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RESUMO 

 

 

 

ARANTES, M.B S. M.SC., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 

Ribeiro. Março de 2017. Capsicum baccatum var. pendulum: Ação antioxidante e 

atividade antimicrobiana x estádio de maturação. Orientadora: Prof. Drª. Daniela 

Barros de Oliveira. 

Os alimentos de maneira geral estão expostos a reações oxidativas que 

proporcionam a perda das características sensoriais como seu aroma, sabor e 

textura. Devido a este fator, a indústria de alimentos faz uso de conservantes 

sintéticos. No entanto, alguns estudos apontam para a ação cancerígena de 

muitos desses aditivos sintéticos utilizados para aumentar o tempo de prateleira 

dos produtos. Nesse sentido, é de interesse do setor de alimentos a busca por 

moléculas provenientes do metabolismo secundário dos vegetais, possuam 

características de conservantes, ou seja, atuem como antioxidantes e 

antimicrobiano.O objetivo deste trabalho foi avaliar as principais substâncias com 

ação de  antioxidante e antimicrobiana de extratos de pimentas dos acessos 

UENF 1613 E UENF 1417  no estádio 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 estádios de maturação quanto 

ao teor de fenóis totais, ação antioxidante, vitamina C e flavonóides totais. O perfil 

químico dos extratos foi avaliado por CLAE com gradiente de eluição (água 

ultrapura acidificada e acetonitrila). A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo 

método de difusão em ágar e o teste de antimicrobiano foi realizado utilizando-se 

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



xiv 

V apresentaram os maiores teores de fenóis 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 ácido ascórbico, 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 µM sulfato ferroso /g de extrato 

e 31,38 µM 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 concentração mais alta a 1000 µg/mL. 

A relação entre o teor de fenóis totais e atividade antioxidante foi positiva. O 

extrato 1417 M apresentou o maior teor de flavonóides totais (10,44 mg de rutina/ 

g de extrato).O perfil químico por CLAE indicou a presença de ácidos fenólicos 

em todos os extratos avaliados, o que foi comparado pela injeção de padrões 

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 ação 

antimicrobiana frente a Salmonella enteridis (ATCC 13096). Os extratos não 

tiveram efeito sob a E coli (ATCC 25922). Os testes de antibiograma, indicaram 

que houve  sinergismo entre o extrato/disco de antibiótico entre  todos os extratos 

que apresentaram efeito, exceto para a cepa S aureus 33591. O fator estádio de 

maturação dos frutos do extrato apresentou diferença para a avaliação das 

substâncias fenólicas, flavonóides, ácido ascórbico, atividade antioxidante e 

antimicrobiana. Os resultados indicam que extratos de pimenta são promissores 

para o uso como conservante natural em substituição 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. Drª. 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 μM ferrous sulphate / g extract and 31.38 μM 

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 μg / 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. INTRODUÇÃO 

 

 

 

             Os alimentos de maneira geral estão expostos a inúmeras reações, como 

as reações de oxidações lipídicas por ação do oxigênio e radicais livres que 

proporcionam a perda das características sensoriais como seu aroma, sabor e 

textura (Araújo, 2008). 

               Desta forma, a indústria de alimentos na tentativa de aumentar o tempo 

de prateleira de seus produtos utiliza substâncias sintéticas, tais como os 

antioxidantes BHA (butil-hidroxi-anisol), BHT (butil-hidroxitolueno),PG (propil 

galato) e TBHQ (terc-butil-hidroquinona) que são bastante utilizados devido a sua 

ação inibitória nas reações de peroxidação lipídica (Araújo, 2008; Angelo et al, 

2007; Soares, 2002 ). 

              No entanto, diversos autores vêm relatado efeitos deletérios no 

organismo humano devido ao consumo destes antioxidantes sintéticos (Castelo-

Branco e Torres, 2011). Desta maneira, o cenário atual da indústria de alimentos 

busca a investigação para obtenção de antioxidantes oriundos de recursos 

naturais. 

               Muitas pesquisas relatam que os vegetais são as principais fontes de 

obtenção de antioxidantes naturais, em que, a partir de processos de extração 

com solventes específicos é possível 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). 
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           Neste sentido, se faz necessária a pesquisa em torno de matrizes vegetais 

que possam atuar como agentes antioxidantes em substituição aos antioxidantes 

sintéticos utilizados pela indústria alimentícia. Também é importante ressaltar que 

muitas espécies vegetais, além de atuarem como antioxidantes possuem ação 

antimicrobiana, o que possibilita a sua utilização na industria de alimentos como 

conservantes naturais. 

              A busca por agentes antimicrobianos que substituam a utilização de 

conservantes que atuam como inibidores de crescimento microbiano para a 

preservação de alimentos é de grande interesse da indústria 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). Há alguns relatos 

na literatura da relação entre as substâncias de origem vegetal com potencial 

antioxidante e antimicrobiano (Ahn et al, 2007; Taguri et al, 2006). 

                 Neste contexto, espécies vegetais utilizadas como condimentos vêm se 

destacando, dentre elas o gênero Capsicum é de grande interesse entre os 

pesquisadores. Capsicum baccatum var. pendulum é amplamente consumida 

pela população brasileira. Dentro dessa espécie está incluída a pimenta 

popularmente conhecida como Chapéu de frade ou Cambuci, que foi objeto 

estudo desta dissertação (Carvalho e Biachetti, 2004). 

                 As pimentas do gênero Capsicum vêm sendo utilizadas popularmente 

para fins condimentares, pois, proporcionam aos alimentos aroma e paladar 

agradável. Assim, é interessante a investigação de princípios 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 substâncias 

bioativas presentes em extratos de 2 acessos de pimentas originadas do banco 

de germoplasma da UENF em dois estádios de maturação (maduro e imaturo) e 

avaliar o potencial antimicrobiano de seus extratos sob cepas de alguns 

microrganismos encontrados em alimentos e que são relacionados a má 

higienização dos manipuladores. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar os teores de algumas substâncias bioativas responsáveis pela atividade 

antioxidante e a atividade antimicrobiana de 2 acessos  de pimentas (UENF 1417 

e UENF 1613) em 2 estádios de maturação (verde e maduro) de Capsicum 

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

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar o teor de fenóis totais pelos métodos de Folin Ciocalteau e Fast 

Blue BB; 

 Avaliar a atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e FRAP; 

 Avaliar o teor de flavonóides totais  

 Avaliar o teor de ácido ascórbico. 

 Verificar o perfil químico dos extratos por CLAE. 

 Avaliar a atividade antimicrobiana. 

 Avaliar o sinergismo extrato-antibióticos comerciais pelo método do 

antibiograma. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

 

3.1 Metabolismo primário X metabolismo secundário vegetal 

 

              O organismo vegetal apresenta rotas de síntese de celulose, lignina, 

proteínas, lipídeos, açúcares e outras substâncias importantes para a realização 

das funções vitais das plantas. Essas rotas são denominadas de metabolismo 

primário vegetal. O metabolismo primário vegetal irá sintetizar estruturas, como 

parede celular (açúcares), membranas (lipídeos e proteínas) e material genético 

(proteínas) (Champe et al, 2009). 

               O metabolismo primário vegetal, está diretamente relacionado as vias de 

substâncias sintetizadas pelo metabolismo secundário vegetal (Figura 1). Um 

exemplo é a via de síntese de flavonoides que é originada a partir da via do ácido 

chiquímico e acetato via ácido mevalônico oriundas da biossíntese dos 

carboidratos (Champe et al, 2009). 
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Figura 1: Relação entre metabolismo primário e secundário. Adaptado de Taiz e Lindoln, 2009. 

 

              Os vegetais produzem substâncias, originadas no metabolismo 

secundário, que são específicos de cada espécie e são produzidos em baixas 

concentrações pelas plantas. No entanto, essas moléculas são importantes para 

os vegetais devido a sua participação na atração de polinizadores, respostas 

químicas a estresse ambiental, defesas químicas contra microrganismos, insetos, 

outros predadores (Croteau et al., 2000). Os metabólitos secundários, geralmente, 

não possuem participação direta nos processos fotossintéticos, de translocação 

de solutos, síntese de proteínas, assimilação de nutrientes, síntese de 

carboidratos e lipídeos (Taiz e Lincoln, 2009). 

              O metabolismo secundário vegetal é composto de substâncias que 

possuem estrutura complexa, presente em baixas concentrações e possuem 

muitas atividades biológicas relatadas como a ação anti-inflamatória, 

anticarcenogênica e antioxidante. Em relação aos metabólitos primários, 

apresentam-se em baixas concentrações e podem ou não estarem presentes nas 

plantas, isso depende do ambiente onde estão inseridas (Berg e Lubert, 

2008).Com base na origem metabólica, as substâncias  oriundas de plantas 

podem ser divididos em três grupos majoritários, denominados terpenos, 

alcalóides e compostos fenólicos (Croteau et al, 2000). 
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           O presente trabalho foi concentrado no estudo das  substâncias fenólicas, 

que são muito estudadas devido a suas atividades biológicas antioxidante, 

antifúngica, anticarcinogênica. 

         Os compostos fenólicos são biossintetizados por duas rotas principais: A 

rota do ácido chiquímico e a rota do ácido mevalônico.A rota do ácido  chiquímico 

funciona convertendo precursores de carboidratos (presentes na glicólise e via 

das pentoses) em aminoácidos aromáticos. Essa rota está presente em plantas, 

fungos, bactérias. A rota do ácido mevalônico é menos significativa para as 

plantas, sendo mais importante para fungos e bactérias (Taiz e Lincoln, 2009). 

            Os precursores das substâncias produzidas no metabolismo são 

provenientes de rotas primárias do metabolismo vegetal, conforme apresentado 

na figura 1 (Taiz e Lincoln, 2009).          

            Os compostos fenólicos apresentam estruturalmente anel aromático 

substituído por grupamento hidroxila. (Angelo, 2007). A classe de moléculas 

fenólicas pode ser agrupada em flavonoides (flavonas, isoflavonas e antocianinas) 

e  substâncias não-flavonóides (ácidos fenólicos, taninos, cumarinas e tocofenóis) 

são descritos (Angelo et al, 2007; Soares, 2002 ). 

            Algumas propriedades tais como ação antioxidante e antimicrobiana são 

relatadas para o grupo dos compostos fenólicos, com destaque para a classe dos 

flavonóides e taninos (Zimmer et al, 2012; Kappel et al, 2008). 

             Em geral quando há ocorrência de atividade antioxidante, as moléculas 

possuem a capacidade de reagir (através da doação do hidrogênio ao elétron do 

radical livre e formar estruturas estáveis) por esse motivo são incluídos 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 Substâncias antioxidantes 

 

           Os radicais livres são substâncias que apresentam um par de elétron 

desemparelhado e possuem alta instabilidade. Eles são formados por ação direta 

de fontes de energia externa, como luz, calor e radiação. Essa energia externa, 

ao atingir o átomo, faz com que um elétron seja removido de seu orbital. Os 

radicais livres são denominados espécies reativas de oxigênio (EROs) ou 
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espécies reativas de nitrogênio (ERNs), pois, possuem elétron desemparelhado e 

centrado nos átomos de oxigênio ou nitrogênio (Araújo, 2008). 

           Os radicais livres são promotores das reações de oxidações que 

promovem envelhecimento celular, além de ocasionarem danos ao DNA 

promovendo  processos de mutagênese e carcinogênese. As espécies reativas de 

nitrogênio (ERNs) e de oxigênio (EROs) possuem alta reatividade com moléculas 

de lipídios, proteínas, DNA, vitaminas, carboidratos e outras biomoléculas 

essenciais para o funcionamento dos organismos (Shami e Moreira, 2004). 

            Uma reação frequentemente observada em alimentos quando há 

presença de radicais livres do meio é a peroxidação oxidativa, que consiste nas 

reações químicas envolvendo ácidos graxos insaturados e o grupo de oxigênio 

reativo. 

              As reações de peroxidação lipídica são divididas didaticamente em 3 

fases: fase inicial, fase de propagação e fase terminal. O radical livre é gerado no 

meio devido a retirada de um átomo de hidrogênio da molécula de ácido graxo 

insaturado. Posteriormente, o radical gerado no meio reage com oxigênio e forma 

o radical peroxil que atua em reações autocatalíticas que promovem reações com 

outras moléculas de ácidos graxos presentes no meio em questão (Soares, 2002). 

            As  reações  de  peroxidação oxidativa oferecem produtos como aldeídos, 

cetonas, alcoóis e hidrocarbonetos que promovem alteração de propriedades 

organolépticas dos alimentos como cor, aroma e sabor. No entanto, o uso de 

antioxidantes evita as reações de peroxidação, que ocorre devido à presença de 

um elétron livre, que promove reações oxidativas. Porém, na presença de um 

antioxidante, a reação é inibida (Figura 2) e o alimento não sofre alterações 

(Bernardes et al, 2014; Araújo, 2008). 

 

 

 

         As proteínas também são afetadas devido a ação de radicais livres 

formados no meio. Ocorrendo processos como fragmentação, modificação, 
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agregação e ativação ou inativação de enzimas pela reação das proteínas com os 

radicais. O DNA também é afetado devido a presença de radicais livres no meio, 

ocorre alterações cromossômicas como mutação, deleção, inversão, translocação 

que comprometem as moléculas de DNA quanto ao funcionamento (Soares, 

2002).  

           Desta forma, as substâncias sintetizadas no metabolismo secundário 

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) (Araújo, 2008; Toledo 

et al, 1985). 

 

3.3 Substâncias antioxidantes 

 
             O retardo da peroxidação oxidativa pela ação de radicais livres foi 

relatado pela primeira vez em 1797 por Berthollet e em 1817 por Duclaux nesta 

ocasião houve a explicação da ação do oxigênio atmosférico como um dos 

maiores promotores de reações de oxidação de ácidos graxos insaturados. 

Wright, em 1852, observou que índios americanos do Vale de Ohio preservavam 

gordura de urso usando casca de omeiro (Ulmus L). Essa forma de conservação 

foi patenteada como antioxidante 30 anos mais tarde (Ramalho et al, 2006)  

               As reações promovidas por radicais livres podem ser evitados ou 

amenizadas com o uso de substâncias antioxidantes, que impedem a formação 

de espécies reativas (radicais livres) e assim proporcionam a integridade das 

substâncias presentes no meio por mais tempo (Soares, 2002).  

                Em relação ao organismo humano, à ingestão de alimentos com 

potencial antioxidante auxiliam na prevenção a oxidação proveniente dos 

processos biológicos oriundos de fatores enxógenos ao organismo como a 
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poluição ambiental e gases de escapamentos de veículos; raios X e radiação 

ultravioleta do sol; fumo e fumaça de cigarro e o álcool; resíduos de defensivos 

agrícolas; substâncias tóxicas presentes em alimentos e bebidas (aditivos 

químicos, hormônios, aflatoxinas) stress e alto consumo de gorduras saturadas 

por exemplo (Degáspari et al , 2004).  

                Já fatores endógenos de formação dos radicais livres no organismo 

humano como envelhecimento celular, câncer e doenças degenerativas podem 

ser reduzidos com o consumo e dieta diária de alimentos com potencial 

antioxidante (Degáspari et. al, 2004).  

             Em relação aos alimentos, os antioxidantes promovem um aumento do 

tempo de prateleira. Visto que, moléculas de ácidos graxos, vitaminas, proteínas e 

carboidratos não serão degradados tão facilmente (Broinizi et al, 2007).  

              A indústria alimentícia desde os anos 1980 vêm aplicando em seus 

produtos substâncias antioxidantes sintéticas como os seguintes polifenóis: BHA 

(butil-hidroxi-anisol), BHT (butil-hidroxitolueno),PG (propil galato) e TBHQ (terc-

butil-hidroquinona) que são os mais utilizados na indústria de alimentos ( figura 4).  

             No entanto, segundo Broinizi e colaboradores em 2007, alguns estudos 

relatam que antioxidantes sintéticos utilizados na indústria podem estar ligados a 

efeitos como deletérios ao organismo quando consumidos regularmente. 

 

Figura 4: Principais antioxidantes sintéticos utilizados na indústria 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 são as principais 

fontes de compostos antioxidantes. Dentre as substâncias químicas presentes 

nos vegetais são relatados na literatura o ácido ascórbico (vitamina C), 

carotenoides, tocofenóis (vitamina E) que são pertencentes ao grupo de 

compostos fenólicos, entre outras.  

                 Os compostos fenólicos provenientes de fontes vegetais possuem bom 

potencial antioxidante, pois, eles atuam na neutralização ou sequestro de radicais 

livres e na quelação de metais, agindo na etapa de iniciação e na etapa de 

propagação da peroxidação lipídica. Esses compostos apresentam grupo 

aromático benzênico que devido à ressonância do anel são estabilizados 

(Degáspari et al, 2004; Soares 2002). 

               Os compostos fenólicos são divididos entre não flavonóides (ácidos 

fenólicos em geral) e flavonoides, sendo este último dividido em 6 classes (figura 

5) que são: flavonóis, flavonas, flavanóis, antocianidina, flavanonas e isoflavonas 

(Ribani, 2006). 
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Figura 5: Principais classes de flavonóides 

 

            Algumas dificuldades são observadas em relação a utilização dos extratos 

vegetais, como a própria obtenção 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 extração de 1 g da substância com atividade relatada como 

antitumoral (Ding et al, 2008; Oku & Ishiguro 2001).  

                A instabilidade em alguns extratos também pode ser questionada em 

relação a sua utilização, pois, o ambiente em que o vegetal se encontra é fator 

determinante na obtenção do teor do isolado químico ativo. O ambiente de cultivo 

ou local derealizaçãodo extrativismo do vegetal é de grande importância para a 

produção de metabólitos secundários, pois em determinados ambientes e 

períodos do ano pode ocorrer a queda ou ausência da molécula bioativa de 

interesse (Neves et al, 2006).  

                   Entre as metodologias utilizadas para a avaliação in vitro de 

antioxidantes há destaque para o método fotocolorimétrico do radical sintético 

estável DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), em que atividade sequestradora de 

radicais livres do meio é expressa pela relação da absorção do radical DPPH, 

baseado na solução de DPPH (controle negativo) e uma solução de um padrão de 

substância aromática, BHT (2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol) que é o controle 

positivo da análise. Após a reação é realizado o cálculo do sequestro de radicais 

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

 

3.4 Grau de maturação dos frutos X Compostos antioxidantes 

 

                 Condições diferenciadas no ambiente, cultivo e manejo e as inerentes 

ao material vegetal podem alterar a composição e os teores de substâncias 

bioativas. Vários autores relatam que de acordo com a espécie, genótipo e grau 

de maturação das pimentas essas podem sofrer variações quanto ao perfil 

químico dos extratos (Ogiso et al, 2008; Davis et al, 2007).  

               Segundo Carvalho e colaboradores em 2014, o grau de maturação 

influenciou no teor de moléculas bioativas dos genótipos de pimenteiras do 

gênero Capsicum avaliadas, pois, os frutos imaturos continham maiores teores de 

ácido ascórbico e compostos fenólicos, 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 os 

frutos no estádio de maturação verde, ao contrário dos frutos totalmente maduros.  

                  No entanto, segundo Howard et al. (2000), ao avaliar estruturas 

fenólicas em pimentas C. annuum, C. frutescens e C. chinense, por Folin-

Ciocalteu e Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), foi observado que os 

teores de compostos bioativos aumentaram com a maturação, 

independentemente do método de determinação aplicado.  

                   Em estudos realizados por Conforti et al (2007) comparando 3 

estádios de maturação ( fruto vermelho, fruto verde grande e fruto verde pequeno) 

da espécie C. annuum L. var. acuminatum preparados  a partir de extração 

metanólica.Os autores obtiveram como resultado para análises realizadas 

utilizando a metodologia de Folin-Ciocalteu (que avalia o teor total de compostos 

fenólicos) os seguintes resultados: Para estágio de maturação de frutos verdes 

pequenos o teor de fenóis 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 fenóis totais.  

                Conforti et al. (2007) avaliou ainda a atividade antioxidante dos frutos de 

extratos metanólicos da espécie C. annuum L. var. acuminatum nesses 3 estádios 

de maturação. A avaliação 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. 

              Investigações a respeito do potencial antioxidante dos frutos de C. 

baccatum são interessantes devido ao grande consumo desta hortaliça que é a 

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

 

3.5  Classificação Botânica Capsicum baccatum var pendulum 

 
                 A espécie Capsicum baccatum pertence a família das Solanaceae e 

gênero Capsicum são nativas das regiões tropicais e temperadas da América., e 

possui como centro de origem a Bolívia (Castro et al, 2011).  

                A família Solanaceae representa uma fonte básica da alimentação 

humana. No Brasil, a família possui ocorrência de 34 gêneros e 449 espécies 

(Stehmann et al, 2010). Pertencem a essa família botânica o tomate (S. 
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lycopersicum L.), batata (Solanum tuberosum L.) e o tabaco (Nicotiana tabacum 

L.) que são culturas de grande importância econômica.  

               Atualmente são descritos cerca de 35 espécies de pimentas dentro do 

gênero Capsicum,  5 delas são domesticadas e amplamente exploradas pela 

agricultura C. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum e C. pubescens 

as demais pimentas são silvestres (Carrizo et al, 2013).  

                 A espécie Capsicum baccatum compreende duas variedades 

botânicas: 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 moça (nomes populares) as mais consumidas no 

Brasil (Embrapa Hortaliças, 2015; Carvalho e Biachetti, 2004).  

                 Em relação a botânica sistemática, 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 são amareladas 

(Figura 6 ). As flores são hermafroditas e autógamas, ou seja, antes da antese há 

a autofecundação. Os frutos são do tipo baga e quando maduros são desde 

alaranjados até avermelhados, quando imaturos são verdes. Quanto ao formato 

os frutos podem ser alongados, arredondados e campanulados. (Embrapa 

Hortaliças, 2015). 

 

 

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

 
             Os vegetais do gênero Capsicum possuem moléculas com bioatividade 

como os capsaicinoides (responsável pela pungência das pimentas) e 

substâncias antioxidantes como a vitamina E, vitamina C e carotenoides 

(Carvalho e Biachetti, 2004).  

              As pimentas do gênero Capsicum tem em geral alta biossíntese de 

oleorresinas e de capsaicinoides. Os capsaicinoides são naturalmente produzidos 

nas células epidérmicas da placenta dos frutos, proporcionam nas bagas das 

pimentas a pungência, característica que possibilita o amplo uso para as 

finalidades humanas, entre as quais está o uso condimentar, o repelente e como 

medicinal (Carvalho e Biachetti, 2004).  

                  As pimentas do gênero Capsicum, possuem uso popular medicinal 

relatado em todo país. Diversas pimentas vêm sendo utilizadas popularmente 

para combater micoses de pele, alívio de cólicas menstruais, uso no tratamento 

de feridas e furúnculos, 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 

fenóis 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 fenóis totais foi 

para placenta imatura e semente madura quando comparado com as outras 

partes. O mesmo autor em experimento para avaliação 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 fenóis 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 concentração de fenóis oriundas dos extratos testados. Foi observado que os 

frutos de C. baccatum apresentaram maiores teores de flavonoides e compostos 

fenólicos do que as sementes.  

                   As atividades antioxidantes e anti-inflamatórias vêm sendo relatadas 

por diversos autores (Hervert-Hernandez et al, 2010; Costa et al, 2009). Tais 
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propriedades estão intimamente ligadas aos altos teores de capsaicinoides e 

compostos fenólicos presentes nos frutos de pimentas do gênero Capsicum. 

                 Um dos compostos fenólicos mais investigados na literatura é 

pertencente a classe dos flavonóides (figura 7). Os flavonoides constituem uma 

importante classe de polifenóis, presentes nos vegetais, sua biossíntese ocorre 

nas vias do metabolismo secundário dos vegetais. São substâncias que tem um 

ou mais núcleos aromáticos contendo substituintes hidroxilados ou seus 

derivados funcionais (Harborne, 1994). 

 

           Entre os compostos não-flavonoides, os mais avaliados são pertencentes a 

classe dos taninos, que são divididos em taninos hidrolisáveis e taninos 

condensados. Os taninos hidrolisáveis são ésteres de ácidos gálico (figura 8) 

elágico glicosilado, formado a partir do chiquimato. O ácido gálico que é um 

monômero de tanino hidrolisável. Os taninos condensados são formados pela 

polimerização de alguns flavonoides (Taiz e Lincoln, 2009; Angelo e Jorge, 2007). 

Os taninos possuem em geral atividade contra a herbivoria e também já são 

relatadas atividades antioxidante, antimicrobiana e antifúngica (Monteiro et al, 

2005). 

 

Figura 8: Ácido gálico 
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               Alguns ácidos fenólicos foram identificados e quantificados nos acessos 

1613 e 1417 no estádio maduro. Entre eles se destacam o ácido clorogênico, 

ácido cafeico (Assis, 2014). No entanto, é a primeira vez que esses acessos são 

avaliados no estádio imaturo de maturação dos frutos. 

                Os capsaicinoides são os responsáveis pela pungência e são 

observados na placenta dos frutos de pimenta. Quimicamente falando são amidas 

de vanilamina (4-hidróxi-3-metóxi-benzilamina) e ácidos saturados ou insaturados. 

Sendo a capsaicina {N-[(4- hidróxi-3-metóxi-fenil)metil]-8metilnon-6-enamida} 

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

 

Figura 9: Molécula de capsaicina 

            O amadurecimento dos frutos está diretamente ligado ao teor de 

pungência, quanto mais maduro o fruto maiores teores de capsaicina. A 

capsaicina possui atividade antioxidante e antinflamatória descritas na literatura. 

(Tewksbury e Nabhan, 2001).  

            Outros compostos com atividade antioxidante natural como ácido 

ascórbico (vitamina C), precursores da vitamina A (carotenoides) e vitamina E 

(tocoferol) (Figura 10) também são encontrados em pimentas do gênero 

Capsicum (Surh et al, 2002).  

            Dentre a gama de compostos extraídos dos frutos e sementes de pimenta 

do gênero Capsicum, pode-se dizer que os capsaicina (figura 9) constitui um dos 

principais compostos da classe dos capisaicinoides. Os compostos majoritários 

em pimentas desta espécie são os carotenóides, das vitaminas (A, E e C), 

compostos fenólicos, que apesar de minoritários possuem grande importância 

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

 

3.7  Atividade antimicrobiana de extratos vegetais 

 
               A resistência microbiana é atualmente um grande problema na cadeia 

de produção de alimentos e na área de saúde visto que, ela limita a utilização de 

produtos como conservantes sintéticos, no caso da indústria de alimentos,  

agroquímicos (para o cultivo de alimentos em geral) e de antifúngicos e 

antibióticos, no caso da indústria farmacêutica. Desta maneira, extratos e isolados 

vegetais surgem como nova possibilidade para ação antimicrobiana (Lima et al, 

2006).  
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                A investigação do potencial antimicrobiano de alguns extratos vegetais 

é mencionada por pesquisadores (Carvalho et al, 2010; Wiest et al, 2009) que 

utilizam esses extratos para a inibição do desenvolvimento de colônias de fungos 

e bactérias fitopatológicas e de interesse na medicina.  

                 Pereira 2015, ao investigar peptídeos antimicrobianos em extratos 

etanólicos de C. annuum L. inibiram o crescimento dos fungos fitopatogênicos 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 eficácia antibacteriana (Carvalho et al, 2010).  

                  Nos experimentos de Santos, 2010  não foi observada a inibição de E. 

coli por parte do extrato de C. annuum L, no entanto, para o fungo Candida 

albicans houve inibição significativa do seu crescimento microbiano. Em extratos 

da espécie Capsicum frutescens, foi observada inibição de Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli e Salmonella Typhimurium (Barbosa, 2012).  

              O uso de extratos vegetais com potencial de ação antimicrobiana é 

interessante, pois, há relatos de frequentes quebras de resistência e alguns 

efeitos colaterais que os produtos sintéticos ocasionam  (Ravishankar et al, 2012). 

Desta forma, alguns estudos vêm sendo realizados principalmente com a bactéria 

do gênero Staphylococcus que ocasiona infecções hospitalares e intoxificações 

alimentares (Carlos et al, 2010; Carvalho et al, 2010).  

                Com a finalidade de preservar os alimentos dos microrganismos que 

causam as intoxificações alimentares, Carvalho et al (2006) demonstraram que 

bactérias toxinfectivas alimentares podem sofrer inibição pela presença de 

extratos vegetais de condimentos que atuam como conservantes em alimentos.  

                O uso de conservantes tem a função de atuar como proteção aos 

alimentos em razão da proliferação de microrganismos. No entanto, o mercado 

busca a substituição destes conservantes sintéticos devido às exigências dos 

consumidores. Além disso, estudos demonstraram que produtos sintéticos 

utilizados para inibir ou eliminar o desenvolvimento de micro-organismos, são 

limitados devido a resistência adquirida pelos microrganismos. Neste sentido, 

extratos vegetais vêm sendo amplamente trabalhados em ensaios que 

investiguem o seu potencial antimicrobiano. (Cruz-Galvez et al, 2013). 



20 
 

 

3.8  Contaminação microbiana nos alimentos 

 

                De maneira geral os alimentos estão expostos a todo tipo de 

contaminação microbiana. A contaminação pode ser oriunda do próprio ambiente 

onde o alimento é preparado ou obtido (caso de alimentos 

agrícolas),manipuladores, embalagens contaminadas devido a forma inadequada 

de realizar  métodos de conservação (Fu et al, 2016; Forsythe, 2013). 

            Atualmente, a contaminação microbiana é dividida em várias categorias 

sendo as mais importantes classificadas em contaminação patogênica e não 

patogênica (deterioração). Microorganismos patogênicos tem relação com 

grandes surtos e geralmente acometem grandes lotes do alimento 

comercializado. As bactérias mais comuns em grandes surtos são: 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 frequência na pele e na cavidade nasal de 

pessoas saudáveis e na cadeia produtiva de matrizes alimentícias, está ligada a 

má manipulação dos produtos. A bactéria é capaz de resistir à situação ambiental 

de desidratação e congelamento. Atualmente, S. aureus tem mostrado resistência 

a maioria dos antibióticos comerciais desta forma, surge a necessidade de busca 

por novas substâncias inibidoras do crescimento bacteriano (Santos, 2007). 

                Na literatura é possível encontrar relatos dos problemas causados pela 

contaminação de bactérias patogênicas em alimentos. Autores como Solano et al 

(2013) relatam que a bactéria Staphylococcus aureus foi responsável  pela 

hospitalização de crianças em um clube de Barcelona  e que o alimento servido 

no local era a fonte da intoxicação alimentar. No Brasil em Pelotas, pesquisadores 

isolaram Listeria monocytogenes de lingüiça frescal, onde o trabalho revelou que 

a contaminação ocorreu no durante o processamento do produto final, visto que, o 

microorganismo em questão não foi encontrado na matéria prima e sim no 

ambiente e manipulação durante o processo (Laer et al, 2009). 

               A deterioração dos alimentos pode ocorrer devido a reações de 

escurecimento enzimático, lesões provenientes do transporte, desenvolvimento 

de fungos e ação de pragas no pós colheita. No entanto, a ação de bactérias na 

deterioração de alimentos é um dos maiores fatores na redução do tempo de 
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prateleira dos produtos, sendo as bactérias do gênero Pseudomonas spp a mais 

observada durante o processo (Fu et al, 2016; Lou et al, 2014). 

              É possível observar que os alimentos em pleno processo de deterioração 

podem apresentar perda de cor, formação de limo e ranço, cheirar ácido à medida 

que se desenvolvem em outra fase de fermentação (caso de produtos lácteos), 

formação 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 deterioração a indústria de alimentos 

utiliza conservantes que possuam ação de inibir o crescimento microbiano. Desta 

forma, a busca por produtos naturais que possuam ação semelhante aos 

sintéticos é de grande interesse. 

                Os aditivos utilizados pela indústria de alimentos para aumentar o 

tempo de prateleira de seus produtos tem sido questionado pelos consumidores 

(Polônio et al, 2009). Do ponto de vista da lei, um aditivo é inserido a um alimento 

para proporcionar alterações nas características físicas, químicas, biológicas ou 

sensoriais durante todo processo produtivo e enquanto o alimento estiver exposto 

para comercialização (Brasil, 2007). 

                Ocorre que muitas substâncias utilizadas como conservantes são 

relatadas como cancerígenas. O que pode ter despertado o interesse para 

investigações promissoras a respeito de extratos de plantas que possam atuar 

reduzindo a ação de microorganismos e reações possam degradar os alimentos 

(Broinizi et al, 2007). 

                   Desta forma, a população consumidora se torna mais atraída por um 

alimento produzido com inserção de conservantes naturais o que agrega valor 

comercial ao produto e bem estar aos consumidores (Pereira et al, 2006). 

                   Vários trabalhos têm sido publicados com finalidade de divulgar o 

potencial conservante de vários 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). É importante 

destacar que pimentas do gênero 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). 
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                   Desta maneira, estudo com a finalidade de confirmar a potencialidade 

da utilização de extratos vegetais como condimentos encontram espaço no 

campo científico, e faz com que pesquisas relacionadas a investigação de 

matrizes vegetais sejam de grande importância. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 
 
 

 

 

 

 

 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

 

                Os Genótipos UENF-1417 e UENF-1613 (Figura 11) foram obtidos do 

banco de germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense, sob 

supervisão da professora Dra. Rosana Rodrigues. A adubação e os demais tratos 

culturais foram realizados conforme as recomendações para a cultura (Filgueira, 

2008). O material vegetal foi depositado no herbário da universidade sob o 

número de tombo HUENF 9607.  

               A semeadura foi realizada  em fevereiro de 2015. Os frutos verdes foram 

colhidos aproximadamente aos 100 dias após a semeadura  (abril de 2015) e o 

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

maturação dos frutos (maduro e imaturo). 

 

4.1 Preparo dos extratos 

 
            O método de extração utilizado foi adaptado da metodologia de Zimmer et 

al (2012), com extração de oleorresinas. A oleorresina é um extrato obtido com 

solvente orgânico que apresenta substâncias responsáveis pela pungência e por 

conter substâncias que podem atuar como antioxidantes.  

           Os extratos foram produzidos em setembro de 2015 e as análises realizadas 

entre março e abril de 2016 para Folin Ciocalteau, Fast Blue BB, Vitamina C, 

DPPH, FRAP e flavonóides totais. O perfil químico por CLAE foi avaliado em 

março de 2016 e dezembro de 2016. A avaliação antimicrobiana foi realizada 

entre março- 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 

água corrente. Em seguida, pesados e após levados à estufa de circulação de ar 

a 40 ºC e retirados da mesma quando atingirem uma massa constante.  

            O solvente utilizado na preparação do extrato foi o etanol. Os frutos após a 

secagem, foram triturados e submetidos a extração 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 extração. 

              Os extratos foram evaporados por rota evaporador a 79°C  e então  

foram obtidos extratos com os respectivos rendimentos: 21% (1417 verde), 31% 

(1613 verde), 17,96% (1417 maduro) e 14,64% (1613 maduro). 

              

 

4.2 Análises de teor de fenóis totais 

4.2.1 Análise de dosagem de fenóis totais por Folin Ciocalteau 

 
                Os extratos foram preparados na concentração de 1,0 mg/mL em 

metanol. Foram retirados 30 μL dessas amostras e transferidas para placa de 96 

poços. Em seguida foram adicionados 50 μL do reagente de Folin- Ciocalteau (1 

N) e acrescentados 100 μL de carbonato de sódio (Na2CO3) 7,5% após 10 min. A 

leitura da absorbância foi realizada a 760 nm após 2 h de incubação à 

temperatura ambiente (AOAC, 

              A curva padrão foi construída com ácido gálico, em concentrações que 

variavam de 5,0 a 500 μg/mL (Equação 1). O experimento foi realizado em 

triplicata. Através de uma curva de calibração de ácido gálico foi possível   

correlacionar a intensidade da cor à concentração de fenóis presentes na 

amostra, sendo o resultado expresso em equivalente de ácido gálico (GAE) 

(Zimmer, et al; 2012). 

 

Y= 0,0037x + 0,0918 R2= 0,986 Equação 1 

 

4.2.2 Análise de dosagem de fenóis totais por Fast Blue BB 

 
            O método para dosagens de fenóis totais de Fast Blue BB se baseia na 

interação direta entre polifenóis com o sal de diazônio Fast Blue BB, resultando 

em uma substituição eletrofílica aromática e, em relação ao método de Folin-

Ciocalteu tem a vantagem da ausência de interferências com ácido ascórbico e 

outros compostos redutores (Lester et al, 2012).  

           Para aplicação da metodologia foi utilizado 4 mL de solução padrão 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 



26 
 

mL de NaOH a 5% (p:v). Após a amostra com os reagentes permaneceu em 

repouso em temperatura ambiente durante 1 hora e trinta minutos, sendo 

novamente agitado, um minuto antes de medir a absorbância a 420 nm em 

espectrofotômetro UV/Vis e anteriormente foi  realizada a leitura de um branco. O 

padrão utilizado para a confecção da curva padrão foi o ácido gálico nas 

concentrações de 0 a 250 mg.L-1 (Equação 2). Os resultados foram expressos 

em mg de ácido gálico para cada 100 g de amostra. 

 

Y=0,0022x – 0,035 R2= 0,989 Equação 2 

 

4.5 Quantificação de ácido ascórbico 

 
            Os teores de ácido L-ascórbico foram determinados por meio de titulação 

com 2,6 dicloroindofenol e utilizando o ácido oxálico a 1%. Este método é 

baseado  na redução do 2,6-dicloroindofenol (2,6D), de cor roxa, pelo ácido L-

ascórbico em meio ácido, tornando-se incolor. O ponto final de titulação foi 

verificado quando todo o ácido ascórbico presente for oxidado e a solução 2,6 D, 

não reduzida, confere coloração rosada à solução.  

            O mesmo procedimento foi repetido para o ensaio em branco, substituindo 

a solução padrão de vitamina C, por água destilada. O valor médio das titulações 

com solução padrão, subtraído do branco foi o título da solução 2,6 D. O resultado 

foi expresso em mg/100g de amostra para a fruta in natura (Nogueira et al, 2002). 

Foram realizadas análises de vitamina C para o fruto fresco e extrato de ácido 

ascórbico. 

4.3 Análises da atividade antioxidante 

4.3.1 Atividade antioxidante pelo método Método DPPH 

 

            Os extratos dos genótipos UENF-1417 e UENF-1613 foram avaliados 

quanto a atividade antioxidante pelo método do DPPH, radical livre estável 2,2-

difenil-1-picril-hidrazil , constitui um método fotocolorimétrico. 

             Neste método foi avaliada a capacidade dos extratos em seqüestrar 

radicais livres em relação ao radical estável 2,2- difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). As 

substâncias antioxidantes presentes nas amostras reagem com o DPPH, que é 

um radical estável, são convertidas em 2,2- difenil-1-picril-hidrazina. A reação é 
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acompanhada pela perda de cor, a solução violeta se torna amarela clara se 

houver capacidade antioxidante do extrato (Ali et al, 2009; Amié et al, 2003).  

           O método consistiu na adição de 1 mL do extrato em concentrações que 

variou de 0,1 - 1000 μg/mL, em 1 mL de uma solução metanólica de DPPH (0,1 

mM), sendo a reação processada em 1h à temperatura ambiente. Imediatamente, 

a absorção do DPPH foi realizada em 515 nm com o uso do equipamento 

espectrofotômetro UV-Vis. A atividade de sequestro dos  radicais livres de cada 

amostra foi expressa pela relação da absorção de DPPH, baseado na solução de 

DPPH ausente do extrato (controle negativo) e uma solução de um padrão de 

substância aromática (controle positivo), o 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT) 

(Yen e Duh, 1994),  presente na equação 3: 

 

 

% Inibição = ((ADPPH – AExtr)/ADPPH)*100 Equação 3 

 

Onde ADPPH é a absorbância da solução de DPPH e AExtr é a absorbância 

da amostra em solução (Roesler et. al, 2007). 

4.3.2 Atividade Antioxidante pelo método de redução do ferro (FRAP). 

 
              A avaliação da atividade antioxidante foi realizada pelo método de 

fotocolorimétrico de redução do ferro (FRAP). A técnica do FRAP consistiu 

inicialmente no preparo da amostra com uma concentração de 2 mg/mL. Logo 

após, transferiu-se 90 μL para tubos de ensaio e adicionou-se 270 μL de água 

destilada. Onde foram adicionados 2,7 mL do reagente FRAP, a reação foi 

processada em banho-maria à 37ºC por 30 minutos ao abrigo da luz.  

           Em seguida a leitura foi realizada em espectofotômetro UV-Vis a 515 nm. 

Foi construída uma curva padrão com ácido gálico nas concentrações que 

variaram de 50 a 2000 μM (Equação 4). A capacidade de reduzir o ferro do 

extrato e frações foi expressa por μM ácido gálico/ mg de extrato.os experimentos 

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

 

Y= 0,0003x + 0,0137  R2= 0,987   Equação 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 alíquota de 15 mL foi colocada em 

balão volumétrico acrescida de 1 mL de solução de cloreto de alumínio e o 

volume foi  completado para 50 mL.  

               Após repouso de 30 minutos, foi realizada a leitura a 425 nm em 

espectrofotômetro UV/visível. A análise foi feita em triplicata. Os dados de 

absorbância das amostras foram comparados com uma curva padrão construída 

a partir de soluções de rutina. Asolução padrão de rutina foi preparada com 

MeOH 70% numa concentração de100 mg/mL. A curva padrão foi construída com 

pontos de 7,5 mg/ml a 15 mg/ml com intervalos de0,5 mL (Equação 4).O cálculo 

da concentração de mg de rutina/ g de extrato foi baseada na curva construída 

(Mabry et al, 1970). 

 

Y= 0,0015x- 0,0097 R2= 0,9147 Equação 4  

 

4.5  Análise estatística 

 

              O programa estatístico utilizado para os ensaios foi o ASSISTAT® 

Versão 7.7 beta (2016). Foi realizada ANOVA e o  teste estatístico empregado 

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

 

4.6 Avaliação do perfil químico por CLAE 

 

A quantificação das substâncias fenólicas presentes nos extratos avaliados 

(1417 V, 1417 M, 1613 M e 1613 V) foi realizada  utilizando-se metodologia 

validada por  Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE)  descrita por Mendes 

(2016) e Assis (2014).  

Os extratos foram avaliadas por CLAE, com a finalidade de comparação, 

em dois momentos do ano: em Março de 2016 e Dezembro de 2016. Isso ocorreu 

devido a resultados diferentes do efeito inibitório do crescimento microbiano, que 

foi observado entre os meses de março e dezembro de 2016. 
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 Os padrões das substâncias fenólicas e o extratos obtido da amostra 

foram analisados em Cromatógrafo Líquido marca Shimadzu, modelo LC-20A, 

bombas LC20AD, sendo os cromatogramas monitorados com variação de 230-

400 nm para substâncias fenólicas (detector ultravioleta por arranjo de fotodiodos 

SPD-M20A) e volume de injeção de 20 μL.  Foi utilizada a coluna de fase inversa 

RP-18 da Macherey-Nagel (5μm, 4,0 x 250mm).  

O método utilizado para a quantificação de substâncias fenólicas 

encontras-se descrito na Tabela 1. Para o gradiente de eluição trabalhado, foi 

utilizada fase móvel com água  ultrapura (tipo MiliQ) acidificada com ácido 

fosfórico (pH 3,2) na bomba A e acetonitrila na bomba B, com fluxo de 1 mL/min à 

35 ºC. 

 

Tabela 1. Gradiente de eluição. 

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

Tempo (min) Concentração 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 injeção utilizando-se 8 mg de extrato  

que foram solubilizados em 1 ml da fase móvel (500 μl água MiliQ acidificada e 

500 μl da acetonitrila). Os extratos foram filtrados com o auxílio de microfiltros 

(Sartórios) e seringas descartáveis (BD Plastipak), depois injetados de acordo 

com o método.  

As substâncias que foram utilizadas como padrão foram: ácido gálico, 

ácido clorogênico e o flavonóide rutina. Os tempos de retenção estão descritos na 

Tabela 2. 

 

 



30 
 

 

 

 

Tabela 2: Tempo de retenção e comprimento de onda dos padrões 

Padrão                       Tempo de retenção(TR)                λ Max (mm) 

Ácido gálico                           4,867                                       231-258 

Ácido clorogênico                  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 são: 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 inóculos 

 

                As cepas dos micro-organismos foram cultivadas em ágar estoque 

(BHA-Brain Heart agar, Himedia, Índia), previamente reativadas em tubos de 

ensaio contendo caldo BHI (Himedia, Índia) e levadas à estufa de crescimento 

bacteriológico (Quimis) a 37ºC por 24 horas. A concentração inicial de cada 

inóculo  foi obtida através da transferência de colônias ativadas para caldo BHI 

estéril até atingir uma turbidez equivalente a uma concentração de 0,5 McF em 

fotômetro (Densimat®, bioMérieux, França com o comprimento de onda 550 nm 

(Araújo et al, 2004).  
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4.7.3 Atividade antimicrobiana 

 

             Para avaliação da atividade antimicrobiana foi utilizada a metodologia da 

diluição em meio líquido (Lemos et al,2000). Os extratos de pimenta foram 

solubilizados em DMSO P.A. A concentração míninima inibitória (CMI) foi definida 

realizando-se testes para verificação da inibição do extrato em relação aos micro-

organismos.  

             Para a realização do teste 10 μL das amostrasforam diluídas e 

adicionadas a 170 μL do meio Müller Highton (MH) líquido (Acumedia, Índia) em 

eppendorfs e 20 μL de suspensão da bactéria utilizada foi inserido ao meio.O 

inoculo foi padronizado pela turvação equivalente a 0,5 da escala de MacFarland.  

Os eppendorfs foram incubados em estufa de crescimento bacteriano a 37ºC por 

6 horas. Após 6 horas, uma alíquota de 50 μL do conteúdo de cada amostra e 

controles o conteúdo foi semeado em placas de Petri contendo o meio ágar Muller 

Hinton (Acumedia, Índia). Após o período de incubação das placas (em estufa de 

crescimento bacteriológico a 37ºC por 24 horas), houve a contagem das  

unidades formadoras de colônias (UFCs) e comparação do aspecto de 

crescimento em relação ao controle contendo o inoculo sem o tratamento e o 

inoculo contendo um antibiótico 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 μL de meio MH líquido e 20 μL de 

inóculo, 10 μL do antibiótico gentamicina na concentração de 200 μg/mL como 

controle positivo e 20 μL de inoculo com 170 μL de meio MH líquido como 

controle negativo. Os experimentos foram realizados em triplicata e em 3 dias 

diferentes, totalizando 9 repetições. 

4.7.4 Antibiograma 

 

             No teste do antibiograma foi avaliado o sinergismo do extrato (utilizado 

nos tratamentos) em relação a 10 antibióticoscomerciais em formatos de discos: 

Amoxicilina (AMO), Amoxicilina/ ácido clavulâmico (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 µL ao 

contrário da autora que utilizou um volume maior de extratos, em mL. Os 

antibiogramas foram realizados após exposição ao inoculo que permaneceu por 6 

horas em estufa a 37°C.  

             As colônias puras foram semeadas em placas de Muller Hinton em ágar 

para ensaios de difusão de discos antimicrobianos padrão, de acordo com as 

recomendações do Comitê Nacional para Padrões de Laboratório Clínico (2003). 

As zonas de inibição formadas em torno das colônias foram medidas com  

paquímetro digital (Mytutoio, Brasil). 

               O programa estatístico utilizado para os ensaios foi o ASSISTAT® 

Versão 7.7 beta (2016). Foi realizada ANOVA e o  teste estatístico empregado 

para os dados foi o Teste de Tukey ao nível de ao nível de 5% de probabilidade.        
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

 

 

               O aumento de tempo de prateleira dos produtos é muito importante na 

cadeia produtiva de alimentos. Pois, este evita gastos e desperdícios. Uma vez 

que é conhecido que reações oxidativas e ação microbiana são uns dos principais 

elementos que colaboram para a redução do tempo de prateleira (Fu et al, 2016; 

Forsythe, 2013; Soares, 2002).Desta forma,a investigação de novos produtos que 

possam atuar na redução da ação de microorganismos e atuarem como 

antioxidantes naturais. 

              Dentre as moléculas ativas se destacam as substâncias fenólicas e 

algumas vitaminas como ácido ascórbico que são amplamente encontradas em 

espécies vegetais (Harbone, 1989). 

 

5.1.1 Teor de fenóis totais 

 

             O resultado para fenóis totais seguindo o método de Folin Cicateault 

revelou que a amostra 1417 M apresentou o maior teor de fenóis totais seguido 

da amostra 1613 V , 1613M e 1417 V que não diferiram estatisticamente entre si 

(tabela 3).  

          Segundo Conforti et al, 2007, pimentas da espécie C. annuum 

apresentaram um maior teor de fenóis totais por Folin Cicateault, em extratos 

oriundos de  frutos verdes. No entanto, o 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 : Fenóis totais pelo método de Folin Cicateault presentes em extratos dos acessos UENF 

1417 e UENF 1613 em dois estádios de maturação. 

Extrato Folin Cicateault (mg 
AG/100 g extrato) 

1417 M 163,27±20,21
a
 

1613 M 25,27±8,30c 

1417 V 26,61±6,63c 

1613 V 93,20±8,28b 

As médias seguidas pela mesma letra não diferem  estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste 

de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.Letras minúsculas 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 fenóis totais (Folin Cicateault), assim como uma 

maior atividade antioxidante (pelo método de DPPH) o que pode variar de acordo 

com a variedade ou genótipo utilizados (Ghasemnezhad et al, 2011). 

            Na literatura, a avaliação do teor de fenóis totais por  Folin Cicateault do  

pericarpo dos frutos verdes e maduros de C. baccatum revelou que  frutos verdes 

continham maiores teores de fenóis em relação as frutos maduros ( Kappel et al, 

2008). 

           Conforme observado neste experimento para determinação de fenóis 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 genótipos 1613 V e 

1417 M. Os genótipos 1613 M e 1417 V apresentaram resultados estatisticamente 

semelhantes em ambas metodologias adotadas para avaliação dos fenóis totais.            

               No entanto, quando é realizada a comparação entre as metodologias, os 

resultados para Folin Cicateault são mais baixos dos que para Fast Blue BB. Esse 

fator pode ser explicado devido as análises 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:  Fenóis totais pelo método de Fast Blue BB  presentes em extratos dos acessos UENF 

1417 e UENF 1613 em dois estádios de maturação. 

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

1417 M 236,78 ±9,24b 

1613 M 29,54±0,98c 

1417 V 12,84±3,35c 

1613 V 272,18±14,14a 

As médias seguidas pela mesma letra não diferem  estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste 

de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.Letras minúsculas 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 

substâncias como: açúcares, ácido ascórbico, aminas aromáticas, ácidos 

orgânicos e ferro, o que causa interferência nos resultados diminuindo o valor de 

fenóis totais encontrado (Lester et al, 2012), e isso pode está relacionado a sua 

baixa precisão em relação ao método de Fast Blue BB, o que foi possível ser 

observado no presente estudo. 

           Quando é observado o perfil químico por CLAE (figura 18 a figura 25) é 

possível verificar a presença de ácidos fenólicos, devido ao espectro de absorção 

do UV com uma banda entre 230 e 260 nm, característica de ácidos fenólicos, o 

qual foi avaliada através de uma metodologia por CLAE específica para análise 

de substâncias fenólicas (Mendes, 2016; Assis, 2014). No entanto, para a 

metodologia espectrométrica de Folin Ciocalteau e Fast Blue BB utilizada neste 

trabalho para quantificar teor de fenóis, os teores de fenóis para as amostras 

analisadas, foram subestimados, principalmente, em relação ao extrato 1417 V o 

qual apresentou o perfil mais concentrado de fenóis avaliado por CLAE (figura 18) 

contradizendo os resultados das metodologias colorimétricas.  

              As metodologias espectrométricas podem sofrer grandes interferências 

devidas à coloração forte do extrato avaliado (Araujo et al, 2007). É relatado 

também, que os teores de outras substâncias, como os capsaicinoides, podem 

colaborar interferindo em metodologias espectrométricas como a de Folin 

Ciocalteau (Salvi, 2015).  
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           Portanto, a coloração pronunciada dos extratos avaliados, pode ser um 

fator limitante para a utilização de metodologias espectrométricas para a 

avaliação de fenóis totais nestes extratos 1417 V, 1417 M, 1613 V e 1613 M. A 

avaliação do perfil químico por CLAE pode sugerir que metodologias 

cromatográficas são mais indicadas para este tipo de análise. Conforme Araujo et 

al, 2007, a metodologia para reconhecimento e dosagem de fenóis mais indicada 

é por cromatografia líquida de alta eficiência ou por cromatografia gasosa, 

dependendo da característica da amostra  avaliada. 

 

5.1.2 Ácido ascórbico 

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

frutos maduros apresentam maiores teores desta substância. Segundo a TACO, 

2011 os teores de vitamina C para pimentas do gênero 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 genótipos 

1417 M e 1613 M, ou seja maduros, se encontram próximos aos da literatura 

(TACO, 2011). 

 

Tabela 5:  Teores de ácido ascórbico presentes em frutos dos acessos UENF 1417 e UENF 1613 

em dois estádios de maturação. 

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

1417 M 149,80 ±8,16b 

1613  M 222,21±7,02 a 

1417 V 10,60±2,15 c 

1613 V 15,59±0,37c 

As médias seguidas pela mesma letra não diferem  estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste 

de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.Letras minúsculas 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 concentrações de vitamina C  em 

relação aos frutos maduros e que   frutos maduros apresentaram maiores médias 

de concentração de vitamina C. Bae et al (2012)  também constataram que 
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cultivares de diferentes espécies de pimenta apresentam maiores concentrações 

médias de vitamina C em frutos maduros. 

             Os frutos verdes (imaturos), em geral apresentam menos que 50% da 

concentração de vitamina C que frutos maduros (Bae et al, 2012 ; Deepa et al, 

2007). Os frutos verdes apresentam menores médias de vitamina C, pois os 

teores de vitamina C aumentam com a maturação dos frutos, decaem com a 

decomposição dos mesmos, além de serem geralmente baixos quando o fruto 

está 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 após  ser realizado 

aquecimento (para a obtenção do extrato) e seu posterior armazenamento, houve 

a presença de uma baixa concentração de vitamina C, que foi maior para os 

extratos dos genótipos 1417 M e 1613 M e menores para os demais assim como 

foi verificado nos frutos deste ensaio (tabela 6). 

 

Tabela 6: Teores de ácido ascórbico presentes em extratos dos acessos UENF 1417 e UENF 

1613 em dois estádios de maturação. 

Extrato Vitamina C extrato (mg 
Vit C/100 g de extrato) 

1417 M 11,85 ±2,15 ab 

1613  M 9,36±3,23 ab 

1417 V 3,10±0,74 b 

1613 V 5,61±0,03 b 

As médias seguidas pela mesma letra não diferem  estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste 

de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.Letras minúsculas na mesma coluna revelam o efeito 

de acordo com a metodologia aplicada. 

 

              Na figura  12 é possível verificar a redução do teor de vitamina C 

presentes nos extratos em relação 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 redução do teor de vitamina C dos extratos em relação aos frutos 

frescos se deve ao tipo de processamento, das condições de estocagem, da 

embalagem e de características inerentes ao suco ou extratos preparados (Zedin 

et al, 2003). Desta forma, a provável redução do teor de vitamina C avaliado neste 

ensaio é devida a forma de extração que utiliza aquecimento por meio de Soxhlet 

à 79°C para o preparo dos extratos. 

               O estudo dos teores de vitamina C, ácido ascórbico, se faz necessário 

devido a forte atuação desta substância como antioxidante, inclusive na indústria 

de alimentos O ácido ascórbico atua no meio removendo as espécies reativas de 

oxigênio e as tornando estáveis (Ramalho et al, 2006). 

 

5.1.3 Atividade antioxidante 

               Para a avaliação antioxidante dos extratos utilizando a metodologia do 

FRAP (Poder Antioxidante da Redução do Ferro),os valores encontrados neste 

trabalho  variaram com médias de 5,51  a 31,38 µM sulfato ferroso/g de extrato 

(Tabela 7). Os resultados obtidos revelam que o extrato da amostra 1613 V 

apresentou maior atividade antioxidante em relação aos outros extratos quando 

avaliado por FRAP. 

b b 
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                Esses valores são semelhantes a testes realizados com o extrato fresco 

e aquecido de C. baccatum, em que os resultados variaram de 15,2 a 9,1 µM 

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 estádios de maturação. 

Extrato FRAP (µM sulfato 
ferroso/g de extrato) 

1417 M 17.84±2,89b 

1613 M 5.51±0,64c 

1417 V 9.56±1,46c 

1613 V 31.38±4,40a 

  
As médias seguidas pela mesma letra não diferem  estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste 

de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. Letras minúsculas na mesma coluna revelam o efeito 

do extrato de acordo com a metodologia aplicada. 

 

              O teste do FRAP é mais prático em relação a outros métodos para a 

avaliação da atividade antioxidante de extratos (Deppa et al, 2007). Segundo 

resultados encontrados na literatura, a atividade antioxidante varia de acordo com 

a variedade ou genótipo da pimenta e também em relação ao grau de maturação 

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 redução do ferro, 

em que as substâncias presentes nos extratos produzidos a partir de  frutos de 

pimenta C. baccatum  possuem capacidade de formar complexos com metais 

reduzidos e de  doar hidrogênio, o que em meio oxidativo pode favorecer  a  sua 

ação antioxidante (Rosa et al, 2002).   

              Em geral, a atividade antioxidante aumenta com o amadurecimento dos 

frutos de pimenta (Navarro et al, 2006), desta forma então, frutos maduros de 

pimenta são interessantes para a obtenção de extratos antioxidantes. 

               Em relação a metodologia de DPPH, os resultados para porcentagem da  

atividade antioxidante foram semelhantes as concentrações 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 estádios de maturação. 

Extrato DPPH (%) 1000 µg/mL 

1417 M 86,61±3,05a 

1613 M 4,39±1,35c 

1417 V 33,64±2,92b 

1613 V 83,64±2,89a 

  
As médias seguidas pela mesma letra não diferem  estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste 

de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. Letras minúsculas 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 à variedade e tipo de extração 

utilizada nos experimentos (Bae et al, 2012). 

                Na literatura foi possível verificar, que no caso da avaliação da atividade 

antioxidante por DPPH, segundo o estádio de maturação dos frutos, o extrato do 

fruto verde (imaturo) apresentou maior atividade em relação ao extrato do fruto 

maduro (Conforti et al, 2007). 

              O maior teor de fenóis está relacionado à maior atividade antioxidante 

(Conforti et al, 2007). Desta maneira, pode ser verificado que no presente ensaio 

os resultados de fenóis totais e atividade antioxidante foram compatíveis aos 

relatados na literatura.      

            O período de colheita dos frutos, estádio de maturação, local de cultivo e 

condições de armazenamento dos frutos alteram a composição de substâncias 

fenólicas (Soares et al, 2008). 

           Segundo Costa et al, 2010, o extrato etanólico  bruto de C baccatum 

apresentou um baixo teor de fenóis (Folin Cicateault) comparados a extração com 

acetato de etila e clorofórmio.  

               No entanto, no presente trabalho, para a mais alta concentração 

avaliada no método antioxidante por DPPH, este extrato apresentou valores de 

atividade antioxidante semelhantes ao extrato extraído com clorofórmio em 

trabalhos verificados por Costa e colaboradores em 2010. Ou seja, o tipo de 
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extração altera composição e concentração das substâncias fenólicas e isso pode 

influenciar  na sua atividade antioxidante. 

              Neste estudo foram construídos gráficos mostrando a relação entre o 

teor de fenóis totais e a atividade antioxidante. É possível observar a relação 

direta entre a alta concentração de fenóis e a atividade antioxidante para as 

metodologias espectrométricas adotadas (figuras 13,14,15,16). 

                A correlação positiva entre atividade antioxidante e teores de fenóis 

totais em extratos vegetais. Ou seja, o aumento dos teores de fenóis totais 

favorece a ação antioxidante (Carvalho et al, 2014; Dastmalchi et al, 2011). 

             A relação positiva entre atividade antioxidante e teor de fenóis totais 

indicam que devido ao aumento da concentração de fenóis há o aumento da 

atividade antioxidante. A relação neste experimento é verificada, pois, com o 

aumento do teor de fenóis há o aumento da atividade antioxidante (figura 13, 

figura 14, figura 15, figura 16). 

             Na figura 13 é possível verificar que entre as amostras avaliadas a maior 

concentração de fenóis  (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  o aumento dos teores de 

fenóis é relacionado ao aumento da atividade antioxidante. 

 

 

Figura 13:  Relação entre teor de fenóis totais e atividade antioxidante. A letra minúscula indica 

Folin Ciocalteau e a  letra maiúscula indica o FRAP. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% 

de probabilidade. 

 

aB 

cC 

bA 

cC 
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             Os resultados da figura 14, indicaram que os maiores teores de fenóis 

totais seguindo a metodologia de Folin Cicateault foram para os extratos 1417 M  

e 1613 V respectivamente. Em relação à atividade antioxidante os maiores 

resultados foram para 1417 M  e 1613 V . Desta forma, houve uma relação entre 

o aumento do teor de fenóis totais e atividade antioxidante. O que sugere que o 

aumento de fenóis favorece a ação antioxidante dos extratos, conforme foi 

observado  da mesma forma por Dastmalchi et al, 2011. 

 

Figura 14: Relação entre teor de fenóis totais e atividade antioxidante. A letra  minúscula indica o 

Folin Ciocalteau e a  letra maiúscula indica o DPPH. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% 

de probabilidade. 

 

                  A sensibilidade do método de DPPH em relação aos extratos 

avaliados foi alta. O método de DPPH em geral é um método menos seletivo 

quanto à análise das substâncias, pois, pode interagir com alguns radicais alquil e 

assim oferecer uma curva de resposta maior (Roginsky e Lissi, 2005). Para fins 

de análises mais completas é indicado que o método de DPPH seja aplicado junto 

à outra metodologia, como o método antioxidante por FRAP, por exemplo, que 

confere maior rigor  a avaliação (Ciesla et al, 2012). 

                 A metodologia antioxidante por FRAP se apresenta mais rigorosa em 

relação ao método de DPPH, para essas amostras. A metodologia por FRAP é 

menos rigorosa e funciona reduzindo substâncias fenólicas (Rosa et al, 

2002).Portanto, ela possui característica mais seletiva quanto à avaliação da ação 

antioxidante quando comparada a metodologia de DPPH. 
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                Os resultados apresentados na figura 15 relatam, que os maiores teores 

de fenóis totais segundo a metodologia de Fast Blue BB foram para os extratos 

1613 V e 1417 M, respectivamente.  

                 Desta forma, a relação entre teor de fenóis totais e atividade 

antioxidante foi favorável. Pois, com o aumento dos fenóis houve um aumento na 

ação antioxidante. Para os resultados apresentados na figura 16, é possível 

verificar que os melhores teores de fenóis totais são correspondentes aos extratos 

1613 V e 1417 M, respectivamente. Os extratos responsáveis pela maior ação 

antioxidante foram os 1613 V e 1417 M. 

                  Desta maneira, é possível observar a existência de uma correlação 

entre o teor de fenóis e a atividade antioxidante, quando as metodologias de Fast  

Blue BB e FRAP são empregadas para a realização das análises. 

 

 

Figura 15: Relação entre teor de fenóis totais e atividade antioxidante. A letra minúscula indica o 
Fast Blue  e a letra maiúscula indica o FRAP. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de 
probabilidade. 
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Figura 16: Relação entre teor de fenóis totais e atividade antioxidante. A letra  minúscula indica o 
Fast Blue e a letra maiúscula indica o DPPH. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de 
probabilidade. 

 

                   Conforme mencionado anteriormente, o método de atividade 

antioxidante por FRAP é mais rigoroso que a metodologia de DPPH (Rosa et al, 

2002). A partir dos resultados é possível verificar através dos resultados, que o 

método de sequestro do radical livre DPPH apresentou maior efeito antioxidante 

quando comparado a metodologia de FRAP.  

                  Quando são comparadas as metodologias de fenóis totais, os 

resultados mostram que as concentrações são 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 os métodos se apresentaram menos precisos em 

relação à metodologia cromatográfica utilizada no presente experimento. 

Conforme recomendado na literatura, a melhor metodologia para fenóis totais é a 

avaliação por métodos cromatográficos (Araujo et al, 2007). A relação entre o 

aumento do teor de fenóis e o aumento da atividade antioxidante, depende do tipo 

de metodologia aplicada para a avaliação (Roesler et al, 2007). 

              No presente trabalho, houve relação positiva entre o teor de fenóis 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 correlação entre atividade antioxidante e 

teor de fenóis totais para extratos de C. baccatum. 
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                Segundo a literatura, a relação positiva entre o teor de fenóis e 

atividade antioxidante pode sugerir que uma das substâncias responsáveis por 

essa ação pertence, a classe das substâncias fenólicas, muitas das vezes 

presentes em  frutos, sementes, raízes e folhas de espécies vegetais (Carvalho et 

al, 2014). Em extratos de pimenta é possível encontrar uma correlação positiva 

entre a ação antioxidante e o teor de fenóis totais  (Menichini et al, 2009). 

 

5.1.4 Teor de flavonoides totais 

 

            O extrato produzido a partir do fruto do genótipo 1417 M apresentou o 

maior teor de flavonóides em relação aos outros extratos avaliados que não 

diferiram estatisticamente entre si (Tabela 9).        

Tabela 9:  Teor de flavonoides totais presentes em extratos dos acessos UENF 1417 e 

UENF 1613 em dois estádios de maturação. 

Flavonoides Totais (mg de rutina/g de 
extrato) 

1417 M      10.44 ± 2,3a 

1613 M      2.99 ± 2,56b 

1417 V      4.49 ± 1,35b 

1613 V      3.54 ± 0,78b 

As médias seguidas pela mesma letra não diferem  estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste 

de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.Letras minúsculas na mesma coluna revelam o efeito 

do extrato. 

 

              Os teores de flavonóides totais estão dentro dos valores encontrados na 

literatura (Sricharoen et al, 2016, Bae et al, 2012), no entanto, são comparáveis 

aos valores mais baixos encontrados entre os acessos investigados. 

               A baixa concentração de flavonóide, neste presente trabalho, pode ser 

sugerida a partir do perfil químico por CLAE que priorizou a investigação de 

compostos fenólicos. Segundo a metodologia adotada (Assis, 2014) os perfis 

químicos por CLAE apresentam ácidos fenólicos e não foi possível identificar 

picos  compatíveis ao perfil químico de flavonóides (figura 17,20,22,24). 

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

pimenta da variedade “Paprica”apresentaram um teor de flavonóide total igual a 
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PA137 (86.6 µg/g ou 0,0076 mg/g) e o fruto imaturo Mesilla (48,8 µg/g ou 0,0866  

mg/g). Em sementes de C. frutescens  de frutos maduros o teor de flavonóide 

variou segundo o tipo de extração que foi utilizada (hexânica ou cloroformica), 

sendo, os maiores teores encontrados para o extrato produzido utilizando hexano 

o qual obteve resultado de 12,84 mg de rutina/ g de extrato. Variedades de 

pimentas maduras apresentaram variação de 6,54 a 23,11 mg  de flavonóide/ g 

de extrato (Sricharoen et al, 2016).   

             Em geral extratos de frutos maduros apresentam maiores teores de 

flavonóides totais em relação aos extratos de frutos maduros. Isso pode está 

relacionado ao fato da classe dos flavonóides aumentar a concentração de acordo 

com o acréscimo da maturação dos frutos. O inverso pode ser observado em 

taninos (Bae et al, 2012).  

 

5.1.5 Perfil químico por CLAE 

 

          Os padrões ácido gálico e ácido clorogênico foram eleitos para o ensaio, 

pois  são ácidos fenólicos amplamente encontrados em espécies de  pimentas do 

gênero Capsicum (Assis, 2014; Kappel et al, 2008). 

              A análise do perfil químico dos extratos por CLAE de padrões comerciais   

revelaram que os ácidos fenólicos em geral apresentam pico com tempo de 

retenção entre 4,8 e 5,3 min e o seu espectro entre 230 e 254 nm (tabela 10) para 

a metodologia analítica adotada (Assis, 2014). Ao se realizar uma comparação 

entre os cromatogramas das amostras em relação ao padrão foi verificada a 

presença de ácidos fenólicos nas amostras de extrato de pimenta de todos os 

genótipos avaliados, que foi verificado devido ao espectro de absorção de UV. 

 

Tabela 10: Tempo de retenção e comprimento de onda dos padrões 

Padrão (Sigma®)                      Tempo de retenção(TR)                λ Max (mm) 

Ácido gálico                                            4,867                                      231-258 

Ácido clorogênico                                  5,338                                      230-258 

Rutina                                                    7,174                                      255-354 

 

 



47 
 

                Na literatura, é descrito que a maioria dos ácidos fenólicos possui 

tempo de retenção em torno dos primeiros minutos de corrida cromatográfica (3 a 

14 min) e espectro de absorção entre 250 a 350 nm apresentando apenas uma 

banda (Harborne, 1989). O ácido gálico é descrito como uma substância  que 

possui tempo de retenção entre 3 mim ou 13 mim e espectro de absorbância 

entre 200 a 350 nm   compreendendo uma banda de absorção (Mira et al, 2008; 

Chung et al, 2007;Harborne, 1989). 

               Os espectros de UV característicos para as substâncias fenólicas 

possuem comprimento de onda entre 230 e 340 nm  ou 200 a 350 nm e podem 

sofrer ionização devido a ação de compostos básicos, ocasionando um desvio 

batocrômico de 15 a 50 nm, assim ocasionando aumento de absorbância 

(Harbone, 1989). Substâncias como os ácidos fenólicos derivados do ácido 

cinâmico (figura 17) ou do ácido benzóico são caracterizadas estruturalmente pela 

presença de um anel benzênico, um grupamento carboxílico e radicais hidroxila 

ou metil  presentes na estrutura (Soares, 2002). 

 

 

Figura 17: Estrutura do ácido cinâmico 

 

              Os ácidos fenólicos podem apresentar estruturas simples, como as do 

ácido gálico, ou ainda realizarem ligações entre si ou com outros compostos, 

como ocorre com o  ácido clorogênico.Podem ainda, formar estruturas complexas 

denominadas taninos (Soares, 2002). 

             O perfil químico avaliado por CLAE (Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência) revelou que na amostra 1417 V avaliada em março de 2016 (figura 18 )  

existe a presença de um pico marjoritário em torno dos 13 minutos, e de acordo 

com o espectro  de absorção (UV)  e  banda de absorção entre 240 nm a 260 nm 

característica de ácidos fenólicos (figura 18). 
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                Este mesmo extrato (1417 V)  avaliado em dezembro de 2016 (figura 19 

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

min e  um pico em torno dos 12 min , semelhante aquele observado na análise 

em março de 2016 (figura 18)  o espectro de absorção (UV) com uma banda  

entre 245 nm a 265 nm é possível observar que há diferença entre a  

concentração das substâncias que estão presentes na amostra 1417 V avaliada 

em março,  e em dezembro de 2016 (figuras 18 , 19 ). 
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                   Para a  amostra 1417 V foram verificadas alterações no perfil químico 

por CLAE entre as avaliações realizadas em maio e dezembro (figura 18) em 

relação às outras amostras avaliadas no presente trabalho. O pico predominante, 

em torno de 12 a 13 min  apresentou decréscimo de sua concentração quando foi 

novamente avaliado por CLAE cerca de 9 meses após a primeira análise.  

               Alguns extratos sofrem com o processo de alteração de suas 

substâncias bioativas, o que pode explicar o ocorrido com o extrato 1417 V (figura 

18 e 19). A diferença nos perfis químicos do extrato pode ser total ou 

simplesmente ocorrer uma queda da concentração (Carvalho et al, 2010). Um 

fator importante que ocasiona a modificação do perfil químico de um extrato bruto 

é a presença de inúmeras substâncias que podem interagir num meio reacional e 

formar novos produtos (Maciel et al, 2006; Ministério da Saúde, 2004). 

                 De acordo com o perfil químico por CLAE da amostra 1417 V (figura 

18, 19) há presença de substâncias como ácidos fenólicos neste extrato. O fato 

foi comprovado quando foi realizada a comparação  entre o espectro de absorção 

(UV) que foram  semelhantes aos de ácidos fenólicos utilizados (Tabela 10). 
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             A extração com o uso de etanol é capaz de priorizar alguns compostos 

fenólicos, dentre estes se encontram os ácidos fenólicos (Varea et al, 2001). 

Desta forma, é possível dizer que a utilização do solvente etanol nos extratos de 

certa maneira foi capaz de extrair ácidos fenólicos dos frutos utilizados para as 

amostras, o que pode explicar a presença de ácidos fenólicos no perfil químico 

das amostras por CLAE. 

                 A amostra 1417 M avaliada em março de 2016 apresentou em seu 

perfil químico por CLAE um pico em torno de 12 min e seu espectro de absorção 

apresentou uma banda de absorção com  comprimentos de onda entre 237 nm e 

256 nm, indicando ser de característica de substâncias do perfil dos ácidos 

fenólicos (figura 20). 

 

 

 

 

            O perfil químico da amostra 1417 M avaliado em  dezembro de 2016 

(figura 21) revelou a existência de um pico em torno dos 12 min que apresentou 

uma banda no espectro de absorção (UV)  em torno dos 241 nm a 255 nm, o que 

indica se tratar de substâncias do perfil dos ácidos fenólicos. 
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               O perfil químico avaliado por CLAE da amostra 1613 V avaliada em 

março de 2016 (figura 22) mostra a presença de um pico em 12 min que possui 

uma banda com espectro de absorção em UV em torno de 240 nm a 258 nm. 
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               O perfil químico da amostra 1613 V avaliada em dezembro de 2016 

(figura 23) apresenta o mesmo perfil observado anteriormente (figura 22). A 

presença de um pico em torno dos 12 min que possui uma banda com  espectro 

de absorção (UV) entre 240 nm a 258 nm que pode indicar a presença de ácido 

fenólico na amostra. A avaliação deste pico indica que se trata de um ácido 

fenólico. 

 

 

 

              O perfil químico por CLAE  da amostra 1613 M (figura 24 ) avaliada em 

março de 2016 apresentou um pico em torno de 12 min,  possui uma banda com  

espectro de absorção (UV) em torno de 243 nm a 355 nm, o que indica se tratar 

de substâncias com perfil de ácidos fenólicos. 
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              O perfil químico 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 absorção (UV) em torno de 272 nm a 313 nm, o que 

indica se tratar de substâncias com perfil de ácidos fenólicos. O perfil químico da 

amostra 1613 M avaliado em março e dezembro de 2016  não diferiu (figura 24, 

25). 
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              Em geral, todos os extratos apresentaram perfil de ácido fenólico, ou 

seja, com tempo de retenção nos primeiros 15 min, pico representativo de ácido 

fenólico em cerca de 12 a 13 min e  espectro de absorção 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 químico muito 

semelhantes entre si, diferindo apenas nas concentrações dos picos detectados 

por CLAE. 

              A mudança no tempo de retenção e no comprimento de onda de 

absorção no espectro de UV foi verificada em todos os perfis químicos por CLAE,  

pode ser devida a ação do efeito de desvio  batocrômico (Harbone, 1989), pela 

alteração da fase móvel conforme foi verificado na mesma pimenta em ano 

diferente (Mendes, 2016) ou ainda devido a própria natureza do extrato que pode 

ter sofrido ações que resultem em sua alteração química (Maciel et al, 2006), 

resultando em pequenas diferenças em seu perfil químico. 

             Na literatura é relada a presença de ácidos fenólicos em pimentas do 

gênero Capsicum. Essas substâncias são relacionadas a diversas atividades 
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biológicas, 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 inibição total do crescimento microbiano de S. aureus quando foi 

utilizada uma concentração de 250 ppm. Desta forma, foi necessário encontrar 

uma concentração de mínima inibitória (MIC) que foi verificada no extrato de 

concentração 200 ppm. Este extrato apresentou inibição (entre 30< UFC <300) 

frente ao crescimento da bactéria S. aureus ATCC 25923 (tabela 11).  

             Os demais extratos não apresentaram atividade frente ao tratamento com 

os extratos: 1417 M, 1613 M  e 1613 V, pois foi observado um crescimento de 

colônias semelhante ao controle sem a gentamicina. 

                Segundo a literatura, extratos de pimenta apresentaram atividade frente 

a bactérias do gênero Staphylococcus (Carvalho et al, 2010; Cruz et al, 2003). 

             No entanto, segundo Kappel et al, 2008, não houve inibição 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 

maturação podem apresentar diferentes resultados nos testes antimicrobianos. 

 

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

 S aureus 
ATCC 
25923 

S aureus 
ATCC 33591 

S epidermidis 
ATCC 12228 

LSA 88 Salmonella 
enterica 

ATCC 13076 

E coli 
ATCC 
22922 

1417 M NI NI 126,00 ± 4,00 NI NI NI 

1613 V NI NI 150,33 ±14,57 NI 239,33 ± 36,25 NI 

1613 M NI NI 144,33 ± 1,53 NI NI NI 

1417 V 79,00 ±6,56 186, 33 ± 17,95 30,33 ± 1,53 116,67 ± 14,57 NI NI 

 
*NI indica que não houve inibição 
* Concentração mínima inibitória  > 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 presença de substâncias fenólicas em extratos 

vegetais pode conferir ação antimicrobiana frente a cepas do gênero 

Staphylococcus (Kappel et al, 2008; Elzaawely et al, 2005;Pinto et al, 2001).  

            A presença de ácidos fenólicos pode ser constatada através de perfil 

químico avaliado por CLAE (figura 17) que confirmou a presença dessa classe de 

substâncias, que são as prováveis responsáveis pela atividade antimicrobiana 

observada nos experimentos. Os ácidos fenólicos atuam nas membranas 

microbianas ou no mecanismo enzimático, 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 antibiótico meticilina e é chamada de MRSA (Mark et al,2002 ).Os 

resultados indicam que houve inibição microbiana com o uso do tratamento 

contendo o extrato 1417 V que revelou um crescimento de colônias entre 30< 

UFC <300 (tabela 11).  

              Os demais extratos avaliados não 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 

colônias foi maior para esta cepa ATCC 33591 que poderia ser devido a sua alta 

resistência 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 está diretamente relacionada a presença de 

substâncias fenólicas (Kappel et al, 2008). Conforme foi verificado por meio de 

CLAE, o extrato 1417 V possui um perfil cromatográfico que indica à presença de 

ácidos fenólicos (figura 18) e também revelaram uma concentração superior as 

outras amostras avaliadas (figura 20, 22 e 24). 

                Os ácidos fenólicos detectados em pimentas do gênero Capsicum  

possuem atividade antimicrobiana já descrita na literatura (Bae et al, 2012; Kappel 

et al, 2008). Os teores de substâncias fenólicas, confirmados neste trabalho 

também confirmam que a atividade antimicrobiana apresentada pelo extrato está 
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ligada a seu perfil químico (figura 18). Na literatura, é possível verificar que a 

presença de substâncias fenólicas além de favorecerem a ação antioxidante, 

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

5.2.3 Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) 

 

               Os resultados para Staphylococcus epidermidis indicam que todos os 

extratos apresentaram capacidade antimicrobiana (tabela 11). É possível verificar 

a partir dos resultados que o extrato 1417 V apresentou a maior  inibitória sobre o 

crescimento de  S. epidermidis (tabela 11). Também é possível verificar que isso 

pode ser  devido a maior concentração de substâncias fenólicas presentes em 

seu perfil químico (figura 18), quando este é 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 

que a indústria de alimentos encontra para eliminar a formação de biofilmes. 

Atualmente é conhecido, que o tratamento prévio com extratos de plantas que 

possuem atividade antibiofilme, podem reduzir a adesão das bactérias as 

superfícies (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  correlação em relação ao seu perfil químico por 

CLAE, que apresentou a presença de ácidos fenólicos (figura 17, 19, 21,23). Os 

ácidos fenólicos, monômeros de taninos, são descritos como substâncias que 

possuem atividade antimicrobiana e antibiofilme (Wittschier et al, 2007). 

              A presença de ácidos fenólicos no perfil químico dos extratos (figura 17, 

20,22,24) podem ser associadas a ação antimicrobiana que os extratos 

apresentaram. Na literatura, são descritas que substâncias fenólicas possuem 

ação 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) é da espécie 

Staphylococcus aureus e foi isolada do leite de mastístico 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). 

É possível relacionar esse fato ao seu perfil químico por CLAE que indicou uma 

alta concentração de ácidos fenólicos (figura 18). 

             Segundo o trabalho de Dutra et al, 2016, em que  foram avaliados 

extratos bruto de Punica granatum L. (romã) , Anacardium occidentale L. 

(cajueiro) e Psidium guajava L. (goiabeira), foi possível verificar a atividade 

antimicrobiana frente ao crescimento da cepa clínica LSA 88 e os resultados 

foram semelhantes à Carlos et al, 2010. 

             Na literatura até o presente momento não foi descrita a atividade 

antimicrobiana para os extratos de C baccatum sob a cepa clínica 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,  não apresentou inibição frente ao 

crescimento microbiano por parte de todos os extratos avaliados (tabela 11). O 

que corrobora com os resultados encontrados na literatura, quando extratos de 

pimenta das espécies C. annuum e C. frutescens foram avaliadas em relação ao 

crescimento da E. coli ATCC 22922 e não apresentaram inibição do crescimento 

(Koffi-Nevry et al, 2012).  O efeito contrário foi observado com o uso de extrato 

etanólico de pimentão verde (Capsicum chinense), em que se observou a inibição 

do crescimento de E. coli (Colivet et al, 2012). 

             Desta forma, é possível inferir que a presença de ácidos fenólicos nos 

extratos de C baccatum não  foi capaz de inibir o crescimento microbiano de E. 

coli. Embora o perfil químico por CLAE (figura 17,19,21,23) apresentem 

substâncias com potencial antimicrobiano e a relação entre atividade antioxidante 

e teor de fenóis seja positiva, o  resultado revelou a ausência de atividade 

antimicrobiana. No entanto, isso corrobora com o descrito na literatura para o 
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gênero 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 os extratos 

apresentaram atividade antimicrobiana sobre o crescimento desta bactéria. 

Porém, apenas o 1613 V apresentou inibição bacteriana, apresentando 

crescimento abaixo de 300 colônias  (tabela 11). 

              Alguns autores verificaram a inibição do crescimento de colônias de 

espécies de Salmonella por parte da utilização de extratos de pimentas do gênero 

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 gênero Capsicum houve inibição do 

crescimento de Salmonella. 

             Os resultados indicam que a atividade antimicrobiana  do extrato 1613 V 

avaliados pode ser relacionada a  presença de ácidos fenólicos (figura 17, 

19,21,23). Visto que, segundo a literatura os ácidos fenólicos 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 ação antimicrobiana e antioxidante que são requeridas para um 

bom conservante natural (Brasil, 2007). 

 

5.3 Avaliação do antibiograma 

 

          A avaliação do antibiograma é realizada com a finalidade de revelar o 

sinergismo entre antibióticos comerciais e extratos vegetais contra o crescimento 

microbiano de cepas oriundas de colônias 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 antibiótico  no tratamento 
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controle com o extrato 1417 V  não 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 
antibióticos. Avaliadas pelo método da difusão em Agar 

 

*** AMO-amoxicilina, AMC-amoxicilina/ácido clavulâmico,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, não há verificação de halo de 

inibição com o uso de cloranfenicol, ceftazidima, fluconazol. No entanto há 

presença de um halo de inibição de 28 mm com o uso de ampicilina (Kappel et al, 

2008). No presente trabalho, todos os antibióticos utilizados tiveram como efeito 

um halo de inibição e estatisticamente não houve diferença significativa entre o  

controle e extratos (tabela 12). 

              No entanto, segundo os resultados, houve diferença em relação ao efeito 

do extrato com o uso dos discos de antibiótico e sem o uso dos discos de 

antibióticos, que está apresentado na coluna da tabela 10 e o melhor antibiótico 

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 inibição em testes de 

sinergismo entre extratos de pimentas maduras  do gênero Capsicum e discos de 

antibióticos 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, está relacionada ao fato do perfil químico por CLAE apresentar a 
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presença de ácidos fenólicos, que possuem atividade biológica ativa para a 

inibição de microorganismos (Kappel et al, 2007; Deepa et al, 2005), conforme foi 

verificado através da utilização de metodologia cromatográfica apropriada para a 

investigação de substâncias fenólicas. 

                    Esses resultados podem ser explicados com base no perfil químico 

verificado no extrato. No começo do presente estudo (março de 2016), o perfil 

químico do extrato 1417 V apresentava a presença de um pico dominante de 

ácido fenólico 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 concentração em relação à 

primeira vez que foi avaliada (figura 26). 

 

 

 

 

Figura 26: Perfil químico por CLAE da amostra 1417 V avaliada em março de 2016 (1).Perfil 

químico  por CLAE da amostra 1417 V avaliada em dezembro de 2016 (2). 

 

 

                  

1) 

 

 

2) 
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               Desta forma, é  sugerir que a redução da concentração desta substância 

não favoreceu a atividade antimicrobiana dos extratos avaliados. O que denotou 

na queda de sua atividade que pode ser relacionada à diminuição da 

concentração desta substância  neste extrato de pimenta. 

                Na literatura, há relatos de que substâncias fenólicas, como os ácidos 

fenólicos, por exemplo, possuem potencial antimicrobiano. Pois, são capazes de 

complexar algumas proteínas extracelulares e a parede bacteriana (Falcão et al, 

2002).Segundo a tabela 13, a cepa avaliada se mostrou sensível  aos tratamentos 

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

 

Tabela 13: Resistência e sensibilidade de S aureus (25923) em relação 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- sensível 

*** AMO-amoxicilina, AMC-amoxilina/ácido clavulâmico,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 relação ao teste de antibiograma, não foi possível verificar halos de 

inibição com o uso do extrato de pimenta. O resultado, em princípio não foi o 

esperado, visto que, em relação aos 4 extratos utilizados, o extrato 4 (1417 V) 

apresentou atividade antimicrobiana (tabela 12). 

                 No entanto, observando o perfil químico por CLAE deste extrato, é 

possível notar que o mesmo contém um pico majoritário (figura 33), esse foi o 

extrato avaliado na época dos testes antimicrobianos (tabela 11). Todavia quando 

foi realizada a avaliação do teste de antibiograma, o pico majoritário verificado 
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anteriormente  reduziu sua concentração (figura 26 ), o que implicou na ausência 

da atividade relatada anteriormente. 

                Desta maneira, segundo o perfil químico do extrato 1417 V avaliado por 

CLAE, em duas épocas diferentes (março 2016 e dezembro de 2016), foi possível 

verificar que a redução da concentração da substância majoritária (figura 26) fez 

com que houvesse perda da atividade antimicrobiana. 

5.3.3 Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) 

 

               Os resultados para o ensaio realizado com S epidermidis indicam que 

houve diferença significativa entre a utilização dos extratos com discos de 

antibióticos e apenas com o uso dos discos para os seguintes antibióticos: 

gentamicina, oxacilina e tetraciclina que apresentaram halos de inibição 

superiores ao controle, o que está indicado na linha da tabela (tabela 14).  

               Em relação ao efeito dos extratos com os discos de antibióticos, 

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 antibióticos. Avaliadas pelo método da difusão em ágar. 

 

*** AMO-amoxicilina, AMC-amoxicilina/ácido clavulâmico,AMP-ampicilina, CLI-clindamicina.GEN-
gentamicina, OXA-oxacilina,PEN-penicilina, VAM-vancomicina,CEX-cefalexina, e TET-tretraciclina. 
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               Na literatura há relatos de halos de inibição formados com a utilização 

de extratos de especiarias, como alho, e discos deste antibiótico (Arora et al, 

1999). No entanto, Cichewicz et al, 1996, observou que extratos de pimenta do 

gênero Capsicum não apresentaram inibição frente ao crescimento de S 

epidermidis, fato contrário ao obtido no presente estudo. 

            Em estudos com extrato bruto de Rauvolfia grandiflora foi possível verificar 

que o tratamento com este extrato, comparado ao controle, proporcionou a 

presença de halos de inibição maiores que o controle em todos os antibióticos 

avaliados para esta cepa, o 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, estão diretamente relacionadas ao 

perfil químico dos extratos, que conforme já mencionado, possuem presença de 

ácidos fenólicos. Desta forma, todos os extratos preparados a partir de C 

baccatum apresentaram atividade antimicrobiana para S epidermidis. 

              Na tabela 15, é possível verificar o comportamento de sensibilidade e 

resistência de S epidermidis quando submetido ao tratamento dos discos com e 

sem os extratos avaliados. No caso do antibiótico ampicilina, o controle 

apresentou um comportamento resistente e quando houve tratamento com os 

extratos 1613 V, 1613 M e 1417 V  houve sensibilidade. Para tetraciclina, a 

utilização dos extratos 1613 V e 1417 V promoveram a sensibilidade microbiana. 
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Tabela 15: Resistência e sensibilidade de S epidermidis (12228) em relação aos tratamentos com 

extratos de Caspcum baccatum e controle. 

 1417 M 1613 V 1613 M 1417 V 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- resistência  ** S- sensível 

*** AMO-amoxicilina, AMC-amoxicilina/ácido clavulâmico,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 resistência de cepas de 

Staphylococcus spp. isoladas do leite de vacas com mastite subclínica, foi 

possível observar que o antibiótico que possuía 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 antibiótico favoreceu sua sensibilidade, o que sugere que  os extratos citados 

são promissores agentes antimicrobianos. 

 

5.3.4 LSA 88 

 

                   Os resultados para a cepa LSA 88 revelaram que o extrato 1417 V, 

em que o perfil químico foi avaliado em dezembro de 2016, apresentou maiores 

halos de inibição para os antibióticos amoxilina/ácido clavulâmico, 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 os 

discos de antibióticos,  o antibiótico amoxilina/ácido clavulâmico 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 
antibióticos. Avaliadas pelo método da difusão em ágar. 

 

*** AMO-amoxicilina, AMC-amoxicilina/ácido clavulâmico,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 possível observar que o sinergismo dos discos de antibiótico com o 

extrato avaliado favoreceu o aumento do halo de inibição para todos os 

antibióticos avaliados (Carlos et al, 2010).  

              Este fato não foi verificado no presente estudo, pois, apenas os 

antibióticos amoxilina, amoxilina/ácido clavulâmico, ampicilina e tetraciclina 

apresentaram halo de inibição superior ao controle (tabela 16). 

                No entanto, isto pode ser explicado devido à natureza do extrato 

utilizado na época das avaliações de antibiograma. O extrato sofreu uma redução 

de concentração da substância majoritária, como pode ser observado no perfil 

químico avaliado por CLAE (figura 33), este fato pode ter contribuído para a não 

diferença estatística verificada na maioria dos antibióticos (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 

possível 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 antibióticos. Avaliadas pelo método da difusão em 
ágar. 

 

*** AMO-amoxicilina, AMC-amoxicilina/ácido clavulâmico,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 inibição de 

Salmonella, que foi apresentado no halo de inibição formado (Dorantes et al, 

2000). Para extratos de C. frutescens foi verificado que houve halos de inibição 

semelhantes entre extrato hexânico e extrato clorofórmico de C. frutescens 

(Gurnani et al, 2016). Quanto aos extratos de C. baccatum, há relatos de inibição 

de crescimento em cepas de S.enterica (Carvalho et al, 2005). 

                Por fim, a literatura descreve que substâncias fenólicas, tais como os 

ácidos fenólicos podem apresentar ação frente ao crescimento microbiano. (Ahn 

et al, 2007). Desta forma, a utilização de extratos vegetais em substituição aos 

conservantes utilizados atualmente pela indústria de alimentos é desejável devido 

à ação antimicrobiana e antioxidante amplamente relatada (Cruz-Galvez et al, 

2013; Ahn et al, 2007). 
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6 RESUMO E  CONCLUSÕES 
 

                  A proposta da dissertação foi avaliar substâncias antioxidantes 

presentes nos extratos dos acessos de pimenta UENF 1417 e UENF 1613 e a 

atividade antimicrobiana, para assim recomendá-los como possíveis substituintes 

de conservantes sintéticos utilizados em alimentos. Pois, conservantes sintéticos 

podem ser associados a efeitos deletérios ao organismo humano, além de toxidez 

já relatada por outros autores (Broinizi et al, 2008; Degáspari, 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 vegetação 

(UAP-UENF) e colhidos 100 dias após a semeadura (fruto verde) e 160 dias após 

a semeadura (fruto maduro). A extração foi realizada por Soxhlet com utilização 

do solvente a 70 %. Foram avaliados teores de fenóis totais, Teor de vitamina C, 

atividade antioxidante, perfil cromatográfico por CLAE, atividade antimicrobiana e 

teste do antibiograma.      

                             O extrato 1417 M e 1617 V apresentaram maiores teores de fenóis 

segundo os métodos colorimétricos, no entanto não foi a melhor metodologia 

para os extratos avaliados.  

                  O maior teor de flavonóides 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 químico avaliado por CLAE sugere a presença de ácidos 

fenólicos 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 gênero Staphylococcus avaliadas. Todos os 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 ação antimicrobiana dos extratos sob as cepas 

avaliadas sugerem que ácidos fenólicos podem estar envolvidos na inibição do 

crescimento bacteriano.  

               Para a avaliação antimicrobiana e teste do antibiograma, os extratos 

preparados com frutos verdes apresentaram melhores resultados. 

                Desta forma, é possível sugerir que os extratos de pimenta 

(principalmente os de estádio de maturação verde) dos acessos avaliados 

possuem promissora ação conservante, pois, possuem atividade antioxidante e 

antimicrobiana e podem atuar como conservantes  naturais em alimentos. 
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