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RESUMO

ARANTES, M.B S. M.SC., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Marco de 2017. Capsicum baccatum var. pendulum: Agdo antioxidante e
atividade antimicrobiana x estadio de maturacédo. Orientadora: Prof. Dr2. Daniela
Barros de Oliveira.

Os alimentos de maneira geral estdo expostos a reacfes oxidativas que
proporcionam a perda das caracteristicas sensoriais como seu aroma, sabor e
textura. Devido a este fator, a industria de alimentos faz uso de conservantes
sintéticos. No entanto, alguns estudos apontam para a acdo cancerigena de
muitos desses aditivos sintéticos utilizados para aumentar o tempo de prateleira
dos produtos. Nesse sentido, € de interesse do setor de alimentos a busca por
moléculas provenientes do metabolismo secundéario dos vegetais, possuam
caracteristicas de conservantes, ou seja, atuem como antioxidantes e
antimicrobiano.O objetivo deste trabalho foi avaliar as principais substancias com
acdo de antioxidante e antimicrobiana de extratos de pimentas dos acessos
UENF 1613 E UENF 1417 no estadio maduro e imaturo.Os frutos foram
submetidos a refluxo em Soxhlet com etanol 70% (fruto:solvente, 1:10, p/v) por 4
horas a 90°C. Os extratos foram avaliados em dois estadios de maturacdo quanto
ao teor de fendis totais, acao antioxidante, vitamina C e flavondides totais. O perfil
guimico dos extratos foi avaliado por CLAE com gradiente de eluicdo (agua
ultrapura acidificada e acetonitrila). A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo
método de difusdo em agar e o teste de antimicrobiano foi realizado utilizando-se

10 discos de antibiéticos. Os resultados revelaram que os extratos 1417 M e 1613



Xiv

V apresentaram os maiores teores de fendis totais para os métodos Folin
Cicateault ( 163, 27 mg AG/100 g de extrato e 93,20 mg AG/100 g de extrato) e
para Fast Blue BB (236,78 mg AG/100 g de extrato e 272,18 mg AG/100 g de
extrato) respectivamente.Quanto a teor de &acido ascorbico, o fruto do acesso
1613 M apresentaram maiores teores de vitamina C (222,21 mg Vit C/ 100 g
fruto) e os extratos 1417 M e 1613 M apresentaram os maiores teores (11,85 mg
Vit C/ 100g de extrato e 9,36 mg Vit C/ 100g).A atividade antioxidante foi mais
elevada para os extratos 1417 M e 1613 V (17,84 puM sulfato ferroso /g de extrato
e 31,38 uM sulfato ferroso /g de extrato) segundo o método de FRAP. No método
antioxidante de DPPH, os extratos 1417 M e 1613 V também apresentaram
maiores atividades (86,61 % e 83,64 %) na concentracdo mais alta a 1000 pg/mL.
A relagcdo entre o teor de fendis totais e atividade antioxidante foi positiva. O
extrato 1417 M apresentou o maior teor de flavonodides totais (10,44 mg de rutina/
g de extrato).O perfil quimico por CLAE indicou a presenca de acidos fendlicos
em todos os extratos avaliados, o que foi comparado pela injecdo de padrdes
comerciais. O extrato 1417 V apresentou atividade antimicrobiana para os
seguintes microorgansmos: S aureus (ATCC 25923), S aureus (ATCC 33591),
LSA 88, S epidermidis (ATCC 12228). Todos os extratos foram capazes de inibir
o crescimento de S epidermidis (ATCC 12228) e o extrato 1613 V teve acao
antimicrobiana frente a Salmonella enteridis (ATCC 13096). Os extratos néo
tiveram efeito sob a E coli (ATCC 25922). Os testes de antibiograma, indicaram
gue houve sinergismo entre o extrato/disco de antibidtico entre todos os extratos
gue apresentaram efeito, exceto para a cepa S aureus 33591. O fator estadio de
maturacdo dos frutos do extrato apresentou diferenca para a avaliacdo das
substancias fenolicas, flavondides, acido ascorbico, atividade antioxidante e
antimicrobiana. Os resultados indicam que extratos de pimenta sdo promissores
para 0 uso como conservante natural em substituicdo aos sintéticos frente aos

microorganismos.

Palavras chaves: Conservante natural, extrato bruto
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ABSTRACT

ARANTES, M.B S. M.SC., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro.March 2017.Capsicum baccatum var. Pendulum: Antioxidant action and
antimicrobial activity x maturation stage. Advisor: Prof. Drd. Daniela Barros de
Oliveira.

Foods in general are exposed to oxidative reactions that lead to loss of sensory
characteristics such as aroma, taste and texture. Due to this factor, the food
industry makes use of synthetic preservatives. However, some studies point to the
carcinogenic action of many of these synthetic additives used to increase the shelf
life of products. In this sense, it is interest in the food sector to search for natural
products that have characteristics of preservatives, that is, to act as antioxidants
and antimicrobial. The objective of this work was to evaluate the main substances
with antioxidant and antimicrobial action of extracts of peppers from fruits that
were refluxed in Soxhlet with 70% ethanol (fruit: solvent, 1:10, w / v) for 4 hours at
90 ° C. The antioxidant agents were evaluated for total phenol content, antioxidant
action, vitamin C and total flavonoids. The chemical profile of the extracts was
evaluated by HPLC with elution gradient (acidified ultrapure water and
acetonitrile). The antimicrobial activity was evaluated by the agar diffusion method
and the antimicrobial test was carried out using 10 antibiotic disks. The results
showed that extracts 1417 M and 1613 V presented the highest total phenol
contents for Folin Cicateault (163. 27 mg AG / 100 g extract and 93.20 mg AG /
100 g extract) and for Fast Blue BB (236.78 mg AG / 100 g extract and 272.18 mg

AG / 100 g extract) respectively. For to ascorbic acid content, the fruit from access
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1613 M presented higher contents of vitamin C (222.21 mg Vit C / 100 g fruit) and
extracts 1417 M and 1613 M presented the highest contents (11.85 mg Vit C / 100
g extract and 9.36 mg Vit C / 100g). The antioxidant activity was higher for the
extracts 1417 M and 1613 V (17.84 uM ferrous sulphate / g extract and 31.38 yM
ferrous sulphate / g extract) according to the FRAP method. In the antioxidant
method of DPPH, 1417 M and 1613 V also had higher activities (86.61% and
83.64%) at the concentration evaluated at 1000 ug / mL. The correlation between
total phenol content and antioxidant activity was positive. The 1417 M extract had
the highest total flavonoid content (10.44 mg rutin / g extract). The chemical profile
by HPLC indicated the presence of phenolic acids in all extracts evaluated, which
was evidenced by the injection of commercial standards. The extract 1417 V
showed antimicrobial activity for the following microorganisms: S aureus (ATCC
25923), S aureus (ATCC 33591), LSA 88, S epidermidis (ATCC 12228). All
extracts were able to inhibit the growth of S epidermidis (ATCC 12228) and extract
1613 V had antimicrobial action against Salmonella enteridis (ATCC 13096). The
extracts had no effect under E coli (ATCC 25922). The antibiotic tests indicated
that there was synergism between the extract - antibiotic disc among all the
extracts that had effect, except for the strain S aureus 33591. The stage of
maturation of the fruits of the extract had difference only for the evaluation of the
phenolic substances, Flavonoids, ascorbic acid and antioxidant activity. The
results indicate that pepper extracts are promising for use as a natural

preservative instead of synthetic ones.

Key words: Natural preservative, crude extract
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1. INTRODUCAO

Os alimentos de maneira geral estdo expostos a iniUmeras reacdes, como
as reacOes de oxidacOes lipidicas por acdo do oxigénio e radicais livres que
proporcionam a perda das caracteristicas sensoriais como seu aroma, sabor e
textura (Araujo, 2008).

Desta forma, a industria de alimentos na tentativa de aumentar o tempo
de prateleira de seus produtos utiliza substancias sintéticas, tais como o0s
antioxidantes BHA (butil-hidroxi-anisol), BHT (butil-hidroxitolueno),PG (propil
galato) e TBHQ (terc-butil-hidroquinona) que séo bastante utilizados devido a sua
acao inibitéria nas reacdes de peroxidacao lipidica (Araujo, 2008; Angelo et al,
2007; Soares, 2002 ).

No entanto, diversos autores vém relatado efeitos deletérios no
organismo humano devido ao consumo destes antioxidantes sintéticos (Castelo-
Branco e Torres, 2011). Desta maneira, o cenario atual da industria de alimentos
busca a investigacdo para obtencdo de antioxidantes oriundos de recursos
naturais.

Muitas pesquisas relatam que 0s vegetais sdo as principais fontes de
obtencdo de antioxidantes naturais, em que, a partir de processos de extracao
com solventes especificos € possivel obter um extrato com alto poder
antioxidante, ou seja, com poder de sequestrar os radicais livres produzidos no
meio devido a processos oxidativos (Bernardes et al, 2014; Bernardes, 2010,
Soares, 2002).



Neste sentido, se faz necesséria a pesquisa em torno de matrizes vegetais
gue possam atuar como agentes antioxidantes em substituicdo aos antioxidantes
sintéticos utilizados pela industria alimenticia. Também é importante ressaltar que
muitas espécies vegetais, além de atuarem como antioxidantes possuem acao
antimicrobiana, o que possibilita a sua utilizagdo na industria de alimentos como
conservantes naturais.

A busca por agentes antimicrobianos que substituam a utilizagdo de
conservantes que atuam como inibidores de crescimento microbiano para a
preservacao de alimentos é de grande interesse da industria de alimentos. Alguns
estudos apontam o uso de extratos vegetais como alternativa para essa finalidade
(Carlos et al, 2010; Carvalho et al, 2010; Carvalho et al, 2006). Ha alguns relatos
na literatura da relacdo entre as substancias de origem vegetal com potencial
antioxidante e antimicrobiano (Ahn et al, 2007; Taguri et al, 2006).

Neste contexto, espécies vegetais utilizadas como condimentos vém se
destacando, dentre elas o género Capsicum € de grande interesse entre 0s
pesquisadores. Capsicum baccatum var. pendulum €& amplamente consumida
pela populacdo brasileira. Dentro dessa espécie esta incluida a pimenta
popularmente conhecida como Chapéu de frade ou Cambuci, que foi objeto
estudo desta dissertacdo (Carvalho e Biachetti, 2004).

As pimentas do género Capsicum vém sendo utilizadas popularmente
para fins condimentares, pois, proporcionam aos alimentos aroma e paladar
agradavel. Assim, é interessante a investigacdo de principios ativos que possam
vir a atuar como agentes antioxidantes e possam ser utilizados como método
alternativo aos antioxidantes sintéticos.

O presente trabalho buscou avaliar os teores de algumas substancias
bioativas presentes em extratos de 2 acessos de pimentas originadas do banco
de germoplasma da UENF em dois estadios de maturacdo (maduro e imaturo) e
avaliar o potencial antimicrobiano de seus extratos sob cepas de alguns
microrganismos encontrados em alimentos e que sao relacionados a ma

higienizacdo dos manipuladores.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os teores de algumas substancias bioativas responsaveis pela atividade
antioxidante e a atividade antimicrobiana de 2 acessos de pimentas (UENF 1417
e UENF 1613) em 2 estadios de maturacdo (verde e maduro) de Capsicum

baccatum var. pendulum oriundas do banco de germoplasma da UENF.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o teor de fendis totais pelos métodos de Folin Ciocalteau e Fast
Blue BB;

e Avaliar a atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e FRAP;

e Avaliar o teor de flavondides totais

e Avaliar o teor de acido ascorbico.

e Verificar o perfil quimico dos extratos por CLAE.

e Avaliar a atividade antimicrobiana.

e Avaliar o sinergismo extrato-antibioticos comerciais pelo método do

antibiograma.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Metabolismo primario X metabolismo secundéario vegetal

O organismo vegetal apresenta rotas de sintese de celulose, lignina,
proteinas, lipideos, aclUcares e outras substancias importantes para a realizacao
das funcles vitais das plantas. Essas rotas sdo denominadas de metabolismo
primario vegetal. O metabolismo primario vegetal ira sintetizar estruturas, como
parede celular (acucares), membranas (lipideos e proteinas) e material genético
(proteinas) (Champe et al, 2009).

O metabolismo primario vegetal, esta diretamente relacionado as vias de
substancias sintetizadas pelo metabolismo secundario vegetal (Figura 1). Um
exemplo é a via de sintese de flavonoides que é originada a partir da via do acido
chiquimico e acetato via acido mevalbnico oriundas da biossintese dos

carboidratos (Champe et al, 2009).
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Figura 1: Relagdo entre metabolismo primdrio e secundario. Adaptado de Taiz e Lindoln, 2009.

Os vegetais produzem substancias, originadas no metabolismo
secundario, que sdo especificos de cada espécie e sdo produzidos em baixas
concentragfes pelas plantas. No entanto, essas moléculas sdo importantes para
0s vegetais devido a sua participacdo na atracdo de polinizadores, respostas
guimicas a estresse ambiental, defesas quimicas contra microrganismos, insetos,
outros predadores (Croteau et al., 2000). Os metabdlitos secundarios, geralmente,
nao possuem participacdo direta nos processos fotossintéticos, de translocacao
de solutos, sintese de proteinas, assimilagdo de nutrientes, sintese de
carboidratos e lipideos (Taiz e Lincoln, 2009).

O metabolismo secundario vegetal € composto de substancias que
possuem estrutura complexa, presente em baixas concentracdes e possuem
muitas atividades bioldgicas relatadas como a acdo anti-inflamatoria,
anticarcenogénica e antioxidante. Em relacdo aos metabdlitos primarios,
apresentam-se em baixas concentracdes e podem ou ndo estarem presentes nas
plantas, isso depende do ambiente onde estdo inseridas (Berg e Lubert,
2008).Com base na origem metabdlica, as substancias oriundas de plantas
podem ser divididos em trés grupos majoritarios, denominados terpenos,

alcaldides e compostos fendlicos (Croteau et al, 2000).



O presente trabalho foi concentrado no estudo das substéncias fendlicas,
gue sdo muito estudadas devido a suas atividades bioldgicas antioxidante,
antifungica, anticarcinogénica.

Os compostos fendlicos sdo biossintetizados por duas rotas principais: A
rota do &cido chiquimico e a rota do acido mevalbnico.A rota do acido chiquimico
funciona convertendo precursores de carboidratos (presentes na glicélise e via
das pentoses) em aminodcidos aromaticos. Essa rota esta presente em plantas,
fungos, bactérias. A rota do &cido mevaldnico € menos significativa para as
plantas, sendo mais importante para fungos e bactérias (Taiz e Lincoln, 2009).

Os precursores das substancias produzidas no metabolismo séo
provenientes de rotas primarias do metabolismo vegetal, conforme apresentado
na figura 1 (Taiz e Lincoln, 2009).

Os compostos fendlicos apresentam estruturalmente anel aromatico
substituido por grupamento hidroxila. (Angelo, 2007). A classe de moléculas
fendlicas pode ser agrupada em flavonoides (flavonas, isoflavonas e antocianinas)
e substancias nao-flavonéides (acidos fendlicos, taninos, cumarinas e tocofenais)
séo descritos (Angelo et al, 2007; Soares, 2002 ).

Algumas propriedades tais como acdo antioxidante e antimicrobiana sao
relatadas para o grupo dos compostos fendlicos, com destaque para a classe dos
flavondides e taninos (Zimmer et al, 2012; Kappel et al, 2008).

Em geral quando ha ocorréncia de atividade antioxidante, as moléculas
possuem a capacidade de reagir (através da doacédo do hidrogénio ao elétron do
radical livre e formar estruturas estaveis) por esse motivo sdo incluidos na
categoria de antioxidantes naturais, devido a capacidade de sequestro dos
radicais livres e a estabilidade do radical formado (Angelo et al, 2007, Soares,
2002).

3.2 Radicais livres x Substancias antioxidantes

Os radicais livres sdo substancias que apresentam um par de elétron
desemparelhado e possuem alta instabilidade. Eles sdo formados por acéo direta
de fontes 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. Os

radicais livres sdo denominados espécies reativas de oxigénio (EROs) ou



espécies reativas de nitrogénio (ERNSs), pois, possuem elétron desemparelhado e
centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio (Araujo, 2008).

Os radicais livres sao promotores das reagOes de oxidagbes que
promovem envelhecimento celular, além de ocasionarem danos ao DNA
promovendo processos de mutagénese e carcinogénese. As espécies reativas de
nitrogénio (ERNSs) e de oxigénio (EROs) possuem alta reatividade com moléculas
de lipidios, proteinas, DNA, vitaminas, carboidratos e outras biomoléculas
essenciais para o funcionamento dos organismos (Shami e Moreira, 2004).

Uma reacdo frequentemente observada em alimentos quando ha
presenca de radicais livres do meio € a peroxidacdo oxidativa, que consiste nas
reagbes quimicas envolvendo &cidos graxos insaturados e o grupo de oxigénio
reativo.

As reacoes de peroxidacao lipidica sao divididas didaticamente em 3
fases: fase inicial, fase de propagacéao e fase terminal. O radical livre € gerado no
meio devido a retirada de um atomo de hidrogénio da molécula de acido graxo
insaturado. Posteriormente, o radical gerado no meio reage com oxigénio e forma
o radical peroxil que atua em reacdes autocataliticas que promovem reacfes com
outras moléculas de acidos graxos presentes no meio em questao (Soares, 2002).

As reacdes de peroxidacdo oxidativa oferecem produtos como aldeidos,
cetonas, alcodis e hidrocarbonetos que promovem alteracdo de propriedades
organolépticas dos alimentos como cor, aroma e sabor. No entanto, o uso de
antioxidantes evita as reacdes de peroxidacédo, que ocorre devido a presenca de
um elétron livre, que promove reacfes oxidativas. Porém, na presenca de um
antioxidante, a reacao é inibida (Figura 2) e o alimento ndo sofre alteracGes
(Bernardes et al, 2014; Araujo, 2008).

ROO* + AH —  ROOH + A*
R*+AH —» RH+A"

Onde: ROO* E R* sdo radicais livres; AH é o antioxidante com atomo de

hidrogénio ativo e A* € o radical inerte;

Figura 2: Mecanismo de agdo dos antioxidantes primarios

As proteinas também sdo afetadas devido a acdo de radicais livres

formados no meio. Ocorrendo processos como fragmentagdo, modificagéo,



8

agregacao e ativacao ou inativacado de enzimas pela reagdo das proteinas com 0s
radicais. O DNA também é afetado devido a presenca de radicais livres no meio,
ocorre alteragdes cromossdmicas como mutagao, delecéo, inversao, translocacao
gue comprometem as moléculas de DNA quanto ao funcionamento (Soares,
2002).

Desta forma, as substancias sintetizadas no metabolismo secundério
vegetal podem esta atuando como antioxidantes naturais, promovendo a
estabilidade do radical livre formado no meio. Como ocorre em ensaios utilizando
extratos vegetais e o radical livre sintético DPPH (figura 3) (Araudjo, 2008; Toledo
et al, 1985).

NOs

/ Ph
—i Ph
/ N\ Y 0N NH—N
OgN—, p NN ..
N/ en Ph )
\Noz + FIOH — NO, +FIO
DPPH Antioxidante DPPH Antioxidante

Figura 3: Reacdo do radical livre DPPH com a substancia antioxidante. (Amié,
2003).

3.3 Substancias antioxidantes

O retardo da peroxidacdo oxidativa pela acdo de radicais livres foi
relatado pela primeira vez em 1797 por Berthollet e em 1817 por Duclaux nesta
ocasido houve a explicacdo da acdo do oxigénio atmosférico como um dos
maiores promotores de reacdes de oxidacdo de acidos graxos insaturados.
Wright, em 1852, observou que indios americanos do Vale de Ohio preservavam
gordura de urso usando casca de omeiro (Ulmus L). Essa forma de conservacao
foi patenteada como antioxidante 30 anos mais tarde (Ramalho et al, 2006)

As reaclOes promovidas por radicais livres podem ser evitados ou
amenizadas com o uso de substancias antioxidantes, que impedem a formacéo
de espécies reativas (radicais livres) e assim proporcionam a integridade das
substancias presentes no meio por mais tempo (Soares, 2002).

Em relacdo ao organismo humano, a ingestdo de alimentos com
potencial antioxidante auxiliam na prevencdo a oxidacdo proveniente dos

processos bioldgicos oriundos de fatores enxdégenos ao organismo como a



poluicdo ambiental e gases de escapamentos de veiculos; raios X e radiacdo
ultravioleta do sol; fumo e fumaca de cigarro e o alcool; residuos de defensivos
agricolas; substancias toxicas presentes em alimentos e bebidas (aditivos
guimicos, horménios, aflatoxinas) stress e alto consumo de gorduras saturadas
por exemplo (Degaspari et al , 2004).

J& fatores enddgenos de formacdo dos radicais livres no organismo
humano como envelhecimento celular, cancer e doencas degenerativas podem
ser reduzidos com o consumo e dieta diaria de alimentos com potencial
antioxidante (Degaspari et. al, 2004).

Em relagédo aos alimentos, os antioxidantes promovem um aumento do
tempo de prateleira. Visto que, moléculas de acidos graxos, vitaminas, proteinas e
carboidratos ndo serdo degradados tao facilmente (Broinizi et al, 2007).

A industria alimenticia desde os anos 1980 vém aplicando em seus
produtos substancias antioxidantes sintéticas como o0s seguintes polifendis: BHA
(butil-hidroxi-anisol), BHT (butil-hidroxitolueno),PG (propil galato) e TBHQ (terc-
butil-hidroquinona) que séo os mais utilizados na industria de alimentos ( figura 4).

No entanto, segundo Broinizi e colaboradores em 2007, alguns estudos
relatam que antioxidantes sintéticos utilizados na inddstria podem estar ligados a

efeitos como deletérios ao organismo quando consumidos regularmente.

H OH

CafH.C) _CiCHa) CICH

Z P

H, OCH,

BHT BHA

OH ].‘-H

HO H AN "[“ 4

COO l'_I.; H- L H

PG TBHO

Figura 4: Principais antioxidantes sintéticos utilizados na industria de alimentos.
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Desta forma, se faz importante a pesquisa em torno de antioxidantes
obtidos a partir de fontes de naturais. As matrizes vegetais sSao as principais
fontes de compostos antioxidantes. Dentre as substancias quimicas presentes
nos vegetais sdo relatados na literatura o acido ascoérbico (vitamina C),
carotenoides, tocofendis (vitamina E) que sao pertencentes ao grupo de
compostos fendlicos, entre outras.

Os compostos fendlicos provenientes de fontes vegetais possuem bom
potencial antioxidante, pois, eles atuam na neutralizacdo ou sequestro de radicais
livres e na quelacdo de metais, agindo na etapa de iniciagdo e na etapa de
propagacdo da peroxidacdo lipidica. Esses compostos apresentam grupo
aromatico benzénico que devido a ressonédncia do anel sdo estabilizados
(Degaspari et al, 2004; Soares 2002).

Os compostos fendlicos sao divididos entre ndo flavonoides (acidos
fendlicos em geral) e flavonoides, sendo este ultimo dividido em 6 classes (figura
5) que sao: flavonadis, flavonas, flavanéis, antocianidina, flavanonas e isoflavonas
(Ribani, 2006).
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Flavonaois R1 R2 R3
Quercetina OH OH OH
Kaempferol OH H OH

Flavonas R1 R2 R3
Luteolina H OH OH
Apigenina H H OH

Flavonadis R1 R2 R3
Catequina OH H -

Antocianidina R1 RZ2 R3
Cianidina OH H -

Isoflavonas R1
Daidzeina H H - Flavononas R1 R2 R3

Naringinina H H OH

Figura 5: Principais classes de flavondides

Algumas dificuldades s&o observadas em relacao a utilizagcdo dos extratos

vegetais, como a prépria obtencdo de bioativos que requerem uma grande massa
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de material vegetal como ocorre com a planta Impatiens walleriana (popularmente
maria-sem-vergonha ou beijo de frade) que necessita de 1 tonelada de material
vegetal para a extragdo de 1 g da substancia com atividade relatada como
antitumoral (Ding et al, 2008; Oku & Ishiguro 2001).

A instabilidade em alguns extratos também pode ser questionada em
relacdo a sua utilizagdo, pois, o ambiente em que o vegetal se encontra é fator
determinante na obtencédo do teor do isolado quimico ativo. O ambiente de cultivo
ou local derealizacdodo extrativismo do vegetal € de grande importancia para a
producdo de metabdlitos secundarios, pois em determinados ambientes e
periodos do ano pode ocorrer a queda ou auséncia da molécula bioativa de
interesse (Neves et al, 2006).

Entre as metodologias utilizadas para a avaliagcdo in vitro de
antioxidantes ha destaque para o método fotocolorimétrico do radical sintético
estavel DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), em que atividade sequestradora de
radicais livres do meio € expressa pela relacdo da absorcdo do radical DPPH,
baseado na solucédo de DPPH (controle negativo) e uma solugdo de um padrao de
substancia aromatica, BHT (2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol) que é o controle
positivo da andlise. ApOs a reacéo € realizado o calculo do sequestro de radicais

livres DPPH pelo extrato vegetal utilizado no experimento (Koleva et al, 2002).

3.4 Grau de maturacao dos frutos X Compostos antioxidantes

Condicdes diferenciadas no ambiente, cultivo e manejo e as inerentes
ao material vegetal podem alterar a composicdo e os teores de substancias
bioativas. Varios autores relatam que de acordo com a espécie, gendtipo e grau
de maturacdo das pimentas essas podem sofrer variagcbes quanto ao perfil
guimico dos extratos (Ogiso et al, 2008; Davis et al, 2007).

Segundo Carvalho e colaboradores em 2014, o grau de maturacao
influenciou no teor de moléculas bioativas dos genétipos de pimenteiras do
género Capsicum avaliadas, pois, os frutos imaturos continham maiores teores de
acido ascérbico e compostos fendlicos, e frutos maduros apresentaram maiores

teores de carotenoides totais que os frutos imaturos.
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A partir de estudos realizados por Menichini et al (2009), com
pimentas C. chinense, foram observados maior atividade antioxidante para o0s
frutos no estadio de maturacao verde, ao contrario dos frutos totalmente maduros.

No entanto, segundo Howard et al. (2000), ao avaliar estruturas
fendlicas em pimentas C. annuum, C. frutescens e C. chinense, por Folin-
Ciocalteu e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), foi observado que os
teores de compostos bioativos aumentaram com a maturacéo,
independentemente do método de determinacéo aplicado.

Em estudos realizados por Conforti et al (2007) comparando 3
estadios de maturacéo ( fruto vermelho, fruto verde grande e fruto verde pequeno)
da espécie C. annuum L. var. acuminatum preparados a partir de extracédo
metandlica.Os autores obtiveram como resultado para andlises realizadas
utilizando a metodologia de Folin-Ciocalteu (que avalia o teor total de compostos
fendlicos) os seguintes resultados: Para estagio de maturacdo de frutos verdes
pequenos o teor de fendis totais foi 76,0 mg / g, para frutos verdes grande foi de
73,8 mg / g. Enquanto que para frutas totalmente maduras (frutos vermelhos) foi
de 43,2 mg / g de fenais totais.

Conforti et al. (2007) avaliou ainda a atividade antioxidante dos frutos de
extratos metanadlicos da espécie C. annuum L. var. acuminatum nesses 3 estadios
de maturacdo. A avaliacao foi realizada utilizando o método do DPPH (2,2- difenil-
1-picril-hidrazil), os resultados obtidos revelaram que o fruto verde pequeno
revelou a melhor atividade antioxidante quando comparado aos frutos vermelho e
fruto verde grande, que mantiveram suas atividades semelhantes.

Investigacbes a respeito do potencial antioxidante dos frutos de C.
baccatum séo interessantes devido ao grande consumo desta hortalica que € a

terceira mais consumida no Brasil (Ribeiro et al, 2008).

3.5 Classificacdo Botanica Capsicum baccatum var pendulum

A espécie Capsicum baccatum pertence a familia das Solanaceae e
género Capsicum sao nativas das regides tropicais e temperadas da América., e
possui como centro de origem a Bolivia (Castro et al, 2011).

A familia Solanaceae representa uma fonte basica da alimentacao
humana. No Brasil, a familia possui ocorréncia de 34 géneros e 449 espécies

(Stehmann et al, 2010). Pertencem a essa familia botanica o tomate (S.
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lycopersicum L.), batata (Solanum tuberosum L.) e o tabaco (Nicotiana tabacum
L.) que séo culturas de grande importancia econdémica.

Atualmente sdo descritos cerca de 35 espécies de pimentas dentro do
género Capsicum, 5 delas sdao domesticadas e amplamente exploradas pela
agricultura C. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum e C. pubescens
as demais pimentas sao silvestres (Carrizo et al, 2013).

A espécie Capsicum baccatum compreende duas variedades
botanicas: C. baccatum var. baccatum (Cumari) e C. baccatum var. pendulum.
Sendo, a espécie C. baccatum var. pendulum chamadas de pimentas chapéu de
frade ou Cambuci e dedo de moca (nomes populares) as mais consumidas no
Brasil (Embrapa Hortalicas, 2015; Carvalho e Biachetti, 2004).

Em relacdo a botanica sistematica, a espécie C. baccatum possui cor
da corola branca e sempre apresentam um par de manchas amareladas ou
esverdeadas na base de cada lobo das pétalas, as anteras sdo amareladas
(Figura 6 ). As flores séo hermafroditas e autbgamas, ou seja, antes da antese ha
a autofecundacéo. Os frutos sdo do tipo baga e quando maduros sdo desde
alaranjados até avermelhados, quando imaturos sédo verdes. Quanto ao formato
os frutos podem ser alongados, arredondados e campanulados. (Embrapa
Hortalicas, 2015).

Figura 6: Detalhe da flor da pimenta Cambuci (Capsicum baccatum).Fonte: Arquivo pessoal.
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3.6 Substancias bioativas presentes no género Capsicum

Os vegetais do género Capsicum possuem moléculas com bioatividade
como o0s capsaicinoides (responsavel pela pungéncia das pimentas) e
substancias antioxidantes como a vitamina E, vitamina C e carotenoides
(Carvalho e Biachetti, 2004).

As pimentas do género Capsicum tem em geral alta biossintese de
oleorresinas e de capsaicinoides. Os capsaicinoides séo naturalmente produzidos
nas células epidérmicas da placenta dos frutos, proporcionam nas bagas das
pimentas a pungéncia, caracteristica que possibilta o amplo uso para as
finalidades humanas, entre as quais est4 o uso condimentar, o repelente e como
medicinal (Carvalho e Biachetti, 2004).

As pimentas do género Capsicum, possuem uso popular medicinal
relatado em todo pais. Diversas pimentas vém sendo utilizadas popularmente
para combater micoses de pele, alivio de célicas menstruais, uso no tratamento
de feridas e furanculos, coceiras, vermes e reumatismo (Silva, 2012; Berg, 1988).

O autor Kappel e colaboradores (2008) por exemplo, relata em
experimentos realizados a partir de Capsicum baccatuma dosagem do teor de
fendis totais pelo método Folin-Ciocalteu. Neste experimento foram avaliadas as
seguintes partes do vegetal (pericarpo, placenta e sementes) de frutos verdes e
maduros. Os resultados indicaram que o teor mais elevado de fendis totais foi
para placenta imatura e semente madura quando comparado com as outras
partes. O mesmo autor em experimento para avaliacdo antioxidante relata nos
resultados que tanto os extratos de partes do fruto maduro quanto do imaturo
(verde) apresentam atividade antioxidante.

Zimmer e colaboradores (2012), avaliaram teores de fendis totais e a
atividade antioxidante pelo método do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) em
frutos e sementes de C. baccatum e correlacionou a atividade antioxidante com a
alta concentracéo de fendis oriundas dos extratos testados. Foi observado que os
frutos de C. baccatum apresentaram maiores teores de flavonoides e compostos
fendlicos do que as sementes.

As atividades antioxidantes e anti-inflamatérias vém sendo relatadas

por diversos autores (Hervert-Hernandez et al, 2010; Costa et al, 2009). Tais



16

propriedades estdo intimamente ligadas aos altos teores de capsaicinoides e
compostos fendlicos presentes nos frutos de pimentas do género Capsicum.

Um dos compostos fendlicos mais investigados na literatura é
pertencente a classe dos flavondides (figura 7). Os flavonoides constituem uma
importante classe de polifendis, presentes nos vegetais, sua biossintese ocorre
nas vias do metabolismo secundario dos vegetais. Sdo substancias que tem um
ou mais nuacleos aromaticos contendo substituintes hidroxilados ou seus

derivados funcionais (Harborne, 1994).

Figura 7: Estrutura fundamental da molécula de flavonoide

Entre os compostos nao-flavonoides, os mais avaliados sdo pertencentes a
classe dos taninos, que sdo divididos em taninos hidrolisaveis e taninos
condensados. Os taninos hidrolisaveis sdo ésteres de acidos galico (figura 8)
elagico glicosilado, formado a partir do chiquimato. O &cido galico que é um
mondmero de tanino hidrolisavel. Os taninos condensados sdo formados pela
polimerizacdo de alguns flavonoides (Taiz e Lincoln, 2009; Angelo e Jorge, 2007).
Os taninos possuem em geral atividade contra a herbivoria e também ja sao
relatadas atividades antioxidante, antimicrobiana e antifungica (Monteiro et al,
2005).
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Figura 8: Acido gélico
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Alguns acidos fendlicos foram identificados e quantificados nos acessos
1613 e 1417 no estadio maduro. Entre eles se destacam o acido clorogénico,
acido cafeico (Assis, 2014). No entanto, é a primeira vez que esses acessos sao
avaliados no estadio imaturo de maturacao dos frutos.

Os capsaicinoides sao 0s responsaveis pela pungéncia e séao
observados na placenta dos frutos de pimenta. Quimicamente falando sdo amidas
de vanilamina (4-hidréxi-3-metoxi-benzilamina) e 4cidos saturados ou insaturados.
Sendo a capsaicina {N-[(4- hidréxi-3-metoxi-fenil)metil]-8metilnon-6-enamida}

(Figura 9) a molécula mais descrita na literatura (Carvalho et al, 1999).

0

OCHs P

I

OH

Figura 9: Molécula de capsaicina

O amadurecimento dos frutos esta diretamente ligado ao teor de
pungéncia, quanto mais maduro o fruto maiores teores de capsaicina. A
capsaicina possui atividade antioxidante e antinflamatéria descritas na literatura.
(Tewksbury e Nabhan, 2001).

Outros compostos com atividade antioxidante natural como &acido
ascorbico (vitamina C), precursores da vitamina A (carotenoides) e vitamina E
(tocoferol) (Figura 10) também sdo encontrados em pimentas do género
Capsicum (Surh et al, 2002).

Dentre a gama de compostos extraidos dos frutos e sementes de pimenta
do género Capsicum, pode-se dizer que os capsaicina (figura 9) constitui um dos
principais compostos da classe dos capisaicinoides. Os compostos majoritarios
em pimentas desta espécie sdo os carotendides, das vitaminas (A, E e C),
compostos fendlicos, que apesar de minoritarios possuem grande importancia

como antioxidantes naturais e capsaicinoides (Carvalho et al, 1999).
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Figura 10: Estruturas Vitamina C, dos carotenoides a-caroteno e p-caroteno e da Vitamina E.

3.7 Atividade antimicrobiana de extratos vegetais

A resisténcia microbiana é atualmente um grande problema na cadeia
de producédo de alimentos e na area de saude visto que, ela limita a utilizacdo de
produtos como conservantes sintéticos, no caso da industria de alimentos,
agroquimicos (para o cultivo de alimentos em geral) e de antifungicos e
antibioticos, no caso da industria farmacéutica. Desta maneira, extratos e isolados
vegetais surgem como nova possibilidade para acao antimicrobiana (Lima et al,
2006).
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A investigacao do potencial antimicrobiano de alguns extratos vegetais
€ mencionada por pesquisadores (Carvalho et al, 2010; Wiest et al, 2009) que
utilizam esses extratos para a inibicdo do desenvolvimento de col6nias de fungos
e bactérias fitopatologicas e de interesse na medicina.

Pereira 2015, ao investigar peptideos antimicrobianos em extratos
etandlicos de C. annuum L. inibiram o crescimento dos fungos fitopatogénicos C.
lindemuthianum, C. gloeosporioides que causam a antracnose e da bactéria
Xanthomonas euvesicatoria que causa a mancha bactéria em plantas.

Em ensaios realizados com extratos das espécies C. frutescens, C.
annuum e C. baccatum e linhagens bacterianas de Salmonella enteritidis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis. A pimenta C.
frutescens apresentou a melhor eficicia antibacteriana (Carvalho et al, 2010).

Nos experimentos de Santos, 2010 n&o foi observada a inibigéo de E.
coli por parte do extrato de C. annuum L, no entanto, para o fungo Candida
albicans houve inibi¢cdo significativa do seu crescimento microbiano. Em extratos
da espécie Capsicum frutescens, foi observada inibicdo de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Salmonella Typhimurium (Barbosa, 2012).

O uso de extratos vegetais com potencial de acdo antimicrobiana é
interessante, pois, ha relatos de frequentes quebras de resisténcia e alguns
efeitos colaterais que os produtos sintéticos ocasionam (Ravishankar et al, 2012).
Desta forma, alguns estudos vém sendo realizados principalmente com a bactéria
do género Staphylococcus que ocasiona infec¢cdes hospitalares e intoxificacdes
alimentares (Carlos et al, 2010; Carvalho et al, 2010).

Com a finalidade de preservar os alimentos dos microrganismos que
causam as intoxificacbes alimentares, Carvalho et al (2006) demonstraram que
bactérias toxinfectivas alimentares podem sofrer inibicdo pela presenca de
extratos vegetais de condimentos que atuam como conservantes em alimentos.

O uso de conservantes tem a fungcdo de atuar como protecdo aos
alimentos em razdo da proliferacdo de microrganismos. No entanto, o mercado
busca a substituicdo destes conservantes sintéticos devido as exigéncias dos
consumidores. Além disso, estudos demonstraram que produtos sintéticos
utilizados para inibir ou eliminar o desenvolvimento de micro-organismos, sao
limitados devido a resisténcia adquirida pelos microrganismos. Neste sentido,
extratos vegetais vém sendo amplamente trabalhados em ensaios que

investiguem o seu potencial antimicrobiano. (Cruz-Galvez et al, 2013).
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3.8 Contaminagdo microbiana nos alimentos

De maneira geral os alimentos estdo expostos a todo tipo de
contaminacdo microbiana. A contaminag¢do pode ser oriunda do proprio ambiente
onde o alimento ¢é preparado ou obtido (caso de alimentos
agricolas),manipuladores, embalagens contaminadas devido a forma inadequada
de realizar métodos de conservacao (Fu et al, 2016; Forsythe, 2013).

Atualmente, a contaminagdo microbiana € dividida em vérias categorias
sendo as mais importantes classificadas em contaminacdo patogénica e néo
patogénica (deterioracdo). Microorganismos patogénicos tem relacdo com
grandes surtos e geralmente acometem grandes lotes do alimento
comercializado. As bactérias mais comuns em grandes surtos sdo: E coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinume
Salmonella spp (Fu et al, 2016).

Staphylococcus aureus é uma bactéria do tipo coco gram - positiva. Esse
microrganismo é encontrado com frequéncia na pele e na cavidade nasal de
pessoas saudaveis e na cadeia produtiva de matrizes alimenticias, esta ligada a
ma manipulacdo dos produtos. A bactéria é capaz de resistir a situacdo ambiental
de desidratacdo e congelamento. Atualmente, S. aureus tem mostrado resisténcia
a maioria dos antibiéticos comerciais desta forma, surge a necessidade de busca
por novas substancias inibidoras do crescimento bacteriano (Santos, 2007).

Na literatura é possivel encontrar relatos dos problemas causados pela
contaminacao de bactérias patogénicas em alimentos. Autores como Solano et al
(2013) relatam que a bactéria Staphylococcus aureus foi responsavel pela
hospitalizacdo de criancas em um clube de Barcelona e que o alimento servido
no local era a fonte da intoxicacdo alimentar. No Brasil em Pelotas, pesquisadores
isolaram Listeria monocytogenes de linguica frescal, onde o trabalho revelou que
a contaminacao ocorreu no durante o processamento do produto final, visto que, o
microorganismo em questdo nao foi encontrado na matéria prima e sim no
ambiente e manipulacdo durante o processo (Laer et al, 2009).

A deterioracdo dos alimentos pode ocorrer devido a reacbes de
escurecimento enzimatico, lesbes provenientes do transporte, desenvolvimento
de fungos e acdo de pragas no pos colheita. No entanto, a acdo de bactérias na

deterioracdo de alimentos é um dos maiores fatores na reducdo do tempo de
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prateleira dos produtos, sendo as bactérias do género Pseudomonas spp a mais
observada durante o processo (Fu et al, 2016; Lou et al, 2014).

E possivel observar que os alimentos em pleno processo de deterioragéo
podem apresentar perda de cor, formacgéo de limo e ranco, cheirar acido a medida
gue se desenvolvem em outra fase de fermentacdo (caso de produtos lacteos),
formacdo de manchas de bactérias e amolecimento do produto (em verduras)
causando grande impacto negativo no mercado financeiro de produtos
agroindustriais (Fu et al, 2016; Forsythe, 2013).

Portanto, devido aos processos de deterioracdo a industria de alimentos
utiliza conservantes que possuam acgéo de inibir o crescimento microbiano. Desta
forma, a busca por produtos naturais que possuam acdo semelhante aos
sintéticos é de grande interesse.

Os aditivos utilizados pela industria de alimentos para aumentar o
tempo de prateleira de seus produtos tem sido questionado pelos consumidores
(Polbnio et al, 2009). Do ponto de vista da lei, um aditivo € inserido a um alimento
para proporcionar alteracdes nas caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas ou
sensoriais durante todo processo produtivo e enquanto o alimento estiver exposto
para comercializacao (Brasil, 2007).

Ocorre que muitas substancias utilizadas como conservantes sao
relatadas como cancerigenas. O que pode ter despertado 0 interesse para
investigacbes promissoras a respeito de extratos de plantas que possam atuar
reduzindo a acdo de microorganismos e reacdes possam degradar os alimentos
(Broinizi et al, 2007).

Desta forma, a populacdo consumidora se torna mais atraida por um
alimento produzido com insercdo de conservantes naturais o que agrega valor
comercial ao produto e bem estar aos consumidores (Pereira et al, 2006).

Vérios trabalhos tém sido publicados com finalidade de divulgar o
potencial conservante de varios extratos vegetais. Em um estudo com 32 plantas
condimentares utilizadas popularmente, 12 apresentaram atividade antimicrobiana
contra E. coli, S. aureus e E. faecalis (Carvalho et al, 2005). E importante
destacar que pimentas do género Capsicum apresentam promissora capacidade
de conservar os alimentos. Visto que, atividade antimicrobiana e antioxidante tem
sido relatadas (Kappel et al, 2008; Conforti et al, 2007; Cruz et al, 2003).



22

Desta maneira, estudo com a finalidade de confirmar a potencialidade
da utilizagcdo de extratos vegetais como condimentos encontram espaco no
campo cientifico, e faz com que pesquisas relacionadas a investigacdo de

matrizes vegetais sejam de grande importancia.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os Genotipos UENF-1417 e UENF-1613 (Figura 11) foram obtidos do
banco de germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense, sob
supervisao da professora Dra. Rosana Rodrigues. A adubacéo e os demais tratos
culturais foram realizados conforme as recomendacdes para a cultura (Filgueira,
2008). O material vegetal foi depositado no herbario da universidade sob o
namero de tombo HUENF 9607.

A semeadura foi realizada em fevereiro de 2015. Os frutos verdes foram
colhidos aproximadamente aos 100 dias apos a semeadura (abril de 2015) e o

fruto maduro apds 160 dias apds a semeadura (junho de 2015).
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Figura 11: Acessos de pimentas da espécie Capsicum baccatum var pendulum em 2 estadios de

maturacdo dos frutos (maduro e imaturo).

4.1 Preparo dos extratos

O método de extracdo utilizado foi adaptado da metodologia de Zimmer et
al (2012), com extracdo de oleorresinas. A oleorresina é um extrato obtido com
solvente organico que apresenta substancias responsaveis pela pungéncia e por
conter substancias que podem atuar como antioxidantes.

Os extratos foram produzidos em setembro de 2015 e as analises realizadas
entre marco e abril de 2016 para Folin Ciocalteau, Fast Blue BB, Vitamina C,
DPPH, FRAP e flavondides totais. O perfil quimico por CLAE foi avaliado em
marco de 2016 e dezembro de 2016. A avaliacdo antimicrobiana foi realizada
entre marco- dezembro 2016 e o teste do antibiograma entre dezembro 2016 e
janeiro de 2017.

Os frutos foram cortados para retirar as sementes, e a seguir lavados com
agua corrente. Em seguida, pesados e ap0s levados a estufa de circulacéo de ar
a 40 °C e retirados da mesma quando atingirem uma massa constante.

O solvente utilizado na preparacao do extrato foi o etanol. Os frutos apds a
secagem, foram triturados e submetidos a extragcdo em Soxhlet com etanol 70 %

(Fruto: Solvente- 1:10 p/v) por 4 horas.
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O rendimento dos extratos foi calculado subtraindo-se a massa seca do
material pelo extrato obtido ao fim da extragao.

Os extratos foram evaporados por rota evaporador a 79°C e entao
foram obtidos extratos com os respectivos rendimentos: 21% (1417 verde), 31%
(1613 verde), 17,96% (1417 maduro) e 14,64% (1613 maduro).

4.2 Analises de teor de fendis totais

4.2.1 Analise de dosagem de fendis totais por Folin Ciocalteau

Os extratos foram preparados na concentragdo de 1,0 mg/mL em
metanol. Foram retirados 30 uL dessas amostras e transferidas para placa de 96
pocos. Em seguida foram adicionados 50 yL do reagente de Folin- Ciocalteau (1
N) e acrescentados 100 pL de carbonato de sédio (Na2CO3) 7,5% apds 10 min. A
leitura da absorbancia foi realizada a 760 nm apos 2 h de incubacdo a
temperatura ambiente (AOAC,

A curva padrao foi construida com acido galico, em concentragcdes que
variavam de 5,0 a 500 pg/mL (Equacdo 1). O experimento foi realizado em
triplicata. Através de uma curva de calibracdo de éacido galico foi possivel
correlacionar a intensidade da cor a concentracdo de fendis presentes na
amostra, sendo o resultado expresso em equivalente de acido galico (GAE)
(Zimmer, et al; 2012).

Y=0,0037x + 0,0918 R*= 0,986 Equacso 1

4.2.2 Analise de dosagem de fendis totais por Fast Blue BB

O método para dosagens de fendis totais de Fast Blue BB se baseia na
interacdo direta entre polifenéis com o sal de diazénio Fast Blue BB, resultando
em uma substituicdo eletrofilica aromatica e, em relacdo ao método de Folin-
Ciocalteu tem a vantagem da auséncia de interferéncias com &cido ascorbico e
outros compostos redutores (Lester et al, 2012).

Para aplicacdo da metodologia foi utilizado 4 mL de solucdo padrdo e
amostra em tubos boro-silicatados, adicionados a 0,4 mL de Fast Blue BB 0,01%

(p:v), onde foi agitado durante um minuto em vortex, e adicionado em seguida 0,4
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mL de NaOH a 5% (p:v). Ap0s a amostra com 0S reagentes permaneceu em
repouso em temperatura ambiente durante 1 hora e trinta minutos, sendo
novamente agitado, um minuto antes de medir a absorbancia a 420 nm em
espectrofotometro UV/Vis e anteriormente foi realizada a leitura de um branco. O
padrdo utilizado para a confeccdo da curva padrdo foi o acido galico nas
concentragbes de 0 a 250 mg.L-1 (Equacgao 2). Os resultados foram expressos
em mg de &cido galico para cada 100 g de amostra.

Y=0,0022x — 0,035 R%= 0,989 Equac&o 2

4.5 Quantificacdo de acido ascorbico

Os teores de acido L-ascorbico foram determinados por meio de titulacéo
com 2,6 dicloroindofenol e utilizando o acido oxalico a 1%. Este método é
baseado na reducédo do 2,6-dicloroindofenol (2,6D), de cor roxa, pelo acido L-
ascorbico em meio acido, tornando-se incolor. O ponto final de titulagdo foi
verificado quando todo o acido ascoérbico presente for oxidado e a solugéo 2,6 D,
nao reduzida, confere coloracéo rosada a solucao.

O mesmo procedimento foi repetido para o ensaio em branco, substituindo
a solucdo padrao de vitamina C, por agua destilada. O valor médio das titulacbes
com solucado padréo, subtraido do branco foi o titulo da solugéo 2,6 D. O resultado
foi expresso em mg/100g de amostra para a fruta in natura (Nogueira et al, 2002).
Foram realizadas analises de vitamina C para o fruto fresco e extrato de acido

ascorbico.

4.3 Andlises da atividade antioxidante

4.3.1 Atividade antioxidante pelo método Método DPPH

Os extratos dos genotipos UENF-1417 e UENF-1613 foram avaliados
guanto a atividade antioxidante pelo método do DPPH, radical livre estavel 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil , constitui um método fotocolorimétrico.

Neste método foi avaliada a capacidade dos extratos em sequestrar
radicais livres em relacdo ao radical estavel 2,2- difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). As
substancias antioxidantes presentes nas amostras reagem com o DPPH, que é

um radical estavel, sdo convertidas em 2,2- difenil-1-picril-hidrazina. A reacdo é
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acompanhada pela perda de cor, a solugédo violeta se torna amarela clara se
houver capacidade antioxidante do extrato (Ali et al, 2009; Amié et al, 2003).

O método consistiu na adicdo de 1 mL do extrato em concentracdes que
variou de 0,1 - 1000 yg/mL, em 1 mL de uma solugdo metandlica de DPPH (0,1
mM), sendo a reacdo processada em 1h a temperatura ambiente. Imediatamente,
a absorcédo do DPPH foi realizada em 515 nm com o uso do equipamento
espectrofotometro UV-Vis. A atividade de sequestro dos radicais livres de cada
amostra foi expressa pela relagéo da absorcdo de DPPH, baseado na solugéo de
DPPH ausente do extrato (controle negativo) e uma solucdo de um padrédo de
substancia aromética (controle positivo), o 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT)
(Yen e Duh, 1994), presente na equagéao 3:

% Inibicdo = ((ADPPH — AExtr)/ADPPH)*100 Equac&o 3

Onde ADPPH é a absorbancia da solucédo de DPPH e AEXxtr é a absorbancia

da amostra em solucéo (Roesler et. al, 2007).
4.3.2 Atividade Antioxidante pelo método de reducao do ferro (FRAP).

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método de
fotocolorimétrico de reducdo do ferro (FRAP). A técnica do FRAP consistiu
inicialmente no preparo da amostra com uma concentracdo de 2 mg/mL. Logo
apos, transferiu-se 90 pL para tubos de ensaio e adicionou-se 270 pyL de agua
destilada. Onde foram adicionados 2,7 mL do reagente FRAP, a reacédo foi
processada em banho-maria a 37°C por 30 minutos ao abrigo da luz.

Em seguida a leitura foi realizada em espectofotbmetro UV-Vis a 515 nm.
Foi construida uma curva padrdo com &cido gélico nas concentracdes que
variaram de 50 a 2000 uM (Equacao 4). A capacidade de reduzir o ferro do
extrato e fracOes foi expressa por uM acido galico/ mg de extrato.os experimentos

foram realizados em triplicata (Castelo-Branco et al, 2011).

Y=0,0003x + 0,0137 R?= 0,987 Equagcéo 4
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4.4 Flavonoides Totais

No método adaptado de Mabry et al, 1970, foram utilizados 10 mg de
cada extrato e completado para 100 mL, Uma aliquota de 15 mL foi colocada em
baldo volumétrico acrescida de 1 mL de solucdo de cloreto de aluminio e o
volume foi completado para 50 mL.

Apo6s repouso de 30 minutos, foi realizada a leitura a 425 nm em
espectrofotometro UV/visivel. A analise foi feita em triplicata. Os dados de
absorbancia das amostras foram comparados com uma curva padrao construida
a partir de solugcbes de rutina. Asolucdo padrdo de rutina foi preparada com
MeOH 70% numa concentracdo de100 mg/mL. A curva padrao foi construida com
pontos de 7,5 mg/ml a 15 mg/ml com intervalos de0,5 mL (Equacéo 4).0 calculo
da concentracdo de mg de rutina/ g de extrato foi baseada na curva construida
(Mabry et al, 1970).

Y= 0,0015x- 0,0097 R?*= 0,9147 Equacéo 4

45 Analise estatistica

O programa estatistico utilizado para os ensaios foi 0 ASSISTAT®
Versdo 7.7 beta (2016). Foi realizada ANOVA e o0 teste estatistico empregado

para os dados foi o Teste de Tukey ao nivel de ao nivel de 5% de probabilidade.

4.6 Avaliacao do perfil quimico por CLAE

A quantificacdo das substancias fendlicas presentes nos extratos avaliados
(1417 Vv, 1417 M, 1613 M e 1613 V) foi realizada utilizando-se metodologia
validada por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) descrita por Mendes
(2016) e Assis (2014).

Os extratos foram avaliadas por CLAE, com a finalidade de comparacao,
em dois momentos do ano: em Marco de 2016 e Dezembro de 2016. Isso ocorreu
devido a resultados diferentes do efeito inibitério do crescimento microbiano, que

foi observado entre os meses de margo e dezembro de 2016.
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Os padrdes das substancias fendlicas e o extratos obtido da amostra
foram analisados em Cromatografo Liquido marca Shimadzu, modelo LC-20A,
bombas LC20AD, sendo os cromatogramas monitorados com variacdo de 230-
400 nm para substéncias fendlicas (detector ultravioleta por arranjo de fotodiodos
SPD-M20A) e volume de injecdo de 20 pL. Foi utilizada a coluna de fase inversa
RP-18 da Macherey-Nagel (5um, 4,0 x 250mm).

O método utilizado para a quantificacdo de substancias fendlicas
encontras-se descrito na Tabela 1. Para o gradiente de eluigdo trabalhado, foi
utilizada fase moével com &agua ultrapura (tipo MiliQ) acidificada com &cido
fosférico (pH 3,2) na bomba A e acetonitrila na bomba B, com fluxo de 1 mL/min a
35°C.

Tabela 1. Gradiente de eluigéo.

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

As amostras foram preparadas para injecao utilizando-se 8 mg de extrato
que foram solubilizados em 1 ml da fase moével (500 pl agua MiliQ acidificada e
500 ul da acetonitrila). Os extratos foram filtrados com o auxilio de microfiltros
(Sartérios) e seringas descartaveis (BD Plastipak), depois injetados de acordo
com o método.

As substancias que foram utilizadas como padrdo foram: &cido galico,
acido clorogénico e o flavonoide rutina. Os tempos de retencéo estdo descritos na
Tabela 2.
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Tabela 2: Tempo de retengdo e comprimento de onda dos padrdes

Padréo Tempo de retencdo(TR) A Max (mm)
Acido gélico 4,867 231-258
Acido clorogénico 5, 338 230-258
Rutina 7,174 255-354

4.7 Atividade antimicrobiana

4.7.1 Microrganismos

Os microrganismos que foram utilizados nos testes de atividade
antimicrobiana sao: Staphylococcus aureus (ATCC 25923),Staphylococcus
aureus (ATCC 33591), Staphylococcus aureus (LSA 88), Escherichia coli (ATCC
25922),Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Salmonella entérica (ATCC
13076).

4.7.2 Preparo dos inoculos

As cepas dos micro-organismos foram cultivadas em agar estoque
(BHA-Brain Heart agar, Himedia, india), previamente reativadas em tubos de
ensaio contendo caldo BHI (Himedia, india) e levadas a estufa de crescimento
bacterioldgico (Quimis) a 37°C por 24 horas. A concentracdo inicial de cada
in6culo foi obtida através da transferéncia de colbnias ativadas para caldo BHI
estéril até atingir uma turbidez equivalente a uma concentracdo de 0,5 McF em
fotbmetro (Densimat®, bioMérieux, Franca com o comprimento de onda 550 nm
(Araujo et al, 2004).
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4.7.3 Atividade antimicrobiana

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foi utilizada a metodologia da
diluicio em meio liquido (Lemos et al,2000). Os extratos de pimenta foram
solubilizados em DMSO P.A. A concentracao mininima inibitéria (CMI) foi definida
realizando-se testes para verificacdo da inibicdo do extrato em relacdo aos micro-
organismos.

Para a realizacdo do teste 10 pyL das amostrasforam diluidas e
adicionadas a 170 pL do meio Miiller Highton (MH) liquido (Acumedia, india) em
eppendorfs e 20 yL de suspensdo da bactéria utilizada foi inserido ao meio.O
inoculo foi padronizado pela turvagcéao equivalente a 0,5 da escala de MacFarland.
Os eppendorfs foram incubados em estufa de crescimento bacteriano a 37°C por
6 horas. Apos 6 horas, uma aliquota de 50 pL do conteudo de cada amostra e
controles o conteudo foi semeado em placas de Petri contendo o meio agar Muller
Hinton (Acumedia, india). Apds o periodo de incubacéo das placas (em estufa de
crescimento bacteriolégico a 37°C por 24 horas), houve a contagem das
unidades formadoras de colénias (UFCs) e comparacdo do aspecto de
crescimento em relacdo ao controle contendo o inoculo sem o tratamento e o
inoculo contendo um antibiético comercial (gentamicina) conforme descrito por
Lemos et al (2000).

Os controles foram preparados de maneira semelhante aos extratos de
pimenta, sendo que foram adicionados 170 yL de meio MH liquido e 20 pL de
inéculo, 10 uL do antibiético gentamicina na concentracdo de 200 pg/mL como
controle positivo e 20 uL de inoculo com 170 pyL de meio MH liquido como
controle negativo. Os experimentos foram realizados em triplicata e em 3 dias

diferentes, totalizando 9 repeticoes.

4.7.4 Antibiograma

No teste do antibiograma foi avaliado o sinergismo do extrato (utilizado
nos tratamentos) em relacdo a 10 antibiéticoscomerciais em formatos de discos:
Amoxicilina (AMO), Amoxicilina/ acido clavulamico (AMC), Ampicilina (AMP),
Clindamicina(CLI), Gentamicina (GEN), Oxacilina (OXA),Penicilina (PEN),
Vancomicina (VAM), Cefalexina (CFX) e Tetraciclina (TET).
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A primeira parte do teste de antibiograma é semelhante ao teste
antimicrobiano (Lemos et al, 2000), no entanto a escala utilizada foi em pL ao
contrario da autora que utilizou um volume maior de extratos, em mL. Os
antibiogramas foram realizados ap0s exposi¢cao ao inoculo que permaneceu por 6
horas em estufa a 37°C.

As col6nias puras foram semeadas em placas de Muller Hinton em &gar
para ensaios de difusdo de discos antimicrobianos padrdo, de acordo com as
recomendac¢fes do Comité Nacional para Padrbes de Laboratério Clinico (2003).
As zonas de inibicdo formadas em torno das colonias foram medidas com
paquimetro digital (Mytutoio, Brasil).

O programa estatistico utilizado para os ensaios foi o ASSISTAT®
Versdo 7.7 beta (2016). Foi realizada ANOVA e o teste estatistico empregado

para os dados foi 0 Teste de Tukey ao nivel de ao nivel de 5% de probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

O aumento de tempo de prateleira dos produtos € muito importante na
cadeia produtiva de alimentos. Pois, este evita gastos e desperdicios. Uma vez
gue é conhecido que reacdes oxidativas e acdo microbiana sdo uns dos principais
elementos que colaboram para a reducao do tempo de prateleira (Fu et al, 2016;
Forsythe, 2013; Soares, 2002).Desta forma,a investigacdo de novos produtos que
possam atuar na reducdo da acdo de microorganismos e atuarem como
antioxidantes naturais.

Dentre as moléculas ativas se destacam as substancias fendlicas e
algumas vitaminas como acido ascoérbico que sdo amplamente encontradas em

espécies vegetais (Harbone, 1989).

5.1.1 Teor de fendis totais

O resultado para fendis totais seguindo o método de Folin Cicateault
revelou que a amostra 1417 M apresentou o maior teor de fendis totais seguido
da amostra 1613 V , 1613M e 1417 V que néao diferiram estatisticamente entre si
(tabela 3).

Segundo Conforti et al, 2007, pimentas da espécie C. annuum
apresentaram um maior teor de fendis totais por Folin Cicateault, em extratos
oriundos de frutos verdes. No entanto, o0 mesmo autor relata que extratos

provenientes de frutos verdes e maduros apresentam resultados estatisticamente
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semelhantes e esse resultado se assemelha ao verificado no presente

experimento.

Tabela 3 : Fendis totais pelo método de Folin Cicateault presentes em extratos dos acessos UENF
1417 e UENF 1613 em dois estadios de maturagéo.

Extrato Folin Cicateault (mg
AG/100 g extrato)
1417 M 163,27+20,21°
1613 M 25,27+8,30°
1417V 26,61+6,63¢
1613V 93,20+8,28°

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.Letras mindsculas na mesma coluna revelam o efeito
do extrato de acordo com a metodologia aplicada.

No entanto, outros autores relatam em experimentos que frutos maduros
apresentaram maior teor de fendis totais (Folin Cicateault), assim como uma
maior atividade antioxidante (pelo método de DPPH) o que pode variar de acordo
com a variedade ou genotipo utilizados (Ghasemnezhad et al, 2011).

Na literatura, a avaliacdo do teor de fendis totais por Folin Cicateault do
pericarpo dos frutos verdes e maduros de C. baccatum revelou que frutos verdes
continham maiores teores de fendis em relagédo as frutos maduros ( Kappel et al,
2008).

Conforme observado neste experimento para determinacao de fenais totais
(tabela 3 e tabela 4), os resultados obtidos a partir da metodologia de Fast Blue
BB e Folin Cicateault foram maiores para os extratos dos gendétipos 1613 V e
1417 M. Os gendtipos 1613 M e 1417 V apresentaram resultados estatisticamente
semelhantes em ambas metodologias adotadas para avaliacdo dos fendis totais.

No entanto, quando é realizada a comparacédo entre as metodologias, 0s
resultados para Folin Cicateault sdo mais baixos dos que para Fast Blue BB. Esse
fator pode ser explicado devido as analises pelo método de Folin Cicateault se
revelarem menos precisas do que a metodologia de Fast Blue BB (Lester et al,
2012; Medina, 2011).
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Tabela 4: Fendis totais pelo método de Fast Blue BB presentes em extratos dos acessos UENF
1417 e UENF 1613 em dois estadios de maturagéo.

Extrato Fast Blue BB(mg AG/100
g de extrato)

1417 M 236,78 +9,24°

1613 M 29,54+0,98°¢

1417V 12,84+3,35°

1613V 272,18+14,142

As médias seguidas pela mesma letra néo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.Letras mindsculas na mesma coluna revelam o efeito
do extrato de acordo com a metodologia aplicada.

A literatura relata que o método de Folin Cicateault sofre com algumas
substancias como: acucares, acido ascorbico, aminas aromaticas, acidos
organicos e ferro, o que causa interferéncia nos resultados diminuindo o valor de
fendis totais encontrado (Lester et al, 2012), e isso pode esta relacionado a sua
baixa precisdo em relacdo ao método de Fast Blue BB, o que foi possivel ser
observado no presente estudo.

Quando € observado o perfil quimico por CLAE (figura 18 a figura 25) é
possivel verificar a presenca de acidos fendlicos, devido ao espectro de absorcao
do UV com uma banda entre 230 e 260 nm, caracteristica de acidos fendlicos, o
gual foi avaliada através de uma metodologia por CLAE especifica para analise
de substancias fendlicas (Mendes, 2016; Assis, 2014). No entanto, para a
metodologia espectrométrica de Folin Ciocalteau e Fast Blue BB utilizada neste
trabalho para quantificar teor de fendis, os teores de fendis para as amostras
analisadas, foram subestimados, principalmente, em relacdo ao extrato 1417 V o
gual apresentou o perfil mais concentrado de fendis avaliado por CLAE (figura 18)
contradizendo os resultados das metodologias colorimétricas.

As metodologias espectrométricas podem sofrer grandes interferéncias
devidas a coloracdo forte do extrato avaliado (Araujo et al, 2007). E relatado
também, que os teores de outras substancias, como 0s capsaicinoides, podem
colaborar interferindo em metodologias espectrométricas como a de Folin
Ciocalteau (Salvi, 2015).



36

Portanto, a coloracdo pronunciada dos extratos avaliados, pode ser um
fator limitante para a utilizacdo de metodologias espectrométricas para a
avaliacdo de fendis totais nestes extratos 1417 V, 1417 M, 1613 V e 1613 M. A
avaliacdo do perfil quimico por CLAE pode sugerir que metodologias
cromatograficas sao mais indicadas para este tipo de analise. Conforme Araujo et
al, 2007, a metodologia para reconhecimento e dosagem de fendis mais indicada
€ por cromatografia liquida de alta eficiéncia ou por cromatografia gasosa,
dependendo da caracteristica da amostra avaliada.

5.1.2 Acido ascorbico
Os resultados para vitamina C presente nos frutos de pimenta revelam que

frutos maduros apresentam maiores teores desta substancia. Segundo a TACO,
2011 os teores de vitamina C para pimentas do género Capsicum variam de 201,4
a 158, 2 mg de vitamina C/ 100 g de fruto.

Na tabela 5 pode ser verificado que os frutos de pimenta dos genotipos
1417 M e 1613 M, ou seja maduros, se encontram proximos aos da literatura
(TACO, 2011).

Tabela 5: Teores de acido ascérbico presentes em frutos dos acessos UENF 1417 e UENF 1613
em dois estadios de maturacéo.

Extrato Vitamina C-fruto (mg Vit
C/100 g de fruto)

1417 M 149,80 +8,16°

1613 M 222,21+7,02 @

1417V 10,60+2,15°

1613V 15,59+0,37°¢

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.Letras mindsculas na mesma coluna revelam o efeito
de acordo com a metodologia aplicada.

Na literatura, Deepa et al (2007), verificaram que frutos verdes
(imaturos) apresentam em geral menores concentragcbfes de vitamina C em
relacdo aos frutos maduros e que frutos maduros apresentaram maiores médias

de concentracdo de vitamina C. Bae et al (2012) também constataram que
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cultivares de diferentes espécies de pimenta apresentam maiores concentracdes
médias de vitamina C em frutos maduros.

Os frutos verdes (imaturos), em geral apresentam menos que 50% da
concentragédo de vitamina C que frutos maduros (Bae et al, 2012 ; Deepa et al,
2007). Os frutos verdes apresentam menores médias de vitamina C, pois 0s
teores de vitamina C aumentam com a maturacdo dos frutos, decaem com a
decomposicdo dos mesmos, além de serem geralmente baixos quando o fruto
esta imaturo (Deppa et al, 2007).

No presente trabalho, também foi avaliado o teor de vitamina C presente
nos extratos de pimentas. Os resultados revelam que mesmo apds ser realizado
aquecimento (para a obtencdo do extrato) e seu posterior armazenamento, houve
a presenca de uma baixa concentracdo de vitamina C, que foi maior para os
extratos dos genotipos 1417 M e 1613 M e menores para 0s demais assim como
foi verificado nos frutos deste ensaio (tabela 6).

Tabela 6: Teores de acido ascoérbico presentes em extratos dos acessos UENF 1417 e UENF
1613 em dois estadios de maturagéo.

Extrato Vitamina C extrato (mg
Vit C/100 g de extrato)
1417 M 11,85 +2,15
1613 M 9,36+3,23 ®
1417 V 3,10+0,74 "
1613V 5,61+0,03 °

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.Letras mindsculas na mesma coluna revelam o efeito
de acordo com a metodologia aplicada.

Na figura 12 é possivel verificar a reducdo do teor de vitamina C

presentes nos extratos em relacdo aos frutos da pimenta.
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Figura 12: Decaimento do teor de vitamina C em extratos de pimenta C. baccatum. A letra E é

referente a extrato. A letra F é referente ao fruto.

A reducdo do teor de vitamina C dos extratos em relagdo aos frutos
frescos se deve ao tipo de processamento, das condicbes de estocagem, da
embalagem e de caracteristicas inerentes ao suco ou extratos preparados (Zedin
et al, 2003). Desta forma, a provavel reducao do teor de vitamina C avaliado neste
ensaio é devida a forma de extracdo que utiliza aquecimento por meio de Soxhlet
a 79°C para o preparo dos extratos.

O estudo dos teores de vitamina C, acido ascorbico, se faz necessario
devido a forte atuacéo desta substancia como antioxidante, inclusive na industria
de alimentos O acido ascorbico atua no meio removendo as espécies reativas de

oxigénio e as tornando estaveis (Ramalho et al, 2006).

5.1.3 Atividade antioxidante
Para a avaliacdo antioxidante dos extratos utilizando a metodologia do

FRAP (Poder Antioxidante da Reducédo do Ferro),0s valores encontrados neste
trabalho variaram com médias de 5,51 a 31,38 uM sulfato ferroso/g de extrato
(Tabela 7). Os resultados obtidos revelam que o extrato da amostra 1613 V
apresentou maior atividade antioxidante em relacdo aos outros extratos quando

avaliado por FRAP.
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Esses valores séo semelhantes a testes realizados com o extrato fresco
e aquecido de C. baccatum, em que os resultados variaram de 15,2 a 9,1 uM
sulfato ferroso/g de extrato (Loizzo et al, 2015).

Tabela 7: Atividade antioxidante por FRAP presente em extratos dos acessos UENF 1417 e
UENF 1613 em dois estadios de maturacgao.

Extrato FRAP (UM sulfato
ferroso/g de extrato)
1417 M 17.84+2,89°
1613 M 5.51+0,64°
1417V 9.56+1,46°
1613V 31.38+4,40°

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Letras mintsculas na mesma coluna revelam o efeito
do extrato de acordo com a metodologia aplicada.

O teste do FRAP € mais pratico em relacdo a outros métodos para a
avaliacdo da atividade antioxidante de extratos (Deppa et al, 2007). Segundo
resultados encontrados na literatura, a atividade antioxidante varia de acordo com
a variedade ou gendtipo da pimenta e também em relacdo ao grau de maturacao
dos frutos. Para Deppa et al, 2007, a maioria dos extratos de pimenta testados
apresentaram maior atividade para amostras maduras.

No teste do FRAP ¢é avaliado o poder antioxidante da reducéo do ferro,
em que as substancias presentes nos extratos produzidos a partir de frutos de
pimenta C. baccatum possuem capacidade de formar complexos com metais
reduzidos e de doar hidrogénio, o que em meio oxidativo pode favorecer a sua
acao antioxidante (Rosa et al, 2002).

Em geral, a atividade antioxidante aumenta com o amadurecimento dos
frutos de pimenta (Navarro et al, 2006), desta forma entdo, frutos maduros de
pimenta sdo interessantes para a obtencao de extratos antioxidantes.

Em relacdo a metodologia de DPPH, os resultados para porcentagem da
atividade antioxidante foram semelhantes as concentracfes observadas pelo
método de FRAP, no entanto, o extrato 1417 M e 1613 V apresentaram atividades

estatisticamente semelhantes (tabela 8).
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Tabela 8: Atividade antioxidante por DPPH presente em extratos dos acessos UENF 1417 e
UENF 1613 em dois estadios de maturacao.

Extrato DPPH (%) 1000 pg/mL
1417 M 86,61+3,05°
1613 M 4,39+1,35°
1417 V 33,64+2,92°
1613 V 83,64+2,89°

As médias seguidas pela mesma letra néo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Letras mindsculas na mesma coluna revelam o efeito
do extrato de acordo com a metodologia aplicada.

Em ensaios realizados com extratos de pimenta de diversas variedades
comerciais, foi verificado que a porcentagem de atividade antioxidante apresentou
faixas de 95,1 a 18,5 % e isso variou devido a variedade e tipo de extracao
utilizada nos experimentos (Bae et al, 2012).

Na literatura foi possivel verificar, que no caso da avaliacdo da atividade
antioxidante por DPPH, segundo o estadio de maturacdo dos frutos, o extrato do
fruto verde (imaturo) apresentou maior atividade em relacdo ao extrato do fruto
maduro (Conforti et al, 2007).

O maior teor de fenois esta relacionado a maior atividade antioxidante
(Conforti et al, 2007). Desta maneira, pode ser verificado que no presente ensaio
os resultados de fendis totais e atividade antioxidante foram compativeis aos
relatados na literatura.

O periodo de colheita dos frutos, estadio de maturacéo, local de cultivo e
condicbes de armazenamento dos frutos alteram a composicdo de substancias
fendlicas (Soares et al, 2008).

Segundo Costa et al, 2010, o extrato etandlico bruto de C baccatum
apresentou um baixo teor de fendis (Folin Cicateault) comparados a extracdo com
acetato de etila e cloroformio.

No entanto, no presente trabalho, para a mais alta concentracéo
avaliada no método antioxidante por DPPH, este extrato apresentou valores de
atividade antioxidante semelhantes ao extrato extraido com cloroférmio em

trabalhos verificados por Costa e colaboradores em 2010. Ou seja, o tipo de
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extracao altera composicdo e concentracao das substancias fendlicas e isso pode
influenciar na sua atividade antioxidante.

Neste estudo foram construidos graficos mostrando a relacdo entre o
teor de fendis totais e a atividade antioxidante. E possivel observar a relacéo
direta entre a alta concentracdo de fendis e a atividade antioxidante para as
metodologias espectrométricas adotadas (figuras 13,14,15,16).

A correlacdo positiva entre atividade antioxidante e teores de fendis
totais em extratos vegetais. Ou seja, o aumento dos teores de fendis totais
favorece a acao antioxidante (Carvalho et al, 2014; Dastmalchi et al, 2011).

A relacdo positiva entre atividade antioxidante e teor de fendis totais
indicam que devido ao aumento da concentragdo de fendis ha o aumento da
atividade antioxidante. A relacdo neste experimento é verificada, pois, com o
aumento do teor de fendis ha o aumento da atividade antioxidante (figura 13,
figura 14, figura 15, figura 16).

Na figura 13 é possivel verificar que entre as amostras avaliadas a maior
concentragao de fendis (metodologia de Folin Cicateault) foi para a amostra 1417
M e 1613 V respectivamente e a atividade antioxidante por metodologia de FRAP
foi superior para 1613 V e 1417 M, o que indica que 0 aumento dos teores de

fenadis é relacionado ao aumento da atividade antioxidante.
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Figura 13: Relacdo entre teor de fendis totais e atividade antioxidante. A letra mindscula indica
Folin Ciocalteau e a letra mailscula indica o FRAP. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.
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Os resultados da figura 14, indicaram que os maiores teores de fendis
totais seguindo a metodologia de Folin Cicateault foram para os extratos 1417 M
e 1613 V respectivamente. Em relagdo a atividade antioxidante os maiores
resultados foram para 1417 M e 1613 V . Desta forma, houve uma relacéo entre
o aumento do teor de fendis totais e atividade antioxidante. O que sugere que o
aumento de fendis favorece a acdo antioxidante dos extratos, conforme foi

observado da mesma forma por Dastmalchi et al, 2011.
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Figura 14: Relacdo entre teor de fendis totais e atividade antioxidante. A letra minuscula indica o
Folin Ciocalteau e a letra maiuscula indica o DPPH. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.

A sensibilidade do método de DPPH em relacdo aos extratos
avaliados foi alta. O método de DPPH em geral € um método menos seletivo
guanto a analise das substancias, pois, pode interagir com alguns radicais alquil e
assim oferecer uma curva de resposta maior (Roginsky e Lissi, 2005). Para fins
de andlises mais completas é indicado que o método de DPPH seja aplicado junto
a outra metodologia, como o método antioxidante por FRAP, por exemplo, que
confere maior rigor a avaliacdo (Ciesla et al, 2012).

A metodologia antioxidante por FRAP se apresenta mais rigorosa em
relacdo ao método de DPPH, para essas amostras. A metodologia por FRAP é
menos rigorosa e funciona reduzindo substancias fendlicas (Rosa et al,
2002).Portanto, ela possui caracteristica mais seletiva quanto a avaliacao da acao

antioxidante quando comparada a metodologia de DPPH.
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Os resultados apresentados na figura 15 relatam, que os maiores teores
de fendis totais segundo a metodologia de Fast Blue BB foram para os extratos
1613 V e 1417 M, respectivamente.

Desta forma, a relacdo entre teor de fendis totais e atividade
antioxidante foi favoravel. Pois, com o aumento dos fendis houve um aumento na
acdo antioxidante. Para os resultados apresentados na figura 16, € possivel
verificar que os melhores teores de fendis totais sdo correspondentes aos extratos
1613 V e 1417 M, respectivamente. Os extratos responsaveis pela maior acao
antioxidante foram os 1613 V e 1417 M.

Desta maneira, € possivel observar a existéncia de uma correlacao
entre o teor de fendis e a atividade antioxidante, quando as metodologias de Fast
Blue BB e FRAP sdo empregadas para a realizacao das analises.
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Figura 15: Relag&o entre teor de fendis totais e atividade antioxidante. A letra mindscula indica o
Fast Blue e a letra mailscula indica o FRAP. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura 16: Relagdo entre teor de fendis totais e atividade antioxidante. A letra mindscula indica o
Fast Blue e a letra mailscula indica o DPPH. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Conforme mencionado anteriormente, o metodo de atividade
antioxidante por FRAP é mais rigoroso que a metodologia de DPPH (Rosa et al,
2002). A partir dos resultados é possivel verificar através dos resultados, que o
método de sequestro do radical livre DPPH apresentou maior efeito antioxidante
guando comparado a metodologia de FRAP.

Quando sao comparadas as metodologias de fendis totais, 0s
resultados mostram que as concentracfes sdo menores quando avaliados por
Folin Cicalteault e maiores por Fast Blue BB. Ocorre, que o método de Fast Blue
BB se mostrar menos interferente que a metodologia de Folin Cicateault (Lester
et al, 2012).

No entanto, ambos 0os métodos se apresentaram menos precisos em
relacdo a metodologia cromatografica utilizada no presente experimento.
Conforme recomendado na literatura, a melhor metodologia para fendis totais € a
avaliacdo por métodos cromatogréaficos (Araujo et al, 2007). A relacdo entre o
aumento do teor de fendis e 0 aumento da atividade antioxidante, depende do tipo
de metodologia aplicada para a avaliacdo (Roesler et al, 2007).

No presente trabalho, houve relacdo positiva entre o teor de fendis totais
e a atividade antioxidante em todas as metodologias avaliadas e nos extratos
avaliados (figura 13, figura 14, figura 15, figura 16). Os resultados corroboram
com Kappel et al , 2008, que avaliou a correlagéo entre atividade antioxidante e

teor de fendis totais para extratos de C. baccatum.
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Segundo a literatura, a relacdo positiva entre o teor de fendis e
atividade antioxidante pode sugerir que uma das substancias responsaveis por
essa acao pertence, a classe das substancias fendlicas, muitas das vezes
presentes em frutos, sementes, raizes e folhas de espécies vegetais (Carvalho et
al, 2014). Em extratos de pimenta € possivel encontrar uma correlacdo positiva
entre a acdo antioxidante e o teor de fendis totais (Menichini et al, 2009).

5.1.4 Teor de flavonoides totais

O extrato produzido a partir do fruto do gendtipo 1417 M apresentou o
maior teor de flavonodides em relacdo aos outros extratos avaliados que néo

diferiram estatisticamente entre si (Tabela 9).

Tabela 9: Teor de flavonoides totais presentes em extratos dos acessos UENF 1417 e
UENF 1613 em dois estadios de maturacao.

Flavonoides Totais (mg de rutina/g de
extrato)
1417 M 10.44 +2,3°

1613 M  2.99 + 2 56°

1417V  4.49 +1,35°

1613V  3.54+0,78°

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.Letras mindsculas na mesma coluna revelam o efeito
do extrato.

Os teores de flavonoides totais estdo dentro dos valores encontrados na
literatura (Sricharoen et al, 2016, Bae et al, 2012), no entanto, sdo comparaveis
aos valores mais baixos encontrados entre 0s acessos investigados.

A baixa concentracdo de flavonoéide, neste presente trabalho, pode ser
sugerida a partir do perfil quimico por CLAE que priorizou a investigacdo de
compostos fendlicos. Segundo a metodologia adotada (Assis, 2014) os perfis
guimicos por CLAE apresentam acidos fendlicos e nao foi possivel identificar
picos compativeis ao perfil quimico de flavonoides (figura 17,20,22,24).

Segundo experimentos realizados por Bae et al (2012), frutos maduros de

pimenta da variedade “Paprica’apresentaram um teor de flavondide total igual a
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PA137 (86.6 pg/g ou 0,0076 mg/g) e o fruto imaturo Mesilla (48,8 ug/g ou 0,0866
mg/g). Em sementes de C. frutescens de frutos maduros o teor de flavonodide
variou segundo o tipo de extragdo que foi utilizada (hexanica ou cloroformica),
sendo, os maiores teores encontrados para o extrato produzido utilizando hexano
0 qual obteve resultado de 12,84 mg de rutina/ g de extrato. Variedades de
pimentas maduras apresentaram variacdo de 6,54 a 23,11 mg de flavondide/ g
de extrato (Sricharoen et al, 2016).

Em geral extratos de frutos maduros apresentam maiores teores de
flavonoides totais em relacdo aos extratos de frutos maduros. Isso pode esta
relacionado ao fato da classe dos flavonéides aumentar a concentragéo de acordo
com o acréscimo da maturacdo dos frutos. O inverso pode ser observado em
taninos (Bae et al, 2012).

5.1.5 Perfil quimico por CLAE

Os padrdes acido galico e acido clorogénico foram eleitos para 0 ensaio,
pois sao acidos fendlicos amplamente encontrados em espécies de pimentas do
género Capsicum (Assis, 2014; Kappel et al, 2008).

A analise do perfil quimico dos extratos por CLAE de padrdes comerciais
revelaram que os acidos fendlicos em geral apresentam pico com tempo de
retencao entre 4,8 e 5,3 min e 0 seu espectro entre 230 e 254 nm (tabela 10) para
a metodologia analitica adotada (Assis, 2014). Ao se realizar uma comparacao
entre 0s cromatogramas das amostras em relacdo ao padrédo foi verificada a
presenca de acidos fendlicos nas amostras de extrato de pimenta de todos os

gendtipos avaliados, que foi verificado devido ao espectro de absorcao de UV.

Tabela 10: Tempo de retenc¢@o e comprimento de onda dos padrées

Padrao (Sigma®) Tempo de retencédo(TR) A Max (mm)
Acido galico 4,867 231-258
Acido clorogénico 5,338 230-258

Rutina 7,174 255-354
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Na literatura, é descrito que a maioria dos acidos fendlicos possui
tempo de retengdo em torno dos primeiros minutos de corrida cromatogréfica (3 a
14 min) e espectro de absorcdo entre 250 a 350 nm apresentando apenas uma
banda (Harborne, 1989). O &cido gdlico € descrito como uma substancia que
possui tempo de retengcdo entre 3 mim ou 13 mim e espectro de absorbancia
entre 200 a 350 nm compreendendo uma banda de absorcao (Mira et al, 2008;
Chung et al, 2007;Harborne, 1989).

Os espectros de UV caracteristicos para as substancias fendlicas
possuem comprimento de onda entre 230 e 340 nm ou 200 a 350 nm e podem
sofrer ionizacdo devido a acdo de compostos basicos, ocasionando um desvio
batocromico de 15 a 50 nm, assim ocasionando aumento de absorbancia
(Harbone, 1989). Substancias como os &cidos fendlicos derivados do &cido
cinamico (figura 17) ou do acido benzoico sdo caracterizadas estruturalmente pela
presenca de um anel benzénico, um grupamento carboxilico e radicais hidroxila

ou metil presentes na estrutura (Soares, 2002).

2 NN
/”\ 1 /\//‘”“H
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Figura 17: Estrutura do acido cinamico

Os acidos fendlicos podem apresentar estruturas simples, como as do
acido galico, ou ainda realizarem ligacbes entre si ou com outros compostos,
como ocorre com o acido clorogénico.Podem ainda, formar estruturas complexas
denominadas taninos (Soares, 2002).

O perfil quimico avaliado por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia) revelou que na amostra 1417 V avaliada em marco de 2016 (figura 18)
existe a presenca de um pico marjoritario em torno dos 13 minutos, e de acordo
com o espectro de absorcdo (UV) e banda de absor¢céo entre 240 nm a 260 nm

caracteristica de acidos fendlicos (figura 18).
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Figura 18: Perfil quimico por CLAE com escala a 1000 mAU (a), perfil quimico por CLAE a 750
mAU( b) e espectro de UV (c) da amostra 1417 V avaliado em marco de 2016

Este mesmo extrato (1417 V) avaliado em dezembro de 2016 (figura 19

a) apresenta um perfil quimico por CLAE, um pouco mais complexo entre 3 e 5

min € um pico em torno dos 12 min , semelhante aquele observado na analise

em marco de 2016 (figura 18) o espectro de absorcdo (UV) com uma banda

entre 245 nm a 265 nm € possivel observar que ha diferenca entre a

concentragcdo das substancias que estdo presentes na amostra 1417 V avaliada

em marco, e em dezembro de 2016 (figuras 18, 19).
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Figura 19: Perfil quimico por CLAE com escala a 1000 mAU (a) , perfil quimico por CLAE a
250 mAU (b) e espectro de UV (c) da amostra 1417 V avaliado em dezembro de 2016

Para a amostra 1417 V foram verificadas alteracdes no perfil quimico
por CLAE entre as avaliacdes realizadas em maio e dezembro (figura 18) em
relacdo as outras amostras avaliadas no presente trabalho. O pico predominante,
em torno de 12 a 13 min apresentou decréscimo de sua concentracdo quando foi
novamente avaliado por CLAE cerca de 9 meses ap0s a primeira analise.

Alguns extratos sofrem com o processo de alteragcdo de suas
substancias bioativas, o que pode explicar o ocorrido com o extrato 1417 V (figura
18 e 19). A diferenca nos perfis quimicos do extrato pode ser total ou
simplesmente ocorrer uma queda da concentracdo (Carvalho et al, 2010). Um
fator importante que ocasiona a modificacdo do perfil quimico de um extrato bruto
€ a presenca de inimeras substancias que podem interagir num meio reacional e
formar novos produtos (Maciel et al, 2006; Ministério da Saude, 2004).

De acordo com o perfil quimico por CLAE da amostra 1417 V (figura
18, 19) ha presenca de substancias como acidos fendlicos neste extrato. O fato
foi comprovado quando foi realizada a comparacdo entre o espectro de absorgéo

(UV) que foram semelhantes aos de acidos fendlicos utilizados (Tabela 10).
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A extracdo com o uso de etanol é capaz de priorizar alguns compostos
fendlicos, dentre estes se encontram os acidos fendlicos (Varea et al, 2001).
Desta forma, € possivel dizer que a utilizacdo do solvente etanol nos extratos de
certa maneira foi capaz de extrair acidos fendlicos dos frutos utilizados para as
amostras, o que pode explicar a presenca de &cidos fendlicos no perfil quimico
das amostras por CLAE.

A amostra 1417 M avaliada em margo de 2016 apresentou em seu
perfil quimico por CLAE um pico em torno de 12 min e seu espectro de absorcao
apresentou uma banda de absor¢do com comprimentos de onda entre 237 nm e
256 nm, indicando ser de caracteristica de substancias do perfil dos acidos

fendlicos (figura 20).
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Figura 20: Perfil quimico por CLAE com escala a 1000 mAU (a), perfil quimico por CLAE com

escala a 200 mAU (b) e espectro de UV (c) da amostra 1417 M avaliado em marco de 2016.

O perfil qguimico da amostra 1417 M avaliado em dezembro de 2016
(figura 21) revelou a existéncia de um pico em torno dos 12 min que apresentou
uma banda no espectro de absorcao (UV) em torno dos 241 nm a 255 nm, o que

indica se tratar de substancias do perfil dos acidos fendlicos.
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Figura 21: Perfil quimico por CLAE com escala a 1000 mAU (a), perfil quimico por CLAE com

escala a 200 mAU e espectro de UV (c) e da amostra 1417M avaliado em dezembro de 2016
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O perfil quimico avaliado por CLAE da amostra 1613 V avaliada em

marco de 2016 (figura 22) mostra a presenca de um pico em 12 min que possui

uma banda com espectro de absor¢cdo em UV em torno de 240 nm a 258 nm.
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Figura 22: Perfil quimico por CLAE a 1000 mAU (a) , perfil quimico por CLAE a 75 mAU (b) e

espectro (c) da amostra 1613 V avaliado em margo de 2016.
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O perfil quimico da amostra 1613 V avaliada em dezembro de 2016
(figura 23) apresenta o mesmo perfil observado anteriormente (figura 22). A
presenca de um pico em torno dos 12 min que possui uma banda com espectro
de absorcao (UV) entre 240 nm a 258 nm que pode indicar a presenca de acido
fendlico na amostra. A avaliacdo deste pico indica que se trata de um acido

fendlico.
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Figura 23: Perfil quimico por CLAE a 1000 mAU (a) , perfil quimico por CLAE a 75 mAU (b) e

espectro (c) da amostra 1613 V avaliado em dezembro de 2016.

O perfil quimico por CLAE da amostra 1613 M (figura 24 ) avaliada em
marco de 2016 apresentou um pico em torno de 12 min, possui uma banda com
espectro de absorcédo (UV) em torno de 243 nm a 355 nm, o que indica se tratar

de substancias com perfil de acidos fendlicos.
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Figura 24: Perfil quimico por CLAE a 1000 mAU (a) , perfil quimico por CLAE a 25 mAU (b) e

espectro (c) da amostra 1613M avaliado em marco de 2016.

O perfil quimico por CLAE da amostra 1613 M (figura 25 ) avaliada em
dezembro de 2016 apresentou um pico em torno de 12 min com que possui uma
banda com espectro de absorcdo (UV) em torno de 272 nm a 313 nm, 0 que
indica se tratar de substancias com perfil de acidos fendlicos. O perfil quimico da
amostra 1613 M avaliado em marco e dezembro de 2016 néo diferiu (figura 24,
25).
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Figura 25: Perfil quimico por CLAE a 1000 mAU (a) , perfil quimico por CLAE a 25 mAU (b) e

espectro (c) da amostra 1613M avaliado em dezembro de 2016.

Em geral, todos os extratos apresentaram perfil de acido fendlico, ou
seja, com tempo de retencdo nos primeiros 15 min, pico representativo de acido
fendlico em cerca de 12 a 13 min e espectro de absor¢cédo entre 200 e 300 nm
conforme os cromatogramas mostraram (figura 18, figura 19, figura 20, figura 21,
figura 22, figura 23, figura 24 e figura 25). Este pico em torno dos 12 min é comum
a todos os extratos nas duas épocas em que foram avaliados por CLAE. As
amostras 1417 V, 1417 M, 1613 V e 1613 M apresentam perfil quimico muito
semelhantes entre si, diferindo apenas nas concentracdes dos picos detectados
por CLAE.

A mudanca no tempo de retencdo e no comprimento de onda de
absorcao no espectro de UV foi verificada em todos os perfis quimicos por CLAE,
pode ser devida a acédo do efeito de desvio batocrémico (Harbone, 1989), pela
alteracdo da fase moével conforme foi verificado na mesma pimenta em ano
diferente (Mendes, 2016) ou ainda devido a propria natureza do extrato que pode
ter sofrido acdes que resultem em sua alteracdo quimica (Maciel et al, 2006),
resultando em pequenas diferencas em seu perfil quimico.

Na literatura € relada a presenca de acidos fendlicos em pimentas do

género Capsicum. Essas substancias sao relacionadas a diversas atividades
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bioldgicas, tais como, atividade antioxidante e antimicrobiana (Bae et al, 2012;
Kappel et al, 2007; Soares, 2002).

5.2 Atividade antimicrobiana

5.2.1 Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Os resultados para o teste antimicrobiano revelaram que o extrato 1417 V
apresentou inibicdo total do crescimento microbiano de S. aureus quando foi
utilizada uma concentracdo de 250 ppm. Desta forma, foi necessario encontrar
uma concentracdo de minima inibitéria (MIC) que foi verificada no extrato de
concentragdo 200 ppm. Este extrato apresentou inibicdo (entre 30< UFC <300)
frente ao crescimento da bactéria S. aureus ATCC 25923 (tabela 11).

Os demais extratos ndo apresentaram atividade frente ao tratamento com
os extratos: 1417 M, 1613 M e 1613 V, pois foi observado um crescimento de
colonias semelhante ao controle sem a gentamicina.

Segundo a literatura, extratos de pimenta apresentaram atividade frente
a bactérias do género Staphylococcus (Carvalho et al, 2010; Cruz et al, 2003).

No entanto, segundo Kappel et al, 2008, ndo houve inibicdo do
crescimento de S. aureus por parte do extrato produzido por sementes dos frutos
de Capsicum, o que evidencia que diferentes partes do vegetal e fases de

maturacao podem apresentar diferentes resultados nos testes antimicrobianos.

Tabela 11: Contagem de unidades formadoras de col6nias (UFCs) no teste antimicrobiano.

S aureus S aureus S epidermidis LSA 88 Salmonella E coli

ATCC ATCC 33591 ATCC 12228 enterica ATCC

25923 ATCC 13076 22922
1417 M NI NI 126,00 + 4,00 NI NI NI
1613V NI NI 150,33 +14,57 NI 239,33 £36,25 NI
1613 M NI NI 144,33 +1,53 NI NI NI
1417V 79,00 +6,56 186,33+ 17,95 30,33 +1,53 116,67 + 14,57 NI NI

*NI indica que ndo houve inibi¢do

* Concentra¢do minima inibitéria > 30 e < 300 UFC

*para a bactéria S. aureus ATCC 25923 a MIC foi 200 ppm.
*para as demais bactérias a MIC foi de 250 ppm
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A literatura relata que a presenca de substancias fendlicas em extratos
vegetais pode conferir agado antimicrobiana frente a cepas do género
Staphylococcus (Kappel et al, 2008; Elzaawely et al, 2005;Pinto et al, 2001).

A presenca de acidos fendlicos pode ser constatada através de perfil
qguimico avaliado por CLAE (figura 17) que confirmou a presenca dessa classe de
substancias, que sao as provaveis responsaveis pela atividade antimicrobiana
observada nos experimentos. Os &cidos fendlicos atuam nas membranas
microbianas ou no mecanismo enzimatico, o que pode impedir o crescimento

microbiano (Ravishankar et al, 2012).

5.2.2 Staphylococcus aureus (ATCC 33591)

A bactéria Staphylococcus aureus de ATCC 33591 é conhecida por ser
resistente ao antibiotico meticilina e é chamada de MRSA (Mark et al,2002 ).Os
resultados indicam que houve inibicdo microbiana com o uso do tratamento
contendo o extrato 1417 V que revelou um crescimento de coldnias entre 30<
UFC <300 (tabela 11).

Os demais extratos avaliados ndo apresentaram atividade antimicrobiana
frente ao crescimento de S. aureus de ATCC 33591 (tabela 11). Quando
comparado com o crescimento de S. aureus de ATCC 25923, o crescimento de
col6nias foi maior para esta cepa ATCC 33591 que poderia ser devido a sua alta
resisténcia bacteriana (Rich et al, 2005).

A literatura relata a atividade antibacteriana de extratos de pimenta
frente ao crescimento de diferentes cepas da espécie S. aureus (Carvalho et al,
2010; Kappel et al, 2008).

A atividade antimicrobiana estd diretamente relacionada a presenca de
substancias fendlicas (Kappel et al, 2008). Conforme foi verificado por meio de
CLAE, o extrato 1417 V possui um perfil cromatogréafico que indica a presenca de
acidos fendlicos (figura 18) e também revelaram uma concentracdo superior as
outras amostras avaliadas (figura 20, 22 e 24).

Os &cidos fendlicos detectados em pimentas do género Capsicum
possuem atividade antimicrobiana ja descrita na literatura (Bae et al, 2012; Kappel
et al, 2008). Os teores de substancias fendlicas, confirmados neste trabalho

também confirmam que a atividade antimicrobiana apresentada pelo extrato esta
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ligada a seu perfil qguimico (figura 18). Na literatura, € possivel verificar que a
presenca de substancias fendlicas além de favorecerem a acdo antioxidante,

também agem como antimicrobianos (Elzaawely et al., 2005).

5.2.3 Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228)

Os resultados para Staphylococcus epidermidis indicam que todos o0s
extratos apresentaram capacidade antimicrobiana (tabela 11). E possivel verificar
a partir dos resultados que o extrato 1417 V apresentou a maior inibitéria sobre o
crescimento de S. epidermidis (tabela 11). Também é possivel verificar que isso
pode ser devido a maior concentracdo de substancias fendlicas presentes em
seu perfil quimico (figura 18), quando este € comparado aos outros extratos
(figuras, 20, 22, 24).

S. epidermidis é uma bactéria conhecida por ser multiresistente e
formadora de biofilme (Cegelski et al, 2008). Na literatura é relatada a dificuldade
gue a industria de alimentos encontra para eliminar a formacdo de biofilmes.
Atualmente é conhecido, que o tratamento prévio com extratos de plantas que
possuem atividade antibiofiime, podem reduzir a adesdo das bactérias as
superficies (Sandasi et al, 2010).

A espécie S. epidermidis possui seu crescimento inibido quando
utilizado extrato bruto de Salvia (Schito et al, 2011). No presente estudo, foi
verificada a atividade antimicrobiana dos 4 extratos avaliados (tabela 11). Esses
resultados podem sugerir uma correlacdo em relacdo ao seu perfil quimico por
CLAE, que apresentou a presenca de acidos fendlicos (figura 17, 19, 21,23). Os
acidos fendlicos, mondémeros de taninos, sdo descritos como substancias que
possuem atividade antimicrobiana e antibiofilme (Wittschier et al, 2007).

A presenca de acidos fendlicos no perfil quimico dos extratos (figura 17,
20,22,24) podem ser associadas a acdo antimicrobiana que o0s extratos
apresentaram. Na literatura, sdo descritas que substancias fendlicas possuem

acao antimicrobiana frente a bactérias da cepa Staphylococcus (Li et al, 2012).
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5.2.4 LSA 88

A bactéria LSA 88 (cepa secretora de enterotoxinas) € da espécie
Staphylococcus aureus e foi isolada do leite de mastistico bovino (Vieira- Motta et
al, 2001; Vieira-Motta, 1997).

Os resultados do teste antimicrobiano para a cepa LSA 88 revelaram que
apenas o extrato 1417 V foi capaz de inibir o crescimento microbiano (tabela 11).
E possivel relacionar esse fato ao seu perfil quimico por CLAE que indicou uma
alta concentragdo de 4cidos fendlicos (figura 18).

Segundo o trabalho de Dutra et al, 2016, em que foram avaliados
extratos bruto de Punica granatum L. (romd) , Anacardium occidentale L.
(cajueiro) e Psidium guajava L. (goiabeira), foi possivel verificar a atividade
antimicrobiana frente ao crescimento da cepa clinica LSA 88 e os resultados
foram semelhantes a Carlos et al, 2010.

Na literatura até o presente momento ndo foi descrita a atividade
antimicrobiana para os extratos de C baccatum sob a cepa clinica de LSA 88.
Sendo portanto este trabalho, o pioneiro a relatar a atividade antimicrobiana dos

extratos de frutos verdes e maduros de C. baccatum sob a cepa de LSA 88.

5.2.5 Escherichia coli ATCC (22922)

A cepa E. coli ATCC 22922, nao apresentou inibicdo frente ao
crescimento microbiano por parte de todos os extratos avaliados (tabela 11). O
gue corrobora com os resultados encontrados na literatura, quando extratos de
pimenta das espécies C. annuum e C. frutescens foram avaliadas em relacdo ao
crescimento da E. coli ATCC 22922 e nao apresentaram inibicdo do crescimento
(Koffi-Nevry et al, 2012). O efeito contrario foi observado com o uso de extrato
etandlico de pimentdo verde (Capsicum chinense), em que se observou a inibicédo
do crescimento de E. coli (Colivet et al, 2012).

Desta forma, € possivel inferir que a presenca de acidos fendlicos nos
extratos de C baccatum ndo foi capaz de inibir o crescimento microbiano de E.
coli. Embora o perfil quimico por CLAE (figura 17,19,21,23) apresentem
substancias com potencial antimicrobiano e a relacédo entre atividade antioxidante
e teor de fendis seja positiva, o resultado revelou a auséncia de atividade

antimicrobiana. No entanto, isso corrobora com o descrito na literatura para o
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género Escherichia spp quando foram utilizados extratos de C. baccatum
(Carvalho et al, 2005).

5.2.6 Salmonella enterica (ATCC 13076)

Os resultados para Salmonella enterica indicam que o0s extratos
apresentaram atividade antimicrobiana sobre o crescimento desta bactéria.
Porém, apenas o 1613 V apresentou inibicdo bacteriana, apresentando
crescimento abaixo de 300 colonias (tabela 11).

Alguns autores verificaram a inibicdo do crescimento de colonias de
espécies de Salmonella por parte da utilizacdo de extratos de pimentas do género
Capsicum (Koffi-Nevry et al, 2012; Careaga et al, 2002).

Careaga et al, 2003, verificou que ao tratar carne bovina triturada e
adicionada com extratos de pimenta do género Capsicum houve inibicdo do
crescimento de Salmonella.

Os resultados indicam que a atividade antimicrobiana do extrato 1613 V
avaliados pode ser relacionada a presenca de acidos fendlicos (figura 17,
19,21,23). Visto que, segundo a literatura os acidos fendlicos possuem tal
atividade relatada (Soares, 2002).

No caso verificado no extrato 1613 V, a atividade antioxidante também foi
observada (tabelas 7, 8 ), o que faz deste extrato o melhor dentre os avaliados,
pois combina acdo antimicrobiana e antioxidante que sao requeridas para um

bom conservante natural (Brasil, 2007).

5.3 Avaliacédo do antibiograma

A avaliacdo do antibiograma € realizada com a finalidade de revelar o
sinergismo entre antibiéticos comerciais e extratos vegetais contra o crescimento

microbiano de cepas oriundas de colbnias puras.

5.3.1 Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Os resultados para o teste antimicrobiano com a cepa de Staphylococcus

aureus ATCC 25923 revelam, que o uso dos discos de antibiético no tratamento



60

controle com o extrato 1417 V né&o diferiu estatisticamente, conforme observado

na linha da tabela 12.

Tabela 12: Antibiograma da cepa S aureus (25923) tratadas com extrato 1417 V e submetidas a 10
antibiodticos. Avaliadas pelo método da difuséo em Agar

1417V Controle
AMO 31,06 Aabc 32,18 Aab
AMC 30,74 Aabc 32,83 Aa
AMP 39,82 Aa 32,79 Aa
CLI 33,36 Aab 27,70 Aab
GEN 26,33 Abc 24,31 Aab
OXA 24,39 Abc 23,09 Aab
PEN 32,43 Aab 32,08 Aab
VAM 20,80 Ac 19,94 Ab
CEX 33,33 Aab 31,04 Aab
TET 31,66 Aab 29,52 Aab

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna (extrato) e letras maiuscula na linha
(antibiotico) diferem estatisticamente entre si no teste de Tukey a nivel de 5% de
probabilidade. A unidade esta em milimetros (mm).

** AMO-amoxicilina, AMC-amoxicilina/acido clavulamico,AMP-ampicilina, CLI-clindamicina.GEN-
gentamicina, OXA-oxacilina,PEN-penicilina, VAM-vancomicina,CEX-cefalexina, e TET-tretraciclina.

A literatura relata, que o sinergismo entre extrato de Capsicum baccatum
para inibir cepas de S aureus isoladas de pacientes, ndo ha verificacao de halo de
inibicio com o uso de cloranfenicol, ceftazidima, fluconazol. No entanto ha
presenca de um halo de inibicdo de 28 mm com o uso de ampicilina (Kappel et al,
2008). No presente trabalho, todos os antibioticos utilizados tiveram como efeito
um halo de inibicdo e estatisticamente ndo houve diferenca significativa entre o
controle e extratos (tabela 12).

No entanto, segundo os resultados, houve diferenca em relacdo ao efeito
do extrato com o uso dos discos de antibiotico e sem o uso dos discos de
antibidticos, que esta apresentado na coluna da tabela 10 e o melhor antibiético
foi a ampicilina, tanto para o extrato (1417 V que o perfil fora avaliado em
dezembro de 2016) quanto para o controle (tabela 12).

Em outros estudos, foram verificados halos de inibicdo em testes de
sinergismo entre extratos de pimentas maduras do género Capsicum e discos de
antibidticos comerciais, em que houve halo ao serem utilizadas penicilina,
tetraciclina e ampicilina (Arora et al, 2008).

Os resultados sugerem que a atividade antimicrobiana encontrada no

presente estudo, esta relacionada ao fato do perfil quimico por CLAE apresentar a
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presenca de &cidos fendlicos, que possuem atividade biolégica ativa para a
inibicdo de microorganismos (Kappel et al, 2007; Deepa et al, 2005), conforme foi
verificado através da utilizacdo de metodologia cromatografica apropriada para a
investigacdo de substancias fendlicas.

Esses resultados podem ser explicados com base no perfil quimico
verificado no extrato. No comego do presente estudo (margo de 2016), o perfil
quimico do extrato 1417 V apresentava a presenca de um pico dominante de
acido fendlico em torno dos 13 minutos (figura 26). No entanto, ao decorrer do
tempo, quando o extrato 1417 V foi avaliado novamente em dezembro de 2016,
foi observado que o pico dominante diminui sua concentracdo em relacdo a

primeira vez que foi avaliada (figura 26).
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Figura 26: Perfil quimico por CLAE da amostra 1417 V avaliada em marco de 2016 (1).Perfil
guimico por CLAE da amostra 1417 V avaliada em dezembro de 2016 (2).
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Desta forma, € sugerir que a reducdo da concentracdo desta substancia
nao favoreceu a atividade antimicrobiana dos extratos avaliados. O que denotou
na queda de sua atividade que pode ser relacionada a diminuicdo da
concentragéo desta substancia neste extrato de pimenta.

Na literatura, ha relatos de que substancias fendlicas, como os acidos
fendlicos, por exemplo, possuem potencial antimicrobiano. Pois, sdo capazes de
complexar algumas proteinas extracelulares e a parede bacteriana (Falcdo et al,
2002).Segundo a tabela 13, a cepa avaliada se mostrou sensivel aos tratamentos

propostos, os halos de inibicdo foram maiores do que 14 mm.

Tabela 13: Resisténcia e sensibilidade de S aureus (25923) em relacdo aos tratamentos com
extrato 1417 V de Capsicum baccatum e controle.

1417 V Controle

AMO S S
AMC S S
AMP S S
CLI S S
GEN S S
OXA S S
PEN S S
VAM S S
CEX S S
TET S S

*R-resistente **S- sensivel

- AMO-amoxicilina, AMC-amoxilina/acido clavulamico,AMP-ampicilina, CLI-clindamicina. GEN-
gentamicina, OXA-oxacilina,PEN-penicilina, VAM-vancomicina,CEX-cefalexina, e TET-tretraciclina.

* A sensibilidade foi verificada de acordo com a tabela do Clinical and Laboratory Standards
Institute for Antimicrobiology (CLSI).

5.3.2 Staphylococcus aureus (ATCC 33591)

Em relacdo ao teste de antibiograma, ndo foi possivel verificar halos de
inibicAo com o uso do extrato de pimenta. O resultado, em principio nédo foi o
esperado, visto que, em relacdo aos 4 extratos utilizados, o extrato 4 (1417 V)
apresentou atividade antimicrobiana (tabela 12).

No entanto, observando o perfil quimico por CLAE deste extrato, é
possivel notar que o0 mesmo contém um pico majoritario (figura 33), esse foi o
extrato avaliado na época dos testes antimicrobianos (tabela 11). Todavia quando

foi realizada a avaliagdo do teste de antibiograma, o pico majoritario verificado
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anteriormente reduziu sua concentragao (figura 26 ), o que implicou na auséncia
da atividade relatada anteriormente.

Desta maneira, segundo o perfil quimico do extrato 1417 V avaliado por
CLAE, em duas épocas diferentes (margco 2016 e dezembro de 2016), foi possivel
verificar que a reducdo da concentracdo da substancia majoritaria (figura 26) fez

com que houvesse perda da atividade antimicrobiana.

5.3.3 Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228)

Os resultados para 0 ensaio realizado com S epidermidis indicam que
houve diferenca significativa entre a utlizagdo dos extratos com discos de
antibidticos e apenas com o0 uso dos discos para 0s seguintes antibiéticos:
gentamicina, oxacilina e tetraciclina que apresentaram halos de inibicao
superiores ao controle, o que esta indicado na linha da tabela (tabela 14).

Em relacdo ao efeito dos extratos com os discos de antibioticos,
verificados na coluna, o melhor efeito foi para ampicilina, clindamicina,
gentamicina e cefalexina em conjunto com o extrato 1417 M, ampicilina,
clindamicina, gentamicina e cefalexina em conjunto com o extrato 1613 V,
cefalexina em conjunto com o extrato 1613 M e gentamicina em conjunto com o

extrato 1417 V e para o controle o melhor efeito foi para cefalexina (tabela 14).

Tabela 14: Antibiograma da cepa S epidermidis (12228) tratadas com extrato 1417 M, 1613 V,
1613 M, 1417 V e submetidas a 10 antibiéticos. Avaliadas pelo método da difusdo em agar.

1417 M 1613 V 1613 M 1417 V Controle
AMO 16,91 Abcd 9,96 Abcd 16,94 Abcd 10,28 Ab 15,17 Abc
AMC 24,22 Aab 19,98 Aab 21,32 Abc 16,25 Aab 17,54 Aab
AMP 22,17 Aa 34,47 Aa 33,54 Aabc 25,04 Aab 21,66 Aab
CLlI 32,88 Aa 37,82 Aa 33,51 Aab 21,82 Aab 21,72 Aab
GEN 29,56 Aa 33,74 Aa 33,58 Aabc 42,00 Aa 26,63 Bab
OXA 33,37 Acd 11,45 Bcd 24,26 Aabc 28,44 Aab 21,52 Babc
PEN 22,39 Abc 21,06 Abc 21,22 Acd 20,22 Ab 13,14 Abc
VAM 27,40 Aab 27,12 Aab 22,94 Aabc 23,00 Aab 20,9 Aabc
CEX 34,20 Aa 33,8 Aa 38,32 Aa 11,2 Bab 30,67 Aa
TET 7,02 Bd 18,14 Ad 11,38 Ad 14,46 Ab 4,86 Bc

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna (extrato) e letras maiusculas na linha
(antibiotico) diferem estatisticamente entre si no teste de Tukey a nivel de 5% de
probabilidade. A unidade esta em milimetros (mm).

** AMO-amoxicilina, AMC-amoxicilina/acido clavulamico,AMP-ampicilina, CLI-clindamicina.GEN-
gentamicina, OXA-oxacilina,PEN-penicilina, VAM-vancomicina,CEX-cefalexina, e TET-tretraciclina.
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Na literatura ha relatos de halos de inibicdo formados com a utilizacdo
de extratos de especiarias, como alho, e discos deste antibidtico (Arora et al,
1999). No entanto, Cichewicz et al, 1996, observou que extratos de pimenta do
género Capsicum nao apresentaram inibicdo frente ao crescimento de S
epidermidis, fato contrario ao obtido no presente estudo.

Em estudos com extrato bruto de Rauvolfia grandiflora foi possivel verificar
que o tratamento com este extrato, comparado ao controle, proporcionou a
presenca de halos de inibicAo maiores que o controle em todos os antibiéticos
avaliados para esta cepa, 0 que mostra a sensibilidade de S epidermidis ao
tratamento com os extratos vegetais (Carlos et al, 2010).

A atividade antimicrobiana relatada e o sinergismo positivo entre extratos
de C. baccatum, verificadas neste trabalho, estdo diretamente relacionadas ao
perfil quimico dos extratos, que conforme ja mencionado, possuem presenca de
acidos fendlicos. Desta forma, todos os extratos preparados a partir de C
baccatum apresentaram atividade antimicrobiana para S epidermidis.

Na tabela 15, é possivel verificar o comportamento de sensibilidade e
resisténcia de S epidermidis quando submetido ao tratamento dos discos com e
sem o0s extratos avaliados. No caso do antibiético ampicilina, o controle
apresentou um comportamento resistente e quando houve tratamento com o0s
extratos 1613 V, 1613 M e 1417 V houve sensibilidade. Para tetraciclina, a

utilizac&do dos extratos 1613 V e 1417 V promoveram a sensibilidade microbiana.
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Tabela 15: Resisténcia e sensibilidade de S epidermidis (12228) em relagdo aos tratamentos com
extratos de Caspcum baccatum e controle.

1417 M 1613V 1613 M 1417V Controle

AMO R R R R R
AMC S S S S S
AMP R S S S R
CLI S S S S S
GEN S S S S S
OXA S R S S S
PEN R R R R R
VAM S S S S S
CEX S S S R S
TET R S R S R

*R- resisténcia ** S- sensivel

** AMO-amoxicilina, AMC-amoxicilina/acido clavulamico,AMP-ampicilina, CLI-clindamicina.GEN-
gentamicina, OXA-oxacilina,PEN-penicilina, VAM-vancomicina,CEX-cefalexina, e TET-tretraciclina.

* A sensibilidade foi verificada de acordo com a tabela do Clinical and Laboratory Standards
Institute for Antimicrobiology (CLSI).

Segundo Medeiros et al, 2009, ao verificar resisténcia de cepas de
Staphylococcus spp. isoladas do leite de vacas com mastite subclinica, foi
possivel observar que o antibidtico que possuia o efeito mais resistente era a
ampicilina.

No presente estudo, a ampicilina apresentou controle resistente. No
entanto, o tratamento com os extratos 1613 V, 1613 M e 1417 V em conjunto a
este antibiotico favoreceu sua sensibilidade, o que sugere que o0s extratos citados

Sao promissores agentes antimicrobianos.

5.3.4LSA 88

Os resultados para a cepa LSA 88 revelaram que o extrato 1417 V,
em que o perfil quimico foi avaliado em dezembro de 2016, apresentou maiores
halos de inibicdo para os antibioticos amoxilina/acido clavulamico, ampicilina e
tetracilcina quando comparados ao controle sem o tratamento com o extrato
(tabela 16).

Quando comparado o efeito do extrato 1417 V em conjunto com 0S
discos de antibiéticos, o0 antibidético amoxilina/acido clavulamico apresentou

melhor efeito (tabela 16).
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Tabela 16: Antibiograma da cepa LSA 88 tratadas com extrato 1417 V e submetidas a 10
antibidticos. Avaliadas pelo método da difusédo em agar.

1417V Controle
AMO 37,32 Aab 29,53 Aa
AMC 41,92 Aa 31,42 Ba
AMP 36,87 Aabc 29,35 Bab
CLI 33,63 Abc 28,14 Acd
GEN 21,50 Acde 19,72 Abc
OXA 28,77 Acde 21,48 Abc
PEN 28,77 Abcd 21,48 Aabc
VAM 27,55 Abcd 24,38 Ad
CEX 13,09 Ae 12,91 Ae
TET 9,58 Ae 2,00 Bab

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna (extrato) e letras maiuscula na linha
(antibiotico) diferem estatisticamente entre si no teste de Tukey a nivel de 5% de
probabilidade. A unidade estd em milimetros (mm).

** AMO-amoxicilina, AMC-amoxicilina/acido clavulamico,AMP-ampicilina, CLI-clindamicina.GEN-
gentamicina, OXA-oxacilina,PEN-penicilina, VAM-vancomicina,CEX-cefalexina, e TET-tretraciclina.

Segundo a literatura, quando utilizado extrato bruto de Rauvolfia
grandiflora, foi possivel observar que o sinergismo dos discos de antibiético com o
extrato avaliado favoreceu o aumento do halo de inibicdo para todos os
antibidticos avaliados (Carlos et al, 2010).

Este fato ndo foi verificado no presente estudo, pois, apenas 0s
antibidticos amoxilina, amoxilina/acido clavulamico, ampicilina e tetraciclina
apresentaram halo de inibicdo superior ao controle (tabela 16).

No entanto, isto pode ser explicado devido a natureza do extrato
utilizado na época das avaliacdes de antibiograma. O extrato sofreu uma reducdo
de concentracdo da substancia majoritaria, como pode ser observado no perfil
guimico avaliado por CLAE (figura 33), este fato pode ter contribuido para a néo

diferenca estatistica verificada na maioria dos antibiéticos (tabela 16).

5.3.5 Salmonella enterica (ATCC 13076)

Para a cepa Salmonella enterica o extrato 1613 V apresentou
resultados significativos para ampicilina, cefalexina e tetraciclina quando

comparados com o controle dentro da linha da tabela (tabela 17).
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Quando comparados, os valores dentro das colunas da tabela 18 é
possivel observar que o tratamento com clindamicina, cefalexina e tetraciclina em

conjunto com o extrato 1613 V apresentaram melhores efeitos (tabela 17).

Tabela 17: Antibiograma da cepa Salmonella enterica (ATCC 13076) tratadas com extrato 1417
M, 1613 V, 1613 M, 1417 V e submetidas a 10 antibiéticos. Avaliadas pelo método da difusédo em
agar.

1613V Controle
AMO 28,32 Aa 24,84 Ab
AMC 33,23 Aa 27,98 Aab
AMP 32,32 Aa 25,83 Bb
CLI 6,30 Abc 5,37 Ac
GEN 30,67 Aa 30,13 Aa
OXA 5,60 Abc 4,53 Acd
PEN 9,31 Ab 6,77 Ac
VAM 1,66 Ac 1,33 Ad
CEX 30,66 Aa 24,28 Bb
TET 31,78 Aa 26,31 Bb

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna (extrato) e letras mailusculas na linha
(antibidtico) diferem estatisticamente entre si no teste de Tukey a nivel de 5% de
probabilidade. A unidade esta em milimetros (mm).

*x AMO-amoxicilina, AMC-amoxicilina/acido clavulamico,AMP-ampicilina, CLI-clindamicina. GEN-
gentamicina, OXA-oxacilina,PEN-penicilina, VAM-vancomicina,CEX-cefalexina, e TET-tretraciclina.

Segundo a literatura, extratos bruto de C. annum promoveram a inibicdo de
Salmonella, que foi apresentado no halo de inibicdo formado (Dorantes et al,
2000). Para extratos de C. frutescens foi verificado que houve halos de inibicao
semelhantes entre extrato hexanico e extrato cloroformico de C. frutescens
(Gurnani et al, 2016). Quanto aos extratos de C. baccatum, ha relatos de inibicdo
de crescimento em cepas de S.enterica (Carvalho et al, 2005).

Por fim, a literatura descreve que substancias fendlicas, tais como os
acidos fenolicos podem apresentar acéo frente ao crescimento microbiano. (Ahn
et al, 2007). Desta forma, a utilizacdo de extratos vegetais em substituicdo aos
conservantes utilizados atualmente pela indastria de alimentos € desejavel devido
a acdo antimicrobiana e antioxidante amplamente relatada (Cruz-Galvez et al,
2013; Ahn et al, 2007).



68

6 RESUMO E CONCLUSOES

A proposta da dissertagdo foi avaliar substancias antioxidantes
presentes nos extratos dos acessos de pimenta UENF 1417 e UENF 1613 e a
atividade antimicrobiana, para assim recomenda-los como possiveis substituintes
de conservantes sintéticos utilizados em alimentos. Pois, conservantes sintéticos
podem ser associados a efeitos deletérios ao organismo humano, além de toxidez
ja relatada por outros autores (Broinizi et al, 2008; Degaspari, 2005).

O presente trabalho foi realizado no Campus da Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro na época de fevereiro de 2015 a janeiro de
2017. Os frutos de pimenta, oriundas do banco de germoplasma da UENF,
Capsicum baccatum foram obtidos de plantas cultivas em casa de vegetacao
(UAP-UENF) e colhidos 100 dias apos a semeadura (fruto verde) e 160 dias ap0s
a semeadura (fruto maduro). A extracao foi realizada por Soxhlet com utilizacédo
do solvente a 70 %. Foram avaliados teores de fendis totais, Teor de vitamina C,
atividade antioxidante, perfil cromatogréafico por CLAE, atividade antimicrobiana e
teste do antibiograma.

O extrato 1417 M e 1617 V apresentaram maiores teores de fendis
segundo os métodos colorimétricos, no entanto ndo foi a melhor metodologia
para os extratos avaliados.

O maior teor de flavondides totais avaliado foi para o extrato 1417 M.

O fruto e extratos do acesso 1417 M e 1613 M apresentaram maiores teores de
vitamina C.
O perfil quimico avaliado por CLAE sugere a presenca de &cidos

fendlicos em todos os extratos. O que pode explicar a atividade antimicrobiana.
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O extrato 1417 V apresentou atividade antimicrobiana para todos as
bactérias do género Staphylococcus avaliadas. Todos 0s extratos inibiram o
crescimento de S epidermidis (ATCC 12228).

O extrato 1613 V teve efeito contra Salmonella enterica (ATCC 13096).
Nenhum extrato apresentou efeito sob a E coli (ATCC 25922).

Os resultados para a acao antimicrobiana dos extratos sob as cepas
avaliadas sugerem que acidos fendlicos podem estar envolvidos na inibicdo do
crescimento bacteriano.

Para a avaliagdo antimicrobiana e teste do antibiograma, os extratos
preparados com frutos verdes apresentaram melhores resultados.

Desta forma, € possivel sugerir que o0s extratos de pimenta
(principalmente os de estadio de maturagdo verde) dos acessos avaliados
possuem promissora acado conservante, pois, possuem atividade antioxidante e

antimicrobiana e podem atuar como conservantes naturais em alimentos.
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