideravel comparar seu potencial antioxidante com os
dos acessos investigados neste trabalho. A figura 34 mostra como o BHT se
comporta frente ao radical livre DPPH, sendo capaz de doar um atomo de

hidrogénio, estabilizando assim este radical.

CH,
CHy
N
ILH
+
ON NO, HsC CHz
om

Radical DPPH BHT Radical DPPH
Violeta Reduzido (amarelo)

Figura 34: Reacdo entre o antioxidante sintético BTH e o radical livre DPPH.
Fonte: Adaptado (Oliveira et al., 2009).

Observa-se que na maior concentracdo testada (1000 pg/mL) todos os
acessos apresentaram atividade, sendo que 14 dos 29 acessos (Tabela 6), além
do gendtipo testemunha BRS-Mari, apresentaram atividade maxima (100%),
podendo ser comparados ao potencial antioxidante do BHT, nesta mesma
concentracéo e considerados os de melhor desempenho frente a este radical. Os
demais acessos apresentaram entre 44 e 89% de atividade.

Para a concentracdo de 100 pg/mL, verificou-se percentuais intermediarios
de radicais livres DPPH sequestrados, entre 0 e 65%. Sendo os acessos 1613,
1616, 1628, 1630, 1633 e 1637, 0s mais expressivos nesta concentragao,
apresentando entre 53 e 64% de atividade, podendo inclusive serem comparados
ao BHT, visto que seu potencial antioxidante se encontra na faixa de 52%. Desta
forma, os acessos 1613, 1616, 1630 e 1637, quando avaliados na concentragao
de 100 pg/mL, apresentam potencial antioxidante superior ao BHT, mas j4 os

acessos 1737 e 1797 nao apresentaram atividade nesta mesma concentracao e,
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todos os outros que apresentaram atividade inferior a 50% n&o foram
considerados com bons sequestradores de radicais livres.

Os extratos dos acessos também foram testados frente ao DPPH na
concentracdo de 10 pg/mL, no entanto, nenhum dos 29 acessos, incluindo o
genotipo testemunha (BRS-Mari) apresentou atividade nesta concentragao.

Em uma andlise meramente qualitativa, os acessos com 100% de atividade
na concentracdo de 1000 pg/mL, podem ser considerados de maior desempenho
na inibicdo dos processos de oxidacdes lipidicas, quando se busca uma acgao
mais efetiva, sendo os acessos 1613, 1616, 1630 e 1637, de agéo intermediaria
na concentracao de 100 pg/mL.

Estes resultados corroboram com os de outros pesquisadores que também
verificaram altos potenciais antioxidantes para pimentas desta mesma espécie.

Silva et al. (2009), ao analisar o potencial antioxidante do extrato filtrado de
Capsicum baccatum, também por meio do método DPPH, verificaram que quanto
maior a concentracdo dos extratos desta pimenta na solu¢cdo de DPPH, mais
rapida e mais eficiente ocorreu a diminuicdo da absorbancia, consequentemente
maior potencial antioxidante foi notado. Fato este que também se pode observar
no presente trabalho, visto que os maiores percentuais de captura do radical
DPPH foram verificados na maior concentracao testada (1000 pg/mL).

Ainda no trabalho de Silva et al. (2009), em uma comparacdo do potencial
antioxidante de pimentas desta mesma espécie, com a acao antioxidante do acido
ascorbico, pdde ser observado que 0,5 g de extrato de C. baccatum equivalem na
sua acédo antioxidante a 1,0 g de acido ascorbico.

Na pesquisa de Costa et al. (2009), também foi comparado o potencial
antioxidante dos extratos de pimentas C. baccatum em relacdo ao potencial
antioxidante do padréao fendlico BHT, encontrando-se cerca de 82% de atividade
para estes extratos, sendo considerados de maior potencial antioxidante em
relacdo ao BHT. Costa et al. (2009) também constataram a eficiéncia do método
DPPH frente aos extratos de C. baccatum e foi possivel verificar que os extratos
polares foram os mais eficientes em relacdo a este método. Fato este que
corrobora com a forma de extracdo adotada para este trabalho de mestrado.

E importante ressaltar que diferencas encontradas no potencial
antioxidante destas mesmas espécies em relacdo aos resultados verificados por

outros pesquisadores podem estar relacionadas a diversos fatores que afetam
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diretamente no teor de metabdlitos secundéarios produzidos, visto que estudos
anteriores relataram a influéncia de algumas variaveis importantes como
condicBes climaticas, época do ano do plantio, sazonalidade, forma de extracao,
tipo de solvente escolhido, etc., no teor de metabdlitos secundarios destas plantas
(Tsakona et al., 2012; Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

Além destes fatores pode-se justificar a prépria discrepancia de valores de
atividade antioxidante entre os acessos investigados, tendo em vista que sao
todos da mesma espécie vegetal, pelo fato da heterogeneidade existente nesta
espécie, de forma que morfologicamente os frutos se apresentem de tamanhos,
cores e formatos diferentes como pode ser verificado no estudo de Wahyuni et al.
(2011), assim espera-se que também haja essa diversificacdo nos constituintes
guimicos presentes nestes frutos.

Ainda neste contexto de heterogeneidade da espécie estudada, Wahyuni et
al. (2011) também relatam diferenga no teor de flavonoides e vitaminas entre 32
acessos deste mesmo género, reafirmando o que esta sendo proposto de acordo
com os resultados obtidos neste estudo.

Apesar das pimentas do género Capsicum serem conhecidas e difundidas
em todo o mundo, ainda sédo escassos 0s trabalhos que investiguem a fundo o
potencial antioxidante, bem como o conteudo de fendlicos presentes em frutos
das espécies deste género. E até mesmo, h& poucos relatos na literatura sobre
quais compostos conferem seus expressivos valores de atividade antioxidante.
Portanto, ressalta-se a importadncia deste estudo em investigar o potencial
antioxidante e o teor de fendis totais dos frutos da espécie C. baccatum, além de
quantificar alguns dos compostos fendlicos mais comumente identificados nesta
espécie, para desta forma tentar relacionar o teor de fendis ao potencial

antioxidante observado.

5.2. Teor de Fendis Totais

Os compostos fendlicos sdo importantes constituintes de varias frutas e
hortalicas, desta forma considera-se importante a quantificagdo dessas
substancias, pois revela informagdes a respeito da atividade antioxidante, da

qualidade destes alimentos e consequentemente dos potenciais beneficios a
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saude humana (Talcott et al., 2003). Nos ultimos anos estes compostos tém sido
alvo de inUmeras pesquisas, por diversos fatores, mas, sobretudo por inibirem
processos de peroxidacao lipidica aumentando assim o tempo de vida util de
alimentos gordurosos.

A atividade antioxidante destes compostos deve-se principalmente a
capacidade de doar &tomos de hidrogénio, estabilizando radicais livres, devido a
estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel importante na
neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transicao,
agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do processo oxidativo.
Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos sé&o
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aroméatico presente na
estrutura destas substancias (Chun et al., 2005; Soares, 2002; Haslam, 1996).

No presente trabalho de mestrado, a quantificacdo do teor de fendis totais
nos diferentes acessos de C. baccatum foi realizada utilizando o reagente de Folin
Ciocalteau que esta entre as técnicas mais utilizadas para tal finalidade.

Este reagente consiste de uma mistura dos acidos fosfomolibidico e
fosfotunguistico, em que o molibdénio e o tungsténio sao oxidados em presenca
de certos agentes redutores, como 0s compostos fendlicos, formam-se os
chamados molibdénio azul e o tungsténio azul, cuja coloracdo permite a
determinacao da concentracéo das substancias redutoras (Naczk e Shahidi, 2004;
Ikawa et al., 2003).

Na tabela 7, pode-se verificar os resultados da andlise de variancia e o
resultado de teste F e na tabela 8, constam os resultados da concentracdo de
fendis totais de cada acesso, expressos como equivalentes de acido géalico (EAG)

por grama de extrato de acordo com teste de Scott Knott.

Tabela 7: Teste de Analise de Variancia para Fendis Totais e Resultados de
Teste F

GL =
Tratamento 28 121686,9000 9533,98(*)
Residuo 58 12,7635
Total 86

(*) Significante em nivel de 5% probabilidade.
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Tabela 8: Resultados do Teor de Fendis Totais dos acessos de C. baccatum

Acesso Concentracéao Comparacéao
(mg EAG/g ext.) (5%)
BRS 985,3333 A
1643b 630,3223 B
1611 438,5837 C
1417 409,4000 D
1494 296,9884 E
1613 274,3558 F
1584 252,3896 G
16432 249,1881 G
1490 241,8907 H
1630 225,2456 I
1573 212,5607 J
1624 204,1881 K
1633 195,4033 L
1629 190,5500 L
1738 175,1033 M
1616 154,3281 N
1492 151,8761 N
1495 146,6986 0]
1704 144,6468 0]
1642 127,6728 P
1500 119,8979 Q
1639 89,6535 R
1733 87,4718 R
1637 83,6193 R
1797 40,1284 S
1737 33,0609 T
1718 28,6926 T
1714 12,2974 U
1628 7,4518 U

Teste de Scott Knott. Obs: 0 acesso marcado com a cor azul foi o que apresentou
maior teor fendlico.
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Analisando a variavel aleatoria fendis totais, utilizando o teste de Scott
Knott, em raz&o da significancia dos acessos na analise de variancia, em nivel de
5% de probabilidade, foram obtidos 21(vinte e um) grupos estatisticamente iguais.

Verifica-se que o grupo “A” foi constituido apenas do gendtipo testemunha
BRS-Mari, sendo este 0 acesso que apresentou maior teor de fendis totais
(985,33 mg EAG/g). O segundo grupo foi constituido apenas do acesso 1643b,
apresentando 64,27% do teor de fenois do gendtipo testemunha.

Como se pode observar 0 acesso BRS apresentou 100% de atividade
antioxidante na concentracdo de 1000 pg/ml e consequentemente foi 0 acesso
que apresentou o maior teor de fendis totais, portanto ha uma forte evidéncia da
associacao entre a atividade antioxidante e o teor de fendis totais. Visto que nao
se pode afirmar tal relacdo para todos 0s acessos, porque ao se observar o
acesso 1494 (grupo E), por exemplo, verifica-se que apresentou teor consideravel
de fendis (296,9884 mg EAG/g), porém seu potencial antioxidante em 1000 pg/mi
foi de apenas 44%.

Da mesma forma ocorreu com o0 acesso 1628 (grupo U), que obteve o
menor teor fendlico de todos os acessos, no entanto, apresentou valor de
atividade antioxidante significativo (71%) em 1000 pg/ml.

Portanto, os resultados encontrados neste trabalho corroboram com os
resultados encontrados por outros pesquisadores, levando-se em consideracao
as variabilidades encontradas em espécies deste género (Capsicum) e 0 numero
de acessos avaliados.

No entanto, alguns acessos apresentaram teores mais elevados do que o0s
encontrados por outros pesquisadores, e outros apresentaram teores inferiores de
fendis totais, o que mostra que outras moléculas podem estar agindo de forma
sinérgica conferindo potencial antioxidante a estes extratos dos acessos
avaliados.

No estudo de Zimmer et al. (2012), por exemplo, para 0s extratos
etandlicos de C. baccatum foi encontrado 180,08 = 3,7 mg EAG/ g de extrato de
fendis totais, sendo este valor inferior ao encontrado para o acesso BRS
(985,3333 mg EAG/g), mas corrobora com os valores de fendis encontrados nos
acessos 1633, 1629 e 1738 (entre 195,40 e 175,10 mg EAG/g).

Kappel (2008), ao analisar o teor de compostos fendlicos de frutos de C.

bacctum em diferentes estagios de maturacdo, encontrou para os frutos maduros
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valores de fenodis entre 7688,1 mg EAG/100 g de extrato. Sendo este valor
condizente com os valores obtidos nos acessos 1500, 1733 e 1637.

Melo et al., (2011) avaliaram o teor de compostos fendlicos nas pimentas
C. chinense, C. baccatum e C. frutescens. As concentracfes expressas em acido
gélico foram respectivamente: 29400 mg EAG/100 g, 34712 mg EAG/100 g e
1328,28 mg EAG/100 g. Sendo estes valores também encontrados nos acessos
1494,1417 e 1714.

Alvarez-Parrilla et al. (2011) avaliaram os teores de fendis totais em
pimentas C. annum e verificaram teores de fendis na faixa de 568 mg EAG/100 g.
Valores estes que coincidiram com o trabalho realizado por Chuah et al. (2008) e
Deepa et al. (2007), que também encontraram teores de fendis totais variando na
faixa de 400 a 1200 mg EAG/100 g de extrato de pimentas do género Capsicum.

E importante ressaltar que as concentracbes de compostos fendlicos
variam de acordo com a espécie, a variedade, do meio ambiente, do estado
fisiolégico, de condicbes climaticas e também de acordo com o estagio de
maturacdo em que os frutos foram colhidos.

Conforti et al., (2007), ao compararem os niveis de fenois totais em frutos
de pimentas do género Capsicum de acordo com o estadgio de maturacao,
verificaram em suas andlises que o teor de fenois diminui com o aumento da
maturidade. Portanto, diferencas como estas também podem ser notadas no
potencial antioxidante destes frutos.

Alguns pesquisadores encontram correlacdo entre a variavel fendis totais e
a atividade antioxidante, mas muitos outros ndo encontraram tal relacdo (Melo et
al., 2008; Souza et al., 2007; Conforti et al., 2006).

O fato de ndo se encontrar uma correlacao entre o teor de fenadis totais e a
capacidade sequestradora de radicais livres, pode ser explicado por diversos
fatores. Visto que, na realidade o conteudo de fendis totais ndo € unicamente o
responsavel por todo potencial antioxidante de uma amostra em estudo. Além
disso, deve-se considerar 0 sinergismo presente entre a mistura destes
compostos antioxidantes que faz com que a atividade antioxidante nédo soO
dependa da concentracdo dos compostos que a confere, mas também sobre a
estrutura e a interacdo entre estas substancias (Conforti et al., 2007).

Além disso, o método escolhido para a quantificacdo de fendis totais pelo

reagente de Folin-Ciocalteau, além de ser o mais amplamente utilizado, pode
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superestimar os reais valores de compostos fendlicos presentes nas amostras
analisadas, pois como este método se baseia na oxidacdo do reagente de Folin-
Ciocalteau, qualquer outra substancia néo fendlica, mas que seja capaz de oxida-

lo sera tida como fenolica (Deepa et al., 2007).

5.3. Quantificacédo dos acidos fendlicos e flavonoides por CLAE

5.3.1- Gradiente 1

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) esta entre as técnicas
mais utilizadas para identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos, por ser
uma técnica rapida e de alta resolucdo (Dutra e Ribani, 2009).

As eluicbes podem ser do tipo gradiente ou isocratico, sendo a fase mével
geralmente constituida de agua e solventes organicos, além de também poder ser
incluido, pequenas concentracfes de solugdes acidas, para que desta forma,
possam impedir a ionizacao de grupos acidicos (grupos que possuem hidrogénios
ionizaveis) presentes nas amostras, além de melhorar a resolucdo dos picos
(Valentdo, 2002; Ferreres et al., 1889).

No presente trabalho, os extratos etandlicos foram quantificados quanto ao
teor de &cidos fendlicos e flavonoides (Tabela 5, pag. 41) em dois diferentes
gradientes de eluicdo (Tabela 4, pag. 40), em que no gradiente 1 trabalhou-se
com agua ultrapura acidificada com acido fosférico (pH 3,2) na bomba A e
Acetonitrila na bomba B, conforme foi detalhado na secdo de materiais e métodos
(pag. 31).

Para a quantificacdo dos compostos fenodlicos foram feitas curvas de
calibracdo (padg. 42) de cada padréo fendlico escolhido de acordo com sua
presenca na espécie C. baccatum, para que os tempos de retencdo e o0s
espectros de UV dos mesmos pudessem ser comparados aos compostos
identificados nas amostras.

A Tabela 9 mostra um resumo dos dados obtidos a partir da CLAE para os
padrbes fendlicos, como os tempos de retencdo e 0s respectivos comprimentos

de onda dos acidos fendlicos e flavonoides, além de seus respectivos percentuais
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de &rea que mostram o grau de pureza destes padrdes. Estes dados foram
reunidos (tabela 9), para facilitar a comparagdo a partir dos dados observados
para as amostras oriundas dos acessos de C. baccatum. Os cromatogramas e 0s
espectros de absorcédo no UV correspondentes as analises dos padrdes de acidos

fendlicos e dos flavonoides estdo nas Figuras 35-39 (pag. 62-64).

Tabela 9: Tempos de retencao (Tr), comprimentos de onda (A max) e percentual
de area (Area %) dos padrdes fendlicos analisados por CLAE.

Paddes Tr (Minutos) A max (nm) Area %
Acido Cafeico 7,447 323,73 100
Acido Clorogénico 6,342 325,90 100
Rutina 7,371 255,49; 354,13 100
Quercetina 10,987 254,96; 368,84 100
Apigenina 12,092 267,18; 335,97 100
mAU
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Figura 35: Cromatograma do padrdo puro de Acido Cafeico (50 pg/mL) no
gradiente de eluicdo 1 e seu respectivo espectro de UV.
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Figura 36: Cromatograma do padréo puro de Acido Clorogénico (50 pg/mL) no
gradiente de eluicdo 1 e seu respectivo espectro de UV.

mAU
b E mAU
500 ~ w000~
i ' 49 354013
1 Rutina 3007 \\4// - 'T'\‘\
i -0+ . ; . kl —
200 300 400
2504 m
| O ™ o
Area% (rutina) = 100,00 I}?M
D_— — —m T‘_l. —— —
— 7 — 7 — — T
0 5 10 15 20 25 30

min

Figura 37: Cromatograma do padréo puro do flavonoide Rutina (50 pg/mL) no
gradiente de eluicdo 1 e seu respectivo espectro de UV.
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Figura 38: Cromatograma do padrdo puro do flavonoide Quercetina (50 pg/mL)

no gradiente de eluicdo 1 e seu respectivo espectro de UV.

mAU

12.092

Apigenina

mAU

15004 "\
267.18
1000

500

i

u;\‘

Area% (apigenina) = 100,00

Figura 39: Cromatograma do padrao puro do flavonoide Apigenina (50 pg/mL) no
gradiente de eluicdo 1 e seu respectivo espectro de UV.

Os compostos fendlicos possuem nucleos aromaticos muitas vezes
conjugados, portanto, apresentam espectros de UV caracteristicos, com um ou
mais picos de absor¢cdo entre 230 a 340 nm, que por sua vez, ao sofrerem
ionizacdo provocada por algum composto bésico, estes podem sofrer desvio
batocromico entre 15 e 50 nm, acompanhado de aumento de absorbancia
(Harbone, 1889).
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O &cido clorogénico e o acido cafeico, por sua vez, sdo derivados do &cido
cin@mico (Figura 40), que possui espectro de UV, com absor¢cdo maxima em torno

de 280 nm, como consta na figura 41.

“‘\x COOH

Figura 40: Estrutura do &cido cinamico.
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Figura 41: Espectro de UV do &cido cinamico. Fonte: Lianda, 2010

Para os espectros de UV dos acidos clorogénico (a) e cafeico (b), se
observa um primeiro maximo entre 225 e 235 nm e dois outros entre 290 e 330
nm, como pode ser observado, na figura 42. Estas ultimas aparecem devido ao
isomerismo cis e trans e suas absorbéancias relativas estdo de acordo com a
proporcdo de cada isdbmero (Valentdo, 2002; Harbone, 1989; Riberéau-Gayon,
1968).
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Figura 42: Bandas de absor¢cdo no espectro de UV dos &cidos fendlicos
derivados do acido cinamico. (a) espectro de UV do acido cafeico. (b) espectro de
absorcéo do &cido clorogénico.

Estes acidos sédo derivados do &cido cinamico, e se pode observar um
desvio batocrémico em real¢ao ao acido cinamico (A= 277,80 nm), devido a estes
apresentarem substituintes nas posicées 3 e 4 do anel aromatico (Figura 40),
independentes de serem hidroxilas e/ou metoxilas (Lianda, 2009). Fato este que
pdde ser observado nos espectros de UV do acido cafeico (A= 323,73 nm) e do
acido clorogénico (A= 325,90) (Figura 42).

Ja4 para os flavonoides, seus espectros no ultravioleta podem ser
determinados em etanol ou metanol e estes podem apresentar duas bandas de
absorcdo maxima, uma entre 240 e 285 nm (banda Il, devido a absorcao do anel
A, sistema benzoila) e outra entre 300 e 450 nm (banda |, devido ao anel B,
sistema cinamoila), como mostra a figura 43 (Simdes et al., 2000; Harbone, 1994).
A intensidade e posicao especifica de cada um destes comprimentos de onda
(Amax) podem fornecer informacdes importantes para identificacdo do tipo de
flavonoide e a posicdo da oxigenacdo, visto que, o espectro € afetado
principalmente pelo tipo de oxigenacao, ou seja, um aumento da oxigenacao pode
provocar um desvio batocrémico (desvio para maiores comprimentos de onda)
(Markham, 1989; Mabry et al., 1970).
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Banda II: Sistema benzoila Banda I: Sistema cinamoila

Figura 43: Bandas de absor¢cédo no UV dos flavonoides. Fonte: Adaptado de
Lianda, 2009.

Nos espectros de UV obtidos para os padrbes puros dos flavonoides
quercetina (flavonol), rutina (flavonol) e apigenina (flavona) (Figuras 36-38, pag.
63-64), verificou-se a presenca destas duas bandas caracteristicas de
flavonoides.

Segundo Lianda (2009), quando os grupos hidroxilas nas posi¢cdes C3, C5
ou C4’ dos nucleos das flavonas ou flavondis sdo metilados ou glicosilados,
ocorrem desvios hipsocrémicos, principalmente na banda de maior comprimento
de onda (banda I), fato este que pode ser observado, principalmente, no espectro
de UV da rutina (A= 354,13 nm) (Figura 35), comparado ao espectro de UV da
quercetina (A= 368,84 nm) (Figura 36), em que apresenta um efeito hipsocrémico
de aproximadamente 20 nm, devido a presenca do acucar na posicao 3 da
aglicona.

Desta forma, a partir das analises dos espectros de UV dos padrées,
juntamente com os tempos de retencao e as coinje¢cdes destes padrdes puros em
CLAE, foi possivel identificar e quantificar os acidos fendlicos e flavonoides
presentes nos extratos dos diferentes acessos das pimentas C. baccatum.

Nas tabelas a seguir (Tabelas 10-13), constam os valores obtidos de
acordo com o teste de Scott Knott, a partir da quantificacdo dos acidos fendlicos e
flavonoides em cada acesso analisado neste gradiente, e vale ressaltar, que as
analises foram realizadas em trés repeticdes, sendo expressos aqui 0s valores
médios para cada substancia quantificada.

O experimento foi realizado segundo delineamento em blocos casualizados

a fim de se comparar os 29 acessos dentro de cada gradiente de eluicao.
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Tabela 10: Resultados da quantificacéo do &cido clorogénico no gradiente 1

Acessos Concentracéo de Acido Comparacoes
Clorogénico (mg/g)

1417 1,5423 A
1642 0,9574 B
1584 0,9573 B
1494 0,8249 B
1714 0,6887 C
1737 0,6319 C
1611 0,6251 C
1738 0,5759 C
1500 0,5012 D
1492 0,4895 D
1733 0,4435 D
1490 0,3924 E
1637 0,3526 E
1573 0,3472 E
1643b 0,3442 E
1613 0,2972 E
1639 0,2944 E
1616 0,2879 E
1704 0,2866 E
1643a 0,2712 E
1629 0,2576 E
1630 0,2235 E
1732 0,1904 E
BRS 0,1706 E
1628 0,0425 E

Teste de Scott Knott. Obs: 0 acesso marcado com a cor azul foi o que apresentou
maior teor de 4cido clorogénico (Grupo A).
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Tabela 11: Resultados da quantificacdo do acido cafeico do gradiente 1

Acessos Concentracéo de Acido Comparacdes
Cafeico (mg/g)

1490 0,7422 A
1492 0,6495 A
1417 0,6131 A
1643b 0,5296 B
1629 0,4337 B
1639 0,1954 C
1704 0,0632 C

Teste de Scott Knott. Obs: 0 acesso marcado com a cor azul foi o que apresentou
maior teor de &cido cafeico (Grupo A).

Tabela 12: Resultados da quantificacéo do flavonoide quercetina no gradiente 1

Acesso Concentracéo Comparacdes

Quercetina (mg/qg)

1494 0,3426 A
1495 0,2524 B
1492 0,1722 C
1584 0,0737 D
1628 0,0290 D
1611 0,0201 D

Teste de Scott Knott. Obs: 0 acesso marcado com a cor azul foi o que apresentou
maior teor.de quercetina (Grupo A)
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Tabela 13: Resultados da quantificagéo do flavonoide rutina no gradiente 1

Acessos Concentracdo Rutina Comparacdes
(mg/g)
1714 0,8168 A
1417 0,7373 A
1492 0,4469 B
1733 0,4010 B
1584 0,3968 B
16432 0,3658 B
BRS 0,2703 C
1643b 0,2480 C
1573 0,1984 D
1613 0,1770 D
1628 0,1678 D
1630 0,0798 E
1495 0,0291 E
1616 0,0285 E
1738 0,0261 E

Teste de Scott Knott. Obs: 0 acesso marcado com a cor azul foi o que apresentou
maior teor.de rutina (Grupo A)

Analisando os teores de acidos fenolicos e flavonoides quantificados por
CLAE, utilizando o teste de Scott Knott, em raz&o da significancia dos acessos em
nivel de 5% de probabilidade, foram obtidos grupos estatisticamente iguais.
Sendo o grupo A, sempre constituido dos melhores resultados para cada padrao
quantificado.

Como se pode observar (Tabelas 10, 11, 12 e 13), o acido clorogénico,
dentre os quatro padrbes avaliados, foi 0 que esteve presente em maior
propor¢cdo na maioria dos acessos, sendo ndo detectado, apenas nos acessos
1495, 1633, 1718 e 1797. Foram obtidos para este padrdo, 5 (cinco) grupos

estatisticamente iguais (A-E) e verifica-se que o grupo A, foi constituido apenas
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do acesso 1417, sendo este 0 acesso que apresentou maior teor deste acido. O
segundo grupo foi constituido apenas dos acessos 1642, 1584 e 1495. E o grupo
E constituido pelo maior nUmero de acessos avaliados (14) dos 29 extratos de C.
baccatum.

O acido cafeico (Tabela 11), foi apenas quantificado em 7 dos 29 acessos
analisados, sendo o grupo A constituido dos acessos 1490, 1492 e 1417, sendo
estes acessos 0S mais expressivos.

O flavonoide rutina (Tabela 13), entre os trés flavonoides analisados foi o
que esteve presente no maior nimero de acessos avaliados, porém com valores
inexpressivos. Sendo detectado em 15 dos 29 acessos, e foram obtidos 5 (cinco)
grupos estatisticamente iguais. Destacando-se apenas 0s acessos 1714 e 1417
como constituintes do grupo A.

O flavonoide quercetina (Tabela 12), apresentou-se minoritario nos
acessos analisados, sendo somente o acesso 1494 constituinte do grupo A.
Comparado aos teores quantificados nos melhores acessos em cada padrdo
quantificado, o flavonoide quercetina foi 0 que esteve em menor concentracao
(0,3426 mg/g).

Apenas o0 acesso 1492 mostrou a presenca de 4 dentre os 5 padrdes de
substéancias fendlicas avaliadas, embora apenas tracos de quercetina tenham sido
verificados. Também foram detectados valores préximos a 0,5 mg/g de rutina e do
acido clorogénico e, aproximadamente 0,7 mg/g do acido cafeico.

O flavonoide Apigenina nédo foi detectado em nenhum dos acessos. E o
acesso 1633 ndo apresentou nenhum dos padrdes fendlicos analisados neste
gradiente de eluicao.

A figura 44 mostra a ocorréncia dos padrBes fendlicos em relacdo ao

numero de acessos avaliados.
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Figura 44: Relacdo de padrdes quantificados por nimero de acessos avaliados

Portanto, como pode se observar (Figura 44) em relacdo a ocorréncia dos
padrdes fendlicos a partir dos frutos de C. baccatum avaliados, apenas 11% dos
acessos nao apresentaram teores de nenhum dos padrdes investigados. Dos 29
acessos investigados, cerca de 3% foram quantificados 4 dos 5 padrdes
avaliados. Para 14% dos acessos foram verificados teores de 3 padrdes
diferentes, ja que 55% dos acessos apresentaram no minimo 2 dos 5 padrdes
fenodlicos e 17% apresentaram apenas 1 padréo quantificado.

Para facilitar a visualizagdo e a interpretacdo dos dados seréo
apresentados os cromatogramas (Figuras 45-70) dos acessos analisados,
mostrando os compostos fenodlicos detectados, o percentual de area e seus

respectivos espectros de UV.
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Figura 45: Cromatograma do acesso BRS avaliado por CLAE e os respectivos
espectros de UV de &cido clorogénico e rutina que foram identificados e
quantificados no gradiente 1.
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Figura 46: Cromatograma do acesso 1417 avaliado por CLAE e os respectivos
espectros de UV de acido clorogénico, rutina e de acido cafeico que foram
identificados e quantificados no gradiente 1.
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Figura 47: Cromatograma do acesso 1490 avaliado por CLAE e 0s respectivos
espectros de UV do &cido clorogénico e do &cido cafeico que foram identificados
e quantificados no gradiente 1.

mAU
1 mAU
2004 1492 o0 —
i 3 200 \ 27703 Clorogénico
g 2 100 S
T @1 g 8 Ry — T T e
E IS © i Ani !
S 5% g Area% (clorogénico) = 5,0 200 300
150+ -0 B (clorogénico) s -
] o &8 .8 g A ran0 SN 3004,
F Ee g Area% (rutina) = 6,8 ;g&\ Rutina
] o ~ 2 a 150 346.42
’ O[)—_ =) * & © 100 \ffi’*r“f.,\ e
© b= ) o ‘ —
1 * = 200 300
T ¢ mAL
i | l * b Quercetina ‘gg A A i
504 | f 300 3 Ac. Cafeico
- L M"l |, oo lessia0 100 e
i LAY 7735430 —— S
T U R T E N B
] " I A |‘.|J||rlu\L 200 300 400 500 600 700 200 00 -
\ .
[y L e -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
| | | | | | |
0 5 10 15 20 25 30

Figura 48: Cromatograma do acesso 1492 avaliado por CLAE e 0s respectivos
espectros de UV de acido clorogénico, rutina, acido cafeico e de quercetina que
foram identificados e quantificados no gradiente 1.
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Figura 49: Cromatograma do acesso 1494 avaliado por CLAE e os respectivos
espectros de UV do acido clorogénico e da quercetina que foram identificados e
quantificados no gradiente 1.
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Figura 50: Cromatograma do acesso 1495 avaliado por CLAE e o0 respectivo
espectro de UV da rutina e da quercetina que foram identificados e quantificados
no gradiente 1.
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Figura 51: Cromatograma do acesso 1500 avaliado por CLAE e o respectivo
espectro de UV do acido clorogénico que foi identificado e quantificado no
gradiente 1.
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Figura 52: Cromatograma do acesso 1573 avaliado por CLAE e 0s respectivos
espectros de UV do éacido clorogénico e da rutina que foram identificados e
guantificados no gradiente 1.
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Figura 53: Cromatograma do acesso 1584 avaliado por CLAE e o0s respectivos
espectros de UV de &cido clorogénico, rutina e de quercetina que foram
identificados e quantificados no gradiente 1.
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Figura 54: Cromatograma do acesso 1611 avaliado por CLAE e 0s respectivos
espectros de UV do acido clorogénico e da quercetina que foram identificados e
guantificados no gradiente 1.
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Figura 55: Cromatograma do acesso 1613 avaliado por CLAE e os respectivos
espectros de UV do &cido clorogénico e da rutina que foram identificados e

quantificados no gradiente 1.

mAU
100 I
] ‘ 5 1616 500
o ]
7 2 3 R -
1 : 6.541 Ac. Clorogénico 1509\ 277,00 Clorogénico
75 ‘ ‘ 7.268 Rutina 123‘5
i A Il 04
i N 200 300 400 500 600 700
50- | " I
i VLl H 150‘:| Rut
" ) utina
] Iv-. ! % |r| Area% (clorogénico) = 17,6 100—@ 55,09
251 < W 204
i | “J 0
i ’ |‘ UL/L\nNr. _50_-||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
o] A% o 200 300 400 500 600 700 |
T T ‘ T T T T | T T T T | T T T | T T | T T |
0 5 10 15 20 25 30
min

Figura 56: Cromatograma do acesso 1616 avaliado por CLAE e 0s respectivos
espectros de UV do éacido clorogénico e da rutina que foram identificados e
guantificados no gradiente 1.
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Figura 57: Cromatograma do acesso 1628 avaliado por CLAE e o0s respectivos
espectros de UV de &cido clorogénico, rutina e de quercetina que foram
identificados e quantificados no gradiente 1.

i 1504
200 1629 mHU

i 504

e

-50
[ASRRLARAS) ARALAARAY RARAN SRARY RARE RAAMRAAAE RASE) RARRS
200 300 400 500 600 700

150
1009\ 29896 Cafeico

509

=

-A0 4

* [ L A R R AR A WAL L
* Area%(clorogénico):5,4 200 300 400 500 60O 700

6,571 Ac. Clorogénico
7,511 Ac. Cafeico

Figura 58: Cromatograma do acesso 1629 avaliado por CLAE e 0s respectivos
espectros de UV dos acidos clorogénico e cafeico que foram identificados e
qguantificados no gradiente 1.
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Figura 59: Cromatograma do acesso 1630 avaliado por CLAE e os respectivos
espectros de UV do &cido clorogénico e da rutina que foram identificados e

guantificados no gradiente 1.
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Figura 60: Cromatograma do acesso 1637 avaliado por CLAE e o respectivo
espectro de UV do acido clorogénico que foi identificado e quantificado no

gradiente 1.
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Figura 61: Cromatograma do acesso 1639 avaliado por CLAE e os respectivos
espectros de UV do &cido clorogénico e do acido cafeico que foram identificados
e gquantificados no gradiente 1.
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Figura 62: Cromatograma do acesso 1642 avaliado por CLAE e o respectivo
espectro de UV do acido clorogénico que foi identificado e quantificado no
gradiente 1.
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Figura 63: Cromatograma do acesso 1643a avaliado por CLAE e os respectivos
espectros de UV de acido clorogénico e rutina que foram identificados e
guantificados no gradiente 1.
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Figura 64: Cromatograma do acesso 1643b avaliado por CLAE e 0s respectivos
espectros de UV de &cido clorogénico, rutina e &cido cafeico que foram
identificados e quantificados no gradiente 1.
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Figura 65: Cromatograma do acesso 1704 avaliado por CLAE e o respectivo
espectro de UV do acido clorogénico, que foi identificado e quantificado no
gradiente 1.
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Figura 66: Cromatograma do acesso 1714 avaliado por CLAE e os respectivos
espectros de UV do &cido clorogénico e da rutina, que foram identificados e
qguantificados no gradiente 1.
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Figura 67: Cromatograma do acesso 1732 avaliado por CLAE e o respectivo
espectro de UV do acido clorogénico, que foi identificado e quantificado no
gradiente 1.
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Figura 68: Cromatograma do acesso 1733 avaliado por CLAE e o0s respectivos
espectros de UV do &cido clorogénico e da rutina, que foram identificados e
qguantificados no gradiente 1.
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Figura 69: Cromatograma do acesso 1737 avaliado por CLAE e o respectivo
espectro de UV do acido clorogénico, que foi identificado e quantificado no
gradiente 1.
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Figura 70: Cromatograma do acesso 1738 avaliado por CLAE e 0s respectivos
espectros de UV do acido clorogénico e da rutina, que foram identificados e
guantificados no gradiente 1.
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Com isso, foi possivel identificar e quantificar os &cidos fendlicos e
flavonoides nos diferentes acessos de C. baccatum, sendo que para 0S acessos
em que foram quantificados os acidos clorogénico e cafeico, verifica-se
semelhanca do espectro de UV com o espectro do acido cinamico.

Para os flavonoides quantificados nos diferentes acessos, também foi
observado em seus espectros de UV as bandas de absor¢cdo maxima,
caracteristicas de flavonoides.

As pimentas do género Capsicum, sado consideradas importantes sob o
ponto vista econémico, devido a sua ampla comercializacdo e por outro lado,
também sao consideradas importantes, sob o ponto de vista nutricional, uma vez
que sdo fontes de vitamina E, vitamina C, carotenoides, capsaicinoides e
compostos fenolicos como flavonoides e acidos fendlicos.

Ha relatos na literatura quanto a presenca destes compostos nestas
pimentas, embora para a espécie C. baccatum, sejam poucos. Dentre estes
relatos, pode-se citar o trabalho de Wahyuni et al., (2011), que observaram a
presenca do flavonoide quercetina e o trabalho de Kappel (2008), que em uma
andlise do perfil quimico destas pimentas, verificou a presenca do acido
clorogénico, do &cido cafeico e da rutina.

Desta forma, ndo foi encontrado nenhum relato na literatura sobre a
qguantificacdo de compostos fendlicos como os flavonoides quercetina e rutina, e
acidos fendlicos clorogénico e cafeico, para pimentas da espécie C. baccatum, a
fim de se comparar com os resultados obtidos neste trabalho.

No entanto, em nivel de comparacao foram adotados valores encontrados
nas demais espécies de pimentas deste mesmo género (Capsicum). Para a
espécie C. annum, foram verificados diversos trabalhos em que os teores destes
compostos foram quantificados. Chen e Kang (2013), em variedades de C.
annum, puderam identificar e quantificar o 4cido cafeico (0,12-1,32 mg/g), o acido
clorogénico (1,56-3,82 mg/g) e o flavonoide quercetina (8,86-10,27 mg/g), valores
estes que corroboram com os encontrados neste estudo, diferindo apenas nos
teores de quercetina, visto que, os valores encontrados por Chen e Kang (2013)
estdo bem acima do que foi observado nos acessos avaliados (0,343-0,020 mg/g
de quercetina).

No trabalho de Nogueira (2013), ao se avaliar diferentes variedades de
pimentas C. annum, também foi observado diferencas na quantificacdo dos
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compostos fendlicos para cada variedade analisada. De forma que foi encontrado
para o acido clorogénico teores entre 0,034 mg/g e para quercetina teores entre
0,026 mg/g, valores muito proximos aos encontrados nos acessos 1584, 1611 e
1628 para quercetina, e valores inferiores aos encontrados nos demais acessos
para acido clorogénico (0,957-0,048 mg/g de clorogénico).

Quijada (2009), ao avaliar extratos de pimentas C. annum, encontrou
teores entre 0,011 mg/g de acido cafeico, 0,010 mg/g de acido clorogénico e
0,004 mg/g de rutina. Destaca-se que o0s teores de rutina encontrados nos
acessos avaliados sao superiores aos encontrados por Quijada (2009).

A fim de se comparar com outros alimentos considerados importantes
fontes de compostos fendlicos, verifica-se que o acido clorogénico é comumente
encontrado em café, tomates e frutas citricas como macas. Estudos tém sugerido
que a ingestao de alimentos considerados fontes deste acido esteja associada a
prevencao de doengas como diabetes mellitus, doencas cardiovasculares, entre
outras relacionadas ao estresse oxidativo. Esta associacdo pode ocorrer devido
ao acido clorogénico ser considerado um bom antioxidante (Garambone e Rosa,
2007).

Na maca encontra-se um teor de &cido clorogénico em torno de 0,510 mg/g
e para tomates, que também sao considerados fontes deste acido, encontra-se
em teores entre 0,13 e 0,38 mg/g (Garambone e Rosa, 2007). Desta forma,
sugere-se que todos os acessos em que foi quantificado este acido fendlico sejam
considerados fontes desta substéancia.

A cebola amarela, a couve e o brocolis, sdo considerados importantes
fontes de quercetina. Sendo a cebola amarela (0,30 mg/g) a que apresenta
maiores teores em relagdo a couve (0,10 mg/g) e ao brocolis (0,03 mg/qg)
(Hollman e Arts, 2000). Valores estes que corroboram com os teores de
guercetina encontrados nos acessos avaliados.

A tabela abaixo sumariza os dados obtidos a partir da quantificagcdo destas
substancias em comparacdo com os dados extraidos da literatura. Vale ressaltar
que a tabela 14 foi confeccionada a partir da observacdo do melhor resultado
obtido para cada um dos padrées quantificados nos extratos dos acessos de C.

baccatum.
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Tabela 14: Comparacéao dos dados extraidos da literatura com os dados obtidos
nos acessos avaliados neste trabalho pelo gradiente 1

Autores Compostos Valores Acessos Valores
Fendlicos extraidos da Determinados
literatura neste trabalho
(mg/g) (mg/g)
Chen e Kang Ac. Cafeico 0,12-1,32 1490 0,7422
(2013) (C. annum)
Quijada (2009) Ac. Cafeico 0,011 1492 0,6495
(C. annum)
1417 0,6131
Chen e Kang Ac. Clorogénico 1,56-3,82 1417 1,542
(2013) (C. annum)
Nogueira (2013) Ac. Clorogénico 0,034
(C. annum)
Quijada (2009) Ac. Clorogénico 0,010
(C. annum)
Jarambone e Ac. Clorogénico 0,510
Rosa (2007) (maca)
Ac. Clorogénico 0,13-0,38
(tomate)
Chen e Kang Quercetina 8,86-10,27 1494 0,3426
(2013) (C. annum)
Nogueira (2013) Quercetina 0,026
(C. annum)
Hollman e Arts Quercetina 0,30
(2000) (cebola)
Quercetina (couve) 0,10
Quercetina 0,03
(brécolis)
Quijada (2009) Rutina (C. annum) 0,004 1714 0,8168
1417 0,7373

Comparando-se mais detalhadamente os resultados encontrados na
literatura na quantificacdo destes compostos fendlicos com os obtidos por este
trabalho, verifica-se que em relacdo ao acido cafeico, o maior teor foi observado
no acesso 1490, que por sua vez corrobora com os valores encontrados por Chen
e Kang (2013). Para o &cido clorogénico, o acesso que apresentou maior
concentracéo foi 0 1417 e os valores para este acido também estdo de acordo
com a literatura. Ja4 o valor mais elevado de quercetina observado neste trabalho
encontra-se, abaixo dos valores encontrados por Chen e Kang (2013), embora
estejam acima dos valores determinados pelos demais pesquisadores, conforme

mostrado na tabela 14. O acesso 1714 foi o que apresentou maior teor do
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flavonoide rutina, que ao ser quantificado por Quijada (2009), apresentou niveis
dos padrdes avaliados muito inferiores aos verificados neste trabalho.

Assim, pode-se constatar que em relacdo aos teores dos compostos
fendlicos quantificados nos acessos de pimentas C. baccatum analisados por
CLAE pelo gradiente 1, foi satisfatorio e estes valores corroboram com os valores

determinados na literatura.

5.3.2- Gradiente 2

No intuito de se determinar maiores niveis de deteccdo destes
compostos fendlicos foram testados dois tipos de gradientes de eluicdo para os
29 acessos. No gradiente 2, trabalhou-se com metanol na bomba A e 4gua MiliQ
acidificada (pH 3,2) com acido fosférico na bomba B (Tabela 4, pag. 40).

Para a avaliacdo dos teores dos acidos fendlicos e flavonoides, também
foram feitas curvas de calibracdo (pag. 42) de cada padrao fendlico, para que os
tempos de retencdo e os espectros de UV, destes pudessem ser comparados aos
compostos identificados nos extratos etandlicos e desta forma serem
quantificados.

Na tabela 15, constam os dados obtidos da CLAE para os padrdes
fenodlicos e o0s respectivos comprimentos de onda dos acidos fendlicos e
flavonoides, além de seus respectivos percentuais de area (Area%).

Também para facilitar a comparacdo a partir dos dados obtidos para os
extratos dos diferentes acessos de C. baccatum, os cromatogramas e 0S
espectros de UV correspondentes aos padrées de acidos fendlicos e flavonoides

analisados em CLAE neste gradiente constam nas Figuras 71-75.
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Tabela 15: Tempos de retencao (Tr), comprimentos de onda (A max) e percentual
de area (Area %) dos padrdes fendlicos analisados por CLAE no gradiente 2.

Paddes Tr (Minutos) A max (nm) Area %
Acido Cafeico 3,517 323,73 100
Acido Clorogénico 3,007 325,90 100
Rutina 3,891 255,49; 354,13 100
Quercetina 5,227 254,96, 368,84 100
Apigenina 6,831 267,18; 335,97 100
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Figura 71: Cromatograma do padrdo puro de acido cafeico (50 pg/mL) no
gradiente de eluicdo 2 e seu respectivo espectro de UV.
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Figura 72: Cromatograma do padrdo puro de acido clorogénico (50 pg/mL) no
gradiente de eluicdo 2 e seu respectivo espectro de UV.
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Figura 73: Cromatograma do padrédo puro do flavonoide rutina (50 pg/mL) no
gradiente de eluicdo 2 e seu respectivo espectro de UV.
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Figura 74: Cromatograma do padrao puro do flavonoide quercetina (50 pg/mL) no
gradiente de eluicdo 2 e seu respectivo espectro de UV.
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Figura 75: Cromatograma do padréo puro do flavonoide apigenina (50 pug/mL) no
gradiente de eluicdo 2 e seu respectivo espectro de UV.

Deste modo, ao observar os dois gradientes, verificou-se que no gradiente
2 houve uma diminuicdo dos tempos de retencéo para todos os padrdes. Estas
divergéncias nos tempos de retengdo ocorreram devido a diferenga de polaridade
entre o metanol e a acetonitrila usados no gradiente 1, visto que o metanol sendo

mais polar, frente a uma coluna de fase inversa, carreia com mais facilidade os
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compostos polares (Collins, Braga e Bonato, 1993). Além disto, o metanol € um
solvente polar prético, enquanto que a acetonitrila € um solvente polar aprotico.

Em relacdo aos espectros de UV, verificaram-se as mesmas bandas de
absorcdo caracteristicas das substancias analisadas, conforme foi discutido no
gradiente 1(pag. 65-67).

Desta forma, a partir das analises dos tempos de retencédo e dos espectros
de UV e em relacdo as coinjecdes dos padroes puros em CLAE, foi possivel
identificar os acidos fendlicos e flavonoides nos extratos obtidos dos acessos de
pimentas C. baccatum.

Nas tabelas a seguir, constam os valores obtidos a partir da quantificacao
dos acidos fendlicos e flavonoides, de acordo com o teste de Scott Knott em cada
acesso avaliado, em nivel de 5% de probabilidade, em que foram obtidos grupos
estatisticamente iguais. O experimento foi realizado segundo delineamento em
blocos casualizados a fim de se comparar os 29 acessos dentro do gradiente de
eluicdo, sendo todas as andlises realizadas em trés repeticoes e expressas aqui

as médias dos resultados.

Tabela 16: Resultados da quantificacéo do acido clorogénico no gradiente 2

Acesso Concentracdo de acido ~ Comparacdes

clorogénico (mg/g)

1633 0,5969 A
1643b 0,5593 A
1637 0,4675 A
1613 0,2499 B
1704 0,1628 B
16432 0,1513 B
1584 0,0680 B
1611 0,0633 B
1573 0,0256 B
1733 0,0227 B

Teste de Scott Knott. Obs: os acessos marcados da cor azul sdo 0s mais
expressivos.
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Tabela 17: Resultados da quantificacdo do acido cafeico no gradiente 2

Acesso Concentracgao de &cido
cafeico (mg/g)
1613 0,5600
1616 0,0870

Tabela 18: Resultados da quantificacdo do flavonoide rutina no gradiente 2

Acesso Concentracéo de rutina
(mg/g)
BRS 0,4366
1417 0,1680

Ao se observar as tabelas 16 a 18, verifica-se que apenas 14 dos 29
acessos apresentaram teores de alguns dos padrdes fendélicos analisados. Sendo
que destes 14, o acido clorogénico esteve presente em 10 destes 29 acessos.

Para o gradiente 1, o acido clorogénico foi o padrdo com maior ocorréncia
entre 0s acessos (25), porém observa-se uma discrepancia muito grande entre o
namero de acessos em que o acido clorogénico foi quantificado no gradiente 2
(10). Essa discrepancia pode ser observada ndo s6 em relagdo ao acido
clorogénico, mas em relacéo a todos os outros padrdes.

De acordo com o teste de Scott Knott para a quantificacdo do &cido
clorogénico (Tabela 16), foram obtidos 2 grupos (Grupos A e B) e 0s acessos,
1633, 1643b e 1637, destacaram-se cOmMO 0S acess0s que apresentaram maiores
teores deste acido (Grupo A).

Porém, para a quantificacdo do &cido cafeico e do flavonoide rutina
(Tabelas 17 e 18), ndo foi necessaria a realizagdo de um teste estatistico devido
ao numero de acessos em que estes padrdes foram quantificados. Desta forma,
para o acido cafeico, destaca-se o acesso 1613 (0,5600 mg/g), vale ressaltar que

nao se verifica teores deste 4cido para este acesso no gradiente 1.
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nao foram
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identificados e

quantificados em nenhum dos 29 acessos para este gradiente de eluigdo. O

flavonoide rutina foi quantificado apenas nos acessos BRS e 1417, sendo o BRS

aguele em gue a rutina esta presente em maior proporcao.

Apenas os acessos BRS e 1613, apresentaram a presenca de dois

padrdes fendlicos ao mesmo tempo.

Para facilitar

a visualizacdo e a

interpretacdo dos dados serdo

apresentados os cromatogramas (Figuras 76-86) dos acessos em que foram

quantificados os compostos fendlicos, mostrando os compostos detectados e

seus respectivos

espectros de UV.
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Figura 76: Cromatograma do acesso BRS avaliado por CLAE no gradiente 2 e os
respectivos espectros de UV do acido clorogénico e da rutina, que foram

identificados e quantificados.
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Figura 77: Cromatograma do acesso 1573 avaliado por CLAE no gradiente 2 e o
respectivo espectro de UV do acido clorogénico, que foi identificado e
guantificado.
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Figura 78: Cromatograma do acesso 1584 avaliado por CLAE no gradiente 2 e 0
respectivo espectro de UV do &acido clorogénico, que foi identificado e
quantificado.
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Figura 79: Cromatograma do acesso 1611 avaliado por CLAE no gradiente 2 e o

respectivo espectro de UV do acido clorogénico, que foi

identificado e

quantificado.
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Figura 80: Cromatograma do acesso 1613 avaliado por CLAE no gradiente 2 e 0s
respectivos espectros de UV do acido clorogénico e cafeico, que foram
identificados e quantificados.
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Figura 81: Cromatograma do acesso 1616 avaliado por CLAE no gradiente 2 e 0
respectivo espectro de UV do acido cafeico, que foi identificado e quantificado.
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Figura 82: Cromatograma do acesso 1633 avaliado por CLAE no gradiente 2 e 0
respectivo espectro de UV do acido clorogénico, que foi identificado e quantificado.
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Figura 83: Cromatograma do acesso 1637 avaliado por CLAE no gradiente 2 e 0
respectivo espectro de UV do acido clorogénico, que foi identificado e quantificado.
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Figura 84: Cromatograma do acesso 1643a avaliado por CLAE no gradiente 2 e 0
respectivo espectro de UV do acido clorogénico, que foi identificado e quantificado.
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Figura 85: Cromatograma do acesso 1643b avaliado por CLAE no gradiente 2 e o
respectivo espectro de UV do acido clorogénico, que foi identificado e quantificado.

mAU

] 400 A

250+ 1733 300 _]',‘ Clorogénico
] 3 2001\ 285,00
i '"89., 100 4

200—* § _Oh| T T T T T T e
7 : 200 300 400 500 600 700
] <

150 e
] 5

100 ‘| ¥
- | |
] ‘L".‘h‘ | )
1 | I Area% (clorogénico) = 9,2

50+ “ vl
i | I’bnknl
1 ,'"JI L\W"\-\m
o - e . _ R -
7 T | | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T
0 5 10 15 20 25 30
min

Figura 86: Cromatograma do acesso 1733 avaliado por CLAE no gradiente 2 e o
respectivo espectro de UV do acido clorogénico, que foi identificado e quantificado.

Pode-se constatar que no gradiente 2, foram quantificados menores niveis
das substancias fendlicas avaliadas em relacdo ao gradiente 1. Diferencas como
esta também foram verificadas no trabalho de Eloy et. al. (2012), em que a fase
movel acetonitrila:dgua mostrou-se mais adequada que metanol:agua, estas

diferencas podem ser atribuidas devido a baixa absorcdo da acetonitrila (190 nm)
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na regido do UV em relagdo ao metanol (205 nm) e a outros fatores como
polaridade e viscosidade.

Segundo Skoog, et al (2002), obtém-se melhores resultados em
cromatagrafia liquida de fase inversa, quando a polaridade da fase estacionaria
aproximadamente parecida com a polaridade do analito e a polaridade da fase
movel utilizada € consideravelmente diferente. Do que quando as polaridades do
soluto e da fase movel sdo proximas, mas diferentes da fase estacionaria, neste
caso a fase estacionaria nao é eficaz o suficiente para competir com a fase movel
pelos componentes da amostra, entdo, verifica-se tempos de retengdo muito
curtos, dificultando assim a analise. Portanto, verifica-se que o metanol por
possuir polaridade (P= 5,1) um pouco inferior a da acetonitrila (P’= 5,8), interage
mais facilmente com os solutos polares, diminuindo o tempo de retencdo dos
padrdes analisados, conforme foi observado (Tabela 13) e consequentemente
diminuindo o fator de retencdo (k), dificultando-se assim a analise destes
compostos fendlicos no gradiente 2.

No entanto, os teores destes compostos encontrados nos demais acessos
corroboram com os valores encontrados na literatura. Assim, para facilitar a
visualizagéo, a tabela abaixo, sumariza os dados obtidos a partir da quantificacédo
dos compostos fendlicos em comparacdo com os dados extraidos da literatura.
Vale ressaltar que a tabela 19 foi confeccionada a partir da observacédo do melhor
resultado obtido para cada um dos padrbes quantificados nos extratos dos 29

acessos de C. baccatum.



Tabela 19: Comparacédo dos dados extraidos da literatura com os dados obtidos

nos acessos avaliados neste trabalho pelo gradiente 2

Autores Compostos Valores Acessos Valores
Fendlicos extraidos da Determinados
literatura neste trabalho
(mg/g) (mg/g)
Chen e Kang Ac. Cafeico 0,12-1,32 1613 0,5600
(2013) (C. annum)
Quijada (2009) Ac. Cafeico 0,011
(C. annum)
Chen e Kang Ac. Clorogénico 1,56-3,82 1633 0,5969
(2013) (C. annum)
Nogueira (2013) Ac. Clorogénico 0,034 1643b 0,5593
(C. annum)
Quijada (2009) Ac. Clorogénico 0,010 1637 0,4675
(C. annum)
Jarambone e Ac. Clorogénico 0,510
Rosa (2007) (maca)
Ac. Clorogénico 0,13-0,38
(tomate)
Quijada (2009) Rutina (C. annum) 0,004 BRS 0,4366

Conforme a tabela 19, o acesso 1613 apresentou maior concentracdo de
acido cafeico, estando este valor equivalente a faixa de valores encontrados na
literatura. Os valores encontrados para o acido clorogénico apresentaram-se
abaixo dos valores observados por Chen e Kang (2013), embora estejam acima
dos valores observados pelos demais pesquisadores. O acesso BRS foi o que
apresentou maior percentual de rutina, sendo este valor superior ao encontrado
por Quijada (2009). O flavonoide quercetina, nao foi detectado em nenhum dos 29
acessos, embora tenha sido detectado no gradiente 1 em diversos acessos,
nesse caso nao pode ser comparado a nenhum resultado observado na literatura.

Portanto, analisando-se os dois gradientes verifica-se que a partir do
gradiente 1 foi possivel se detectar niveis mais elevados na quantificacdo das
substancias avaliadas, além de ser quantificados teores de fendlicos em maior

numero de acessos analisados.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho, foram obtidos extratos etandlicos de 29 acessos de
pimentas da espécie Capsicum baccatum, pois a partir destes extratos, péde-se
avaliar o potencial antioxidante pelo método fotocolorimétrico do radical livre
estavel DPPH, o teor de fendis totais, utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau,
além de ter sido quantificado por CLAE em dois gradientes de eluicdo diferentes,
o contetdo de alguns flavonoides e acidos fendlicos como, rutina, quercetina,
apigenina, acido cafeico e acido clorogénico.

Tal investigacéao foi feita no intuito de se obter um antioxidante natural que
seja eficaz contra os processos de deterioracdo que encurtam o tempo de vida util
dos alimentos industrializados, visto que o0s antioxidantes sintéticos, mais
utilizados para este propésito pelas indlstrias alimenticias, apresentam certa
toxidez (Degaspari, 2005; Melo e Guerra, 2002).

Na avaliacdo da atividade antioxidante, os extratos foram avaliados nas
concentracdes de 1000, 100 e 10 pg/ml e os resultados também foram expressos
pelo ECsp. SO foi observado potencial antioxidante nas concentracdes de 1000 e
100 pg/ml, sendo que os resultados foram mais expressivos na maior
concentracéo testada.

Destacam-se o0s acessos BRS, 1490, 1495, 1611, 1613, 1629, 1630, 1633,
1639, 1642, 1643a, 1732, 1738 e 1797, que obtiveram 100% de atividade. Sendo
estes considerados os de acdo mais efetiva quando atuantes como antioxidantes.
Portanto, estes resultados corroboram com os de outros pesquisadores que
também verificaram altos potenciais antioxidantes para pimentas desta mesma

espécie.
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Para avaliagdo do teor de fendis totais, os resultados foram expressos de
acordo com o teste de Scott Knott, em razdo da significancia dos acessos na
analise de variancia em nivel de 5% de probabilidade. Foram obtidos 21 grupos
estatisticamente iguais, e verifica-se que o acesso BRS, foi o que apresentou
maior contetdo de fendis totais, seguido dos acessos 1643b, 1611, 1417, 1494,
1613 e 1584, que também se destacaram nesta analise.

Estes resultados também estdo de acordo com os resultados verificados
por outros pesquisadores, como Zimmer et al. (2012), Kappel (2007), entre outros.
Sendo que para alguns acessos, como por exemplo, o BRS, o teor de fendis
totais se manteve acima dos valores observados na literatura.

N&o se pode afirmar que haja relacdo entre o potencial antioxidante e o
teor de fendis totais, visto que, para alguns acessos ha uma forte evidéncia, como
no caso do acesso BRS, que se destaca por seu alto potencial antioxidante e seu
elevado teor de fendis totais, no entanto para os demais acessos tal relacao nao é
observada.

O fato de néo se encontrar associagao entre o teor de fenodis e a atividade
antioxidante pode ser explicado por diversos fatores, sugere-se que a atividade
antioxidante possa ser devida ao sinergismo presente entre a mistura de
diferentes compostos antioxidantes, ou pode estar relacionada a outros
compostos que ndo foram estudados neste trabalho, como os carotenoides e
capsaicinoides que também atuam como antioxidantes.

Para a quantificacdo dos compostos fendélicos por CLAE, trabalhou-se com
dois gradientes de eluicdo diferentes: gradiente 1 (dgua MiliQ acidificada e
acetonitrila) e gradiente 2 (metanol e 4gua MiliQ acidificada).

A identificagdo destes compostos nos extratos dos acessos de pimentas foi
feita comparando-se os tempos de retencao, os espectros de UV e através de co-
injecdes dos padrdes comerciais puros. Para cada padrao foram feitas curvas de
calibragéo com seis concentragdes diferentes (50 a 2 pg/ml), para cada gradiente.
Os 29 acessos foram comparados em nivel de 5% de significancia, em cada
gradiente, utilizando o teste de Scott Knott.

No gradiente 1, foi possivel identificar e quantificar no minimo um
composto fendlico em 25 dos 29 acessos avaliados. Verificou-se que o acido

clorogénico esteve presente na maioria deles.
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Comparando-se os teores obtidos destes compostos com os observados
por outros pesquisadores, verificou-se que o acesso 1490 apresentou maior nivel
de acido cafeico, para o acesso 1417 o maior teor de &acido clorogénico foi
detectado, jA o acesso 1494, que mostrou o maior teor de quercetina, esteve
abaixo do encontrado na literatura, porém no acesso 1714 o qual apresentou
maior concentragdo de rutina, esteve acima dos teores verificados por outros
pesquisadores.

No gradiente de eluicdo 2, s6 foi possivel quantificar no minimo um padréo
em 14 dos 29 acessos avaliados. Sendo o acido clorogénico o mais abundante
entre eles.

Os teores de flavonoides e acidos fenodlicos quantificados neste gradiente,
também foram comparados com os dados extraidos da literatura e o acesso 1613
foi o que se destacou por apresentar maior concentracdo do acido cafeico, o
acesso 1633 foi aquele que apresentou maior teor de acido clorogénico e o
acesso BRS apresentou maior teor de rutina, sendo estes valores de acordo com
0 observado na literatura.

Desta forma, verifica-se que no gradiente 1 foi possivel se quantificar niveis
de padrdes fendlicos avaliados em um maior nimero de acessos avaliados em
relacdo ao gradiente 2. Este fato pode ser explicado devido a diferenca polaridade
entre o metanol e a acetonitrila, que proporciona diminuicdo nos tempos de
retencado e fator de retencéo (k) dos padrdes no gradiente 2, dificultando assim a
andlise.

Também é importante ressaltar que ndo se pode afirmar que haja relacéo
entre os teores de fendlicos quantificados em CLAE e os teores de fenois totais
obtidos pelo método Folin-Ciocalteau, visto que ao se observar 0 acesso BRS,
verifica-se que este apresenta maior teor de fendis totais por esta metodologia,
contudo, os niveis de flavonoides e acidos fendlicos quantificados em CLAE sao
inexpressivos.

Desta forma, sugere-se que esta discrepancia possa estar relacionada com
a presenca nestes acessos de outras substancias fendlicas que ndo foram
analisadas neste trabalho de pesquisa.

Com isso, pode-se que concluir que os acessos BRS, 1643a, 1611 e 1613,
se destacam entre os demais acessos, pois podem ser considerados bons

antioxidantes e fontes de compostos fenodlicos. Desta forma, sugere-se que estes
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sejam utilizados como antioxidantes naturais pelas industrias de alimentos de

forma que possam aumentar o tempo de vida util dos alimentos.
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