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RESUMO

As pimentas do género Capsicum apresentam como caracteristica sensorial a pungéncia,
decorrente da presenca dos capsaicinoides, principalmente da capsaicina. Estas substancias
possuem atividades bioldgicas dentre as quais a protecdo contra processos oxidativos. Embora
estas pimentas sejam consumidas no mundo inteiro, poucos trabalhos tém reportado um
estudo completo da composi¢do nutricional, dos compostos bioativos e do efeito de extratos
de pimentas em 6leos comestiveis. Neste contexto, este pesquisa apresenta a composicdo
nutricional das trés pimentas Capscicum mais consumidas no Brasil: pimenta malagueta (C.
frutescens), pimenta de cheiro (C. chinense) e pimenta dedo de moca (C. baccatum); a
composicdo dos acidos graxos determinada por Cromatografia Gasosa (CG) usando a
transesterificacdo indireta; o uso da quimica verde obtendo extratos com solventes de baixa
toxicidade, avaliacdo do potencial antioxidante através da determinacdo do teor de fenolicos
totais pelo método Folin-Ciocalteau; avaliacdo da eficiéncia antioxidante empregando os
métodos ABTS, FRAP e DPPH; investigacdo do conteudo de capsaicinoides através das
técnicas espectroscopicas Infravermelho (V) e Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN *H); determinacéo do efeito da adicdo dos extratos hidroalcodlicos das
pimentas na estabilidade oxidativa do 6leo de soja usando o método Rancimat e estudo do
comportamento térmico dos extratos por Termogravimetria (TG) no modo néo isotérmico. Os
resultados obtidos mostraram que o teor de proteina nas pimentas variou de (0,11 + 0,03 a
1,73 + 0,06%), o teor de lipidios de (0,39 + 0,05 a 0,83 + 0,04%) e de carboidratos de (4,56 +
0,05 a 9,96 + 0,05%) g/100 g de amostra. O perfil de &cidos graxos mostrou uma composi¢ao
semelhante das trés pimentas no teor do acido palmitico (C16:0): 20% em C. frutescens e
23% em C. baccatum e em C. chinense. O &cidos graxo linoleico (C18:2) foi majoritario nas
trés pimentas e apenas C. chinense exibiu teor consideravel de dmega-3 a-linolénico (14%).
A quantificaco do teor de fendlicos totais variou de 19,95 + 0,25 a 38,98 + 0,46 mg EAG.g™
de extrato, com valor mais expressivo para 0 extrato etanol/agua (8:2) da pimenta C.
frutescens. A avaliacdo da capacidade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS, mostrou
que a agua foi o solvente mais efetivo na extracdo dos antioxidantes, e o valor de ECsy nos
extratos aquosos das trés pimentas variou de 57,49 + 0,51 a 110,66 + 0,58 e de 34,28 + 0,51 a
138,63 + 0,33 pg/mL de extrato respectivamente. O melhor resultado nestas andlises foi
obtido para a pimenta C. frutescens. Pelo método FRAP, os extratos com maior capacidade
antioxidante foram os obtidos com a mistura etanol/agua (80:20) para as trés pimentas, com
C. frutescens e C. baccatum ndo diferindo estatisticamente e exibindo os melhores resultados
175,48 + 0,77 e 175, 70 + 0,38 uM Trolox.g™ de extrato respectivamente. As técnicas IV e
RMN *H exibiram resultados que corroboraram entre si quanto & maior expressdo de
capsaicina no extrato etanol/agua (80:20) da pimenta C. frutescens. Os valores dos periodos
de inducdo oxidativa obtidos no método Rancimat mostraram que 0s extratos etanol/agua
(80:20) das trés pimentas aumentaram a estabilidade do éleo de soja na concentracdo de 200
mg.kg™ e o extrato da pimenta C. frutescens foi o mais eficiente. As composicdes dos extratos
com o antioxidante sintético tert-Butilhidroquinona (TBHQ) mostraram sinergismo e a
composicdo (100 mg.kg™® TBHQ + 100 mg.kg™ C. baccatum) se mostrou mais efetiva do que
o TBHQ na concentracdo de 200 mg.kg™, a méxima permitida em 6leos comestiveis no
Brasil. A andlise termogravimétrica mostrou que os extratos etanol/agua (80:20) apresentaram
a primeira etapa de perda de massas em temperaturas proximas a 200 °C, mostraram que nao
houve volatilizagdo das substancias presentes nos extratos na temperatura do teste Rancimat.

Palavras chaves: Pimentas Capsicum, perfil de acidos graxos, composi¢do nutricional,
capsaicinoides, atividade antioxidante, estabilidade oxidativa.



ABSTRACT

Peppers of the genus Capsicum present as a sensorial characteristic the pungency, due to the
presence of capsaicinoids, mainly of capsaicin. These substances have biological activities,
among them protection against oxidative processes. Although these peppers are consumed
worldwide, few studies have reported a complete study of nutritional composition, bioactive
compounds and the effect of pepper extracts on edible oils. In this context, this research
presents the nutritional composition of the three Capsicum peppers most consumed in Brazil:
malagueta (C. frutescens), cheiro (C. chinense) and dedo de moca (C. baccatum); the
composition of fatty acids determined by Gas Chromatography (GC) using indirect
transesterification; the use of green chemistry to obtain extracts with solvents of low toxicity,
evaluation of the antioxidant potential through the determination of the total phenolic content
by the Folin-Ciocalteau method; evaluation of antioxidant efficiency using the ABTS, FRAP
and DPPH methods; investigation of the content of capsaicinoids by spectroscopic techniques
Infrared (IV) and Nuclear Magnetic Resonance of Hydrogen (*H NMR); determination of the
effect of the addition of the hydroalcoholic extracts of the peppers on the oxidative stability of
the soybean oil using the Rancimat method and study of the thermal behavior of the extracts
by Thermogravimetry (TG) in non-isothermal mode. Results showed that the protein content
in the peppers varied from (0.11 £ 0.03 to 1.73 + 0.06%), the lipid content of (0.39 + 0.05 to
0.83 + 0.04%) and carbohydrate (4.56 + 0.05 to 9.96 + 0.05%) g / 100 g sample. O perfil de
acidos graxos mostrou uma composicdo semelhante das trés pimentas no teor do acido
palmitico (C16:0): 20% em C. frutescens e 23% em C. baccatum e em C. chinense. Linoleic
fatty acids (C18: 2) were the majority in the three peppers and only C. chinense exhibited
considerable omega-3 a-linolenic content (14%). The quantification of the total phenolic
content ranged from 19.95 + 0.25 to 38.98 + 0.46 mg EAG.g" extract, with the most
significant value for the ethanol / water extract (8: 2) of the pepper C. frutescens. The
evaluation of the antioxidant capacity by the DPPH and ABTS methods showed that water
was the most effective solvent in the extraction of antioxidants, and the EC50 value in the
aqueous extracts of the three peppers ranged from 57.49 + 0.51 to 110.66 + 0.58 and 34.28 +
0.51 to 138.63 + 0.33 ug / mL extract respectively. The best result in these analyzes was
obtained for C. frutescens pepper. From the FRAP method, the extracts with the highest
antioxidant capacity were obtained with the ethanol / water mixture (80:20) for the three
peppers, with C. frutescens and C. baccatum not differing statistically and showing the best
results 175.48 + 0, 77 and 175, 70 + 0.38 uM extract Trolox.g™, respectively. Techniques IV
and *H NMR showed results that corroborated each other regarding the higher expression of
capsaicin in the ethanol / water (80:20) extract of C. frutescens pepper. The values of the
oxidative induction periods obtained in the Rancimat method showed that the ethanol / water
extracts (80:20) of the three peppers increased the stability of the 200 mg.kg™ soybean oil and
the pepper extract C. frutescens was the most efficient. The extracts composition with the
synthetic antioxidant tert-Butylhydroquinone (TBHQ) showed synergism and the composition
(100 mg.kg™ TBHQ + 100 mg.kg™ C. baccatum) showed to be more effective than the TBHQ
in the concentration of 200 mg.kg™, the maximum allowed in edible oils in Brazil. The
thermogravimetric analysis showed that the ethanol / water extracts (80:20) presented the first
step of mass loss at temperatures close to 200 °C, showed that there was no volatilization of
the substances present in the extracts at the temperature of the Rancimat test.

Keywords: Capsicum peppers, fatty acid profile, nutritional composition, capsaicinoids,
antioxidant activity, oxidative stability.
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1 INTRODUCAO

Pimentas sdo vegetais amplamente utilizados na culinaria mundial. Quando ingeridas
ddo ao paladar humano a sensacdo de ardéncia e/ou queimacdo apreciada por muitos
consumidores.

Duas familias botéanicas apresentam espécies cujos frutos exibem estas caracteristicas
sensoriais: a familia Piperaceae, género Piper, com espécies que possuem em sua COmposi¢do
quimica a substancia piperina; e a familia Solanaceae, representada pelo género Capsicum,
caracterizado por exibir pimentas coloridas, que possuem entre 0s seus constituintes quimicos,
os capsaicinoides (ARROWSMITH et al., 2012; ARTINEZ et al., 2015).

O género Capsicum é constituido por cerca de 30 espécies conhecidas. Destas, cinco
sdo domesticadas: C. annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens e C. pubescens e as
demais sdo consideradas selvagens (ISLAM et al., 2015). De acordo com dados histéricos, 0
género é originadrio das Antilhas e das Américas do Sul e Central, e durante os grandes
descobrimentos maritimos foi disseminado para o continente Europeu e da l4 para a Asia e
Africa. Ao longo da disseminacio as espécies foram recebendo varias denominagdes como
pimenta dedo-de-moga, pimenta tabasco, pimentdo, piripiri, entre outros (PERRY et al., 2007,
CASTRO et al., 2011; BOSLAND e VOTAVA, 2012).

O Brasil possui uma grande variedade de pimentas Capsicum. O cultivo é concentrado
no pequeno produtor, o que dificulta o conhecimento da producéo total do pais. Entretanto,
estima-se um valor em torno de 75 mil toneladas por ano e as variedades mais cultivadas séo a
pimenta malagueta (C. frutescens), pimenta dedo de moca (C. baccatum var. pendulo) e
pimenta de cheiro (C. Chinense) (PEREIRA et al., 2015).

Em relacdo ao consumo no Brasil, trés pimentas se destacam: a pimenta malagueta,
pimenta dedo de moca e a pimenta de cheiro. A pimenta malagueta tem elevado grau de
pungéncia. E nativa da bacia Amazonica brasileira e a mais consumida no Brasil. E usada
tanto na culinaria quanto na medicina popular (LUIS et al., 2011; FREIRE et al., 2016). A
pimenta de cheiro, por sua vez, é considerada a mais brasileira das pimentas. E uma pimenta
de pungéncia mais suave do que a pimenta malagueta, sendo cultivada principalmente nas
regides Centro-Oeste e Norte (DE VASCONCELOS et al., 2012; TONON, 2012). A pimenta
dedo de moga é mais consumida nas regides Sudeste e Sul. Possui uma pungéncia
intermediaria entre as duas pimentas anteriormente mencionadas. E usada de diversas formas.
Quando desidratada se transforma em flocos e recebe a denominacao de pimenta “calabresa”

(CARVALHO et al., 2009; GONZALEZ-ZAMORA et al., 2013b).
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Flavonoides, acidos fenodlicos, vitaminas, carotenoides e capsaicinoides constituem os
principais metabdlitos secundarios das pimentas do género Capsicum. Os capsaicinoides séo
0s constituintes quimicos responsaveis pela pungéncia e juntamente com o0s demais
compostos quimicos conferem as pimentas potente atividade antioxidante, o que tem atribuido
a estas, acoes na prevencdo de doengas cardiovasculares e de certos tipos de canceres. A
capsaicina e a dihidrocapsaicina sdo os capsaicinoides mais abundantes nas pimentas. Estima-
se que estas duas substancias representem de 80 a 90% dos capsaicinoides encontrados nas
pimentas (CHEN; KANG, 2013; WAHYUNI et al., 2013; MOKHTAR et al., 2016; DE
VASCONCELOS et al.,, 2012; KHAN; AHMAD; AHMAD, 2014; SUN; XIONG; ZHU,
2016).

Capsaicinoides sdo substancias insollveis em &gua, extraiveis principalmente com
solventes de baixa polaridade como hexano, cloroférmio e acetona. Alguns estudos tém
reportado o uso de solventes de polaridade elevada como o etanol e a agua na extracdo destas
substancias, apesar da discrepancia de polaridade que evidentemente afeta o rendimento do
processo de extracdo. Porém, a seguranca no uso destes solventes aliada a economia de
custos, constituem um bom argumento mais importante do que os rendimentos mais baixos
(SANTOS et a., 2015, DONG et al., 2014; GONZALEZ-ZAMORA et al., 2013;
MEGHVANSI et al., 2010; HURSEL, 2010).

Neste contexto, este trabalhou teve como objetivo utilizar etanol, dgua e suas
combinacbes na obtencdo de extratos de trés variedades de pimentas Capsicum: pimenta
malagueta (C. frustescens), pimenta de cheiro (C. chinense) e pimenta dedo de moca (C.
baccatum) e avaliar a eficiéncia destes solventes de polaridade elevada, mas de baixa
toxicidade, na extracdo dos capsaicinoides objetivando tornar os extratos aplicaveis a 6leos

comestiveis como aditivos antioxidantes.
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2 FUNDAMENTAC}AO TEORICA
2.1 GENERO CAPSICUM
2.1.1 Histérico

Os primeiros registros arqueoldgicos sobre as pimentas do género Capsicum foram
realizados no México e remetem ha aproximadamente nove mil anos. De acordo com relatos
historicos a cultura destes frutos se dava de forma associada com o cultivo de outras espécies,
um tipo muito comum de consércio dos povos pré-colombianos (BUTTOW et al., 2010;
SANTOS).

A partir do século XVI, houve uma propagacao global dos vegetais encontrados nas
novas terras, que lotavam os porfes dos navios europeus. As pimentas receberam diversos
nomes populares, como ardidas, dedo-de-moca, piripiri, tabasco, jalapefio, pimentdo e
pimenta-doce. A comercializacdo e uso destas plantas alcancou o mundo antigo, sendo
consideradas as primeiras especiarias americanas a fazer parte de pratos e solos europeus,
africanos e asiaticos. (SANTOS; BRACHT; CONCEICAOQ, 2012).

Apesar da relevancia das especiarias orientais, principalmente no que diz respeito ao
impacto econbémico, as novas espécies americanas, transformaram-se em mercadorias de
grande valor econdmico, com destaque para as pimentas Capsicum (SANTOS; BRACHAT,;
CONCEICAO, 2013).

Posteriormente houve um aumento acentuado do consumo de pimentas Capsicum no
mundo inteiro. Varios fatores sdo responsaveis por isto: a versatilidade em preparacbes
culinrias, a migragdo de povos com diferentes habitos alimentares e a necessidade da propria
indUstria de alimentos em oferecer novos produtos oriundos de fontes naturais. Recentemente
estes frutos tem despertado interesse como alimentos funcionais e em diversas areas da
medicina, principalmente no tratamento da dor e no controle da obesidade (SRINIVASAN,
2015; DO REGO; FINGER; DO REGO, 2016).

2.1.2 Classificagdo do género

O americano Arthur Cronquist ocupou-se da sistematica de plantas. Apresentou uma

versdo do seu sistema em 1968, depois em 1981, com alteracdes em 1988. O Sistema de
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Cronquist é dividido em duas classes amplas, as plantas mono e dicotileddneas. As ordens
relacionadas estdo colocadas em subclasses. O sistema, como descrito em 1981, tem 321
familias e 64 ordens. A classificacdo taxondmica do género Capsicum esta exposto na Tabela
1 (BARKLEY, 1996; ROMAN, 2010):

Tabela 1 - Classificagéo taxondmica do género Capsicum

Reino: | Plantae
Divisdo: | Spermatophyta
Classe: | Magnoliopsida
Ordem: | Solanales
Familia: | Solanaceae
Género: | Capsicum

Fonte: (BARKLEY, 1996)

A grande diversidade de forma, tamanho e cor dos frutos de Capsicum, além da
variedade morfologica, motivou o agrupamento em espécie, variedade e cultivar. Além dessas
classificacbes, as pimentas também podem ser agrupadas em complexos de espécies, que
relinem os individuos passiveis de cruzamento entre si. Atualmente, existem trés complexos
com estas caracteristicas (BOSLAND; VOTAVA, 2012):

1. C. annuum, que inclui as espécies C. annuum, C. frutescens e C. chinense;

2. C. baccatum, formado apenas pela espécie C. baccatum var. pendulum;

3. C. pubescens, também constituido de somente uma espécie, C. pubescens.

Com relacdo a condicdo de cultivo, a classificacdo do género é feita em espécies
domesticadas e semidomesticadas, Tabela 2 (QIN et al., 2014; PATEL et al., 2016).

Tabela 2 - Espécies e variedades do género Capsicum conforme o grau de domesticacao

Espécies domesticadas Espécies semidomesticadas
C. annuum L. var. annuum C. annuum var. glabriusculum (Dunal) Eshbaugh &
Smith
C. baccatum var. pendulum C. baccatum L. var. baccatum
(Wild) Eshbaugh
C. chinense Jacquin C. baccatum L. var. praetermissum (Heiser & Smith)
Hunziker

C. frutescens L. . chinense Jacquin

. frutescens L.

. cardenasii Heiser & Smith
. chacoense Hunziker

. eximium Hunziker

. tovari Eshbaugh, Smith & Nickrent

O0O0O0O0O00

Fonte: Adaptado de (AGRONOMIA et al., 2011; AGUIAR, 2015)
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A denominacéo silvestre para as pimentas Capsicum se deve ao fato de que muitas
apresentam mecanismo de dorméncia de suas sementes, como é o caso da pimenta cumari (C.
baccatum var. praetermissum). Essa dorméncia é endogena, resultado de fitormbnios que
inibem sua germinacdo. Por outro lado as espécies domesticadas ndo apresentam esta
dorméncia (TEWKSBURY, NABHAN, 2001; BARCHENGER; BOSLAND, 2016). A
Tabela 3 apresenta as principais espécies domesticadas e de uso popular (TONON, 2012).

Tabela 3 - Espécies de pimentas domesticadas e seus nomes populares

Espécies domesticadas Nomes populares

C. annuum Pimentdo, Cayenne, Culiacan, Serrano, Guajillo

C. frutescens Malagueta, Tabasco

C. chinense Pimenta de Cheiro, Bhut Jolokia, Trinidad Moruga
Scorpion, Habanero, Murupi

C. baccatum var. pendulum Pimenta-dedo-de-moca, Cumari

C. pubescens Rocoto

Fonte: Adaptado de (TONON, 2012)

2.1.3 Cultivo de pimentas Capsicum no Brasil

No Brasil, as pimentas Capsicum sdo cultivadas desde o Rio Grande do Sul até o
Estado de Roraima. Goias, S&o Paulo, Minas Gerais, Ceard e Rio Grande do Sul s&o os
principais produtores. O cultivo segue o modelo de agricultura familiar e de integracéo
pequeno agricultor-agroindustria. Os dados sobre a producdo e comercializacdo de pimentas
sdo escassos e as informacdes disponiveis ndo expressam a realidade do comércio desses
frutos, visto que grande parte da producdo é comercializada em mercados regionais e locais
que ndo fazem parte das estatisticas (CARVALHO et al., 2014; JUNIOR et al., 2015;
PAULUS et al., 2015).

Dados da Food and Agrituculture Organization posicionam as exportacGes das
pimentas Capsicum entre as especiarias mais comercializadas no mundo. No Brasil, entre os
anos de 2010 e 2014 a producdo destes frutos responderam por aproximadamente 3.500
toneladas anuais. Em relagcdo ao consumo mundial destas pimentas, as informacdes supdem
1,11 (g per capita/ dia) no mesmo periodo (FAO et al., 2017).


https://en.wikipedia.org/wiki/Cayenne_pepper
https://en.wikipedia.org/wiki/Tabasco_pepper
https://en.wikipedia.org/wiki/Bhut_jolokia
https://en.wikipedia.org/wiki/Trinidad_moruga_scorpion
https://en.wikipedia.org/wiki/Trinidad_moruga_scorpion
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pimenta-dedo-de-mo%C3%A7a
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2.2 CARACTERISTICAS QUIMICAS DO GENERO CAPSICUM
2.2.1 Capsaicinoides

Os capsaicinoides sdo alcaloides e os principais representantes deste grupo de
metabdlitos secundarios sdo a capsaicina e a dihidrocapsaicina, que respondem por mais de
90% da pungéncia das pimentas. Na Tabela 4 estdo apresentadas as estruturas quimicas dos

principais capsaicinoides (ROLLYSON et al., 2014; ISLAM et al., 2015).

Tabela 4: Estruturas quimicas dos principais capsaicinoides

Capsaicinoides Estrutura quimica

HO
Capsaicina :@V”
(trans 8-metil-N-navinila-6-nonenamida) o N\’(\/\/\)\
C18H27NO3 ©

HO
Dihidrocapsaicina :@VH
(8-metil-N-navinila-nonenamida) o NY\N\)\
C1sH29NO3 ©

Nordihidrocapsaicina :@v
(7-metil-N-navinila-octamida) o M

C17H27NO3 °

HO

Homocapsaicina :@VH

(trans 9-metil-N-navinila-7-decanamida) o NM

C19H297NO3
HO

Homodihidrocapsaicina :@vH

(9-metil-N-navinila-decanamida) o NM

C19H27NO3

Fonte: Adaptado de (LU; HO; HUANG, 2016)

Estruturalmente os capsaicinoides sdo amidas formadas pela condensacdo da

vanililamina e uma porgdo da cadeia lateral dos &cidos graxos. As diferengas estruturais entre
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0s capsaicinoides sdo definidas pela natureza desta cadeia lateral, que varia de 9 a 11
carbonos com um numero de ligagdes duplas varidvel em diferentes posicdo ao longo da
cadeia. A concentracdo dos capsaicinoides nas pimentas depende do genotipo, da maturidade
dos frutos e das condi¢Bes de cultivo (MARIA DE LOURDES REYES-ESCOGIDO;
GONZALEZ-MONDRAGON; VAZQUEZ-TZOMPANTZI, 2011; GONZALEZ-ZAMORA
etal., 2013; CAPORASO et al., 2013).

2.2.1.1 Extracédo, quantificacdo e identificacao

Nas ultimas décadas foram desenvolvidos vérios métodos de extracdo de
capsaicinoides. A extracdao por solvente tem sido o método mais empregado e 0s principais
solventes utilizados tem sido metanol, acetonitrila, cloroférmio, hexano, acetato de etila,
acetona e etanol (COSTA et al.,, 2010; TIAN et al., 2013; LETTERS, 2015; LU; HO;
HUANG, 2016; BABEANU, 2016).

De acordo com a literatura os meios de extracdo mais utilizados sdo a maceracao,
agitacdo magnética, extracdo enzimatica, micro-ondas, extracdo auxiliada por ultrassom,
Soxhlet, fluido supercritico e extragdo por liquidos pressurizados. Destacam-se a extracao
assistida por ultrassom (UAE) e a extracdo por fluido supercritico (SFE) como sendo as mais
eficientes e limpas. Embora o SFE utilize um solvente limpo e ndo téxico, sua aplicabilidade
na industria € dificultada pelo uso de aparelhos complexos e caros e pelo baixo rendimento. A
extracdo usando ultrassom em conjunto com o Soxhlet tem se mostrado bastante eficiente,
pois a etapa de sonicacdo provoca o rompimento das paredes celulares dos materiais vegetais,
aumento o contato do solvente com o material facilitando o processo de extracdo (CHANTAI
et al., 2012; SANTOS et al., 2013; BARBERO et al., 2015). A temperatura, tempo de
extracdo, volume de solvente, e a quantidade de amostra também interfere na eficiéncia da
extracdo (LETTERS, 2015; BABEANU, 2016)

As técnicas mais utilizadas para identificar capsaicinoides sdo cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa (CG). A cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo ultravioleta (UV) também pode ser utilizada; contudo, devido a
complexidade da matriz e semelhanca estrutural entre os capsaicinoides, ndo € uma técnica
aplicavel. Para tornar a determinacdo dos capsaicinoides mais adequada, utiliza-se
cromatografia liquida ou gasosa acoplada a técnicas mais seletivas tais como a espectrometria
de massa (HA et al., 2010; ABDULLAH et al., 2011; CHANTAI et al., 2012; SGANZERLA
etal., 2014).
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A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) é conhecida por ser limpa para o
meio ambiente. A andlise é rapida e o consumo de solvente da fase movel é menor do que na
CLAE convencional. Recentemente, o método CLUE acoplado a espectrometria de massa foi
adotado em muitas areas de alimentos, por ser uma técnica mais rapida, de resolugédo
aprimorada e de maior sensibilidade (HA et al., 2010; BAE et al., 2012b; HUANG; LIU;
CHEN, 2014).

Estas técnicas, embora eficientes, sdo onerosas e laboriosas, além de destruirem as
amostras analisadas. As técnicas espectroscopicas, por outro lado, sdo rapidas, ndo requerem
etapas laboriosas de preparacdo das amostras, utilizam pequenas quantidades de amostras e
consumem baixa quantidade de solventes, com respostas aceitveis quando comparadas as
técnicas cromatograficas (DOMINGUEZ-MARTINEZ et al., 2014; LIM et al., 2015). As
técnicas espectroscopicas mais usadas sdo as espectroscopias na regido do ultravioleta (UV-
visivel), na regido do infravermelho (1V) e a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono-13 (RMN **C) (SGANZERLA et al., 2014)MEZA-
MARQUEZ; GALLARDO-VELAZQUEZ; OSORIO-REVILLA, 2010; DOMINGUEZ-
MARTINEZ et al., 2014; KUMAR; CUMBAL, 2016; QUINONES-ISLAS et al., 2013).

Na Gltima década a RMN *H tem se mostrado uma técnica bastante eficiente no estudo
da qualidade de alimentos, seja na quantificacdo de certos metabdlitos, ou seja, na
identificacdo e na investigacdo destes. Trata-se de uma técnica rapida e simples, capaz de
fornecer resultados confiaveis, reprodutiveis e que permitem a contraprova (NAZARI et al.,
2007). Tem sido pouco usada na investigacdo de capsaicinoides nas pimentas, porém tem sido
amplamente utilizada em estudos com outros vegetais (EDMOND; ORTER, 2003) (PAULI;
JAKI; LANKIN, 2012).

2.2.2 Capsaicina

A capsaicina recebeu esta denominacdo em 1876 por Tresh. Sua estrutura molecular
foi determinada em 1919 por Nelson e Dawson, quando isolada da oleorresina de um fruto do
género Capsicum (GOMES; FREITAS, 2014).

A figura 1 apresenta a estrutura quimica da capsaicina (trans-8-metil-N-vanilil-6-
nonenamida) dividida em trés regibes de acordo com seus grupos funcionais: (A) que
corresponde a funcdo fenodlica, (B) a porcdo amidica e (C) que representa a cadeia lateral
hidrofébica. A funcdo antioxidante estd indica pela porcdo A, a caracteristica de pungéncia

pela porcdo B e a interacdo com os receptores vaniloides pela porcdo C (MARIA DE
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LOURDES REYES-ESCOGIDO; GONZALEZ-MONDRAGON; VAZQUEZ-
TZOMPANTZI, 2011).

Figura 1 — Grupos funcionais da molécula de capsaicina: (A) porcdo fendlica; (B) porcédo

amidica e (C) cadeia lateral hidrofébica

I
§ /J\ P CHg
SNH \/\W
CHj
HO
@)
H:C” (A) (B) (©)

Fonte: Adaptado de (MARIA DE LOURDES REYES-ESCOGIDO; GONZALEZ-MONDRAGON,;
VAZQUEZ-TZOMPANTZI, 2011)

As diferentes partes estruturais da molécula da capsaicina ddo caracteristica anfifilica a
substancia. Quanto a caracterizacdo fisica, trata-se de um solido incolor, inodoro e cristalino,
com ponto de fuséo de 62-65 °C e massa molar de 305,4 g/moL (MARIA DE LOURDES
REYES-ESCOGIDO; GONZALEZ-MONDRAGON; VAZQUEZ-TZOMPANTZI, 2011;
NEILL etal., 2012; CHUNG; CAMPBELL, 2016).

2.5 PIMENTAS CAPSICUM MAIS CONSUMIDAS NO BRASIL

No Brasil, entre as pimentas Capsicum mais consumidas estdo as espécies C.

frutescens, C. chinense e C. baccatum e suas variedades.
2.5.1 Capsicum frutescens

C. frutescens é origindria da bacia Amazodnica brasileira. Trata-se de pimentas
picantes, com frutos pequenos, medindo de 1,5 a 3 cm (Figura 2), de formato alongado e de
coloracdo vermelha quando maduros. E a pimenta mais conhecida e consumida no Brasil.
Apresentam cruzamentos com as especies C. annuum, C. baccatum e C. chinense. (TONON,
2012).
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A pimenta malagueta é uma C. frutescens bastante conhecida em todo o Brasil. Na
crenca popular, a pimenta malagueta é conhecida como a tnica que ‘ndo faz mal pra satde’
ou ‘ndo faz mal pra ninguém’. Muito usada na medicina popular como estimulante do apetite,
e antipirética. Na culinaria, costuma ser usada para o preparo de molhos e conservas e em
uma infinidade de pratos (LUIS et al., 2011; FREIRE et al., 2016).

Figura 2 - Pimenta Malagueta (Capsicum frutescens)

Fonte: Autoria prépria

Vérias pesquisas tém sido desenvolvidas com C. frutescens visando o aprimoramento
genético, com frutos com melhores qualidades de fitonutrientes e mais atraentes. E a pimenta
mais utilizada em molhos e conservas (ORNELAS-PAZ et al., 2010; CARVALHO et al.,
2013; REBOUCAS; VALVERDE; TEIXEIRA, 2013; SANTOS et al, 2013;
CHUICHULCHERM et al., 2013; LOIZZO et al., 2013; PAULO; SILVA; MARTINEZ,
2014; SANTOS et al., 2015; FREIRE et al., 2016).

2.5.2 Capsicum chinense

A Capsicum chinense € a mais brasileira das espécies domesticadas e caracteriza-se
pelo aroma acentuado dos seus frutos (Figura 3). Sdo conhecidas como pimenta de Cheiro,
Pimenta de Bode, Cumari do Pard, Murupi, Habanero e Biquinho (DE VASCONCELOS et
al., 2012).
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Figura 3 - Pimenta de Cheiro (Capsicum chinense)

Fonte: Autoria propria

Esta espécie apresenta frutos com uma expressiva variedade de tamanho, forma e cor.
O que implica em uma ampla variabilidade genética para a espécie em questdo. Destacam-se
os frutos de tom amarelo-leitoso, amarelo-claro, amarelo-forte, alaranjado, salmao, vermelho
e até preto. Os centros de diversidades concentram-se na bacia Amazoénica (TONON, 2012).

Apreciada principalmente nas regides Centro Oeste e Norte do pais, como tempero de
arroz, saladas e peixes, especialmente por seu aroma forte e caracteristico com pungéncia
ausente ou suave, apesar da existéncia de frutos com pungéncia alta, a exemplo da pimenta
‘Habanero’, muito popular no México e da pimenta Bhut Jolokia, considerada a pimenta
Capsicum mais picante do mundo, obtida por cruzamentos e originaria da Iindia (BORGES-
GOMEZ et al., 2010; DOMENICO; COUTINHO; GODOY, 2012).

Na regido Centro-Oeste, € mais comum o cultivo da pimenta 'Bode’, que tem frutos
arredondados de cor amarela ou vermelha quando maduros, e da '‘Cumari do Pard', que possui
frutos ovalados de coloracdo amarela quando maduros. Ambas possuem pungéncia e aroma
caracteristicos que as distinguem das demais. A pimenta 'Murupi’, cultivada nos estados do
Amazonas e Para, possui coloracdo amarela e o aroma das pimentas 'De Cheiro' e 'Bode'
(TONON, 2012). Esta pimenta estimula pesquisas que favorecem o conhecimento da
diversidade dos frutos, no que se refere as caracteristicas odoriferas, propriedade que dar
destaque a espécie (CHINN; SHARMA-SHIVAPPA; COTTER, 2010; BUTCHER et al.,
2012; GIUFFRIDA et al., 2013; LILLYWHITE; SIMONSEN; UCHANSKI, 2013; DE
AGUIAR et al., 2014; SGANZERLA et al., 2014; ANANTHAN; SUBHASH; LONGVAH,
2016).
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2.5.3 Capsicum. baccatum

A espécie C. baccatum ¢ nativa dos Andes (Peru e Bolivia), conhecida como “aji” em
alguns paises da América do Sul. E bastante cultivada em todo o continente sul americano,
mas também é encontrada nos Estados Unidos, India e Costa Rica. Cruzam esporadicamente
com C. annuum, C. chinense e C. frutescens (TONON, 2012).

Séo plantas arbustivas, com cerca de 1 m de altura, os frutos sdo alongados, de uma
coloracdo vermelha expressiva quando maduros, podendo alcancar de 8 a 10 cm de
comprimento (Figura 4), cuja pungéncia varia de suave a mediana (CARVALHO et al.,
2009).

Figura 4 - Pimenta Dedo de Moca (Capsicum baccatum)

Fonte: Autoria propria

Recebe denominacgdes diferentes conforme a regido: Dedo de Moga, “Chifre de
Veado” variedades que apresenta frutos grandes. Também ¢ chamada de pimenta “Vermelha”
ou “Calabresa”, quando desidratada e usada na forma de flocos. E uma das mais consumidas
no Brasil, principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Goias
(CARVALHO et al., 2009; GONZALEZ-ZAMORA et al., 2013b).

C. baccatum e utilizada de diversas maneiras: in natura, na forma de molhos,
conservas, geleias, desidratadas e consumidas em flocos. Seu destaque esta na sua pungéncia
mediana, que atrai consumidores ndo tdo adeptos de pimentas mais fortes (SORA et al., 2015;
JORGE; VERONEZI; PEREIRA, 2016; DO REGO; FINGER; DO REGO, 2016).
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3 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos e ensaios deste estudo foram realizados no Campus | da
Universidade Federal da Paraiba, nos seguintes laboratorios: Laboratério de Combustiveis e
Materiais (LACOM), Laboratério de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas
(LARBIM), Laboratério de Compostos de Coordenacao e Quimica de Superficie (LCCQS) e
no Nucleo de Caracterizacdo e Analise da Universidade Federal da Paraiba (NUCAL). O
perfil de &cidos graxos por Cromatografia Gasosa foi realizada no Laboratoire des Sciences de
I'Environnement Marin (LEMAR), Technopole Brest Iroise, Plouzané, France.

O Fluxograma 1, apresenta as etapas do trabalho.

Fluxograma 1 — Etapas de realizacdo dos procedimentos e analises

titulavel, lipidios, proteinas,
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3.1 MATERIAL VEGETAL

As pimentas Malagueta, de Cheiro e Dedo de Moca foram adquiridas em feiras livres
na cidade de Jodo Pessoa-Paraiba, Brasil.

Inicialmente, foram selecionados e escolhidos apenas os frutos maduros para o estudo.
Foram removidos folhas e pedunculos e feita a higienizacdo com &gua corrente. Os frutos
limpos foram acondicionados em sacos plasticos e armazenados em refrigerador para as

etapas seguintes, 3 Kg de cada pimenta ao final do processo.

3.2 REAGENTES QUIMICOS E PADROES

Os padrdes de capsaicina, acido galico, radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazila (DPPH),
acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (TROLOX), 2,4,6-Tris (2-piridil)-s-
triazina (TPTZ), o antioxidante sintético terc-butil hidroquinona (TBHQ) e o solvente
metanol deuterado foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sigma Co., USA). O reagente Folin-
Ciocalteau foi adquirido da Merck. E os demais solventes usados neste trabalho foram obtidos
da F. MAIA. Todos os produtos quimicos e solventes utilizados neste estudo foram de grau

analitico, de acordo com seus fornecedores.

3.3 COMPOSICAO CENTESIMAL

Os frutos Capsicum selecionados e tratados na etapa anterior foram triturados em
liquidificador doméstico a 3550 rpm de rotagdo, em temperatura ambiente, durante 3 min. O
material resultante de cada pimenta foi utilizado para as analises de composicéo centesimal.

As analises de umidade, cinzas, pH e acidez titulavel foram determinados pelo método
oficial de analises, normatizado pela AOAC (2012). O teor de lipidios foi determinado pelo
método de extracdo a frio de acordo com metodologia de BLIGH & DYER (1959) com
pequenas modificagdes. A quantificacdo das proteinas foi determinada de acordo com
LOWRY et al. (1951). E a quantificacdo dos hidratos de carbono foi realizada em aclcares
solGveis total e redutor pelo método DNS ou Método do Acido Dinitrossalicilico (MILLER,
1959).



32

3.4 DETERMINACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

O material vegetal utilizado neste procedimento foi submetido a um prévio tratamento
que consistiu na trituracdo das pimentas in natura, seguida da secagem completa em estufa
com circulacdo de ar forcada a 40 °C. Apds secas as pimentas foram maceradas até a
formacdo de pd e o material utilizado para a determinacdo da composicdo de &cidos graxos
em Cromatografia Gasosa (CG) usando a transesterificacao direta seguindo a metodologia de
HARTMAN & LAGO adaptado a micro escala conforme descrito por (MENEZES et al.,
2015). Uma quantidade de 20 mg do p6 de cada pimenta foi colocadas em tubos de ensaios,
seguido da adicdo de 23 pg do padrdo de &cido tricosanoico (C23:0) e 800 uL de acido
sulfurico mais metanol (H.SOs,-MeOH) a 4% (v/v). A adicdo destas solucBGes se deu em
atmosfera inerte. A mistura reacional foi posta em banho-maria por 10 min a 100 °C e em
seguida posta em repouso, até alcancar a temperatura de 25 °C. Foram adicionados 800 pL de
n-hexano grau analitico seguido de centrifugacdo. Recolhida a fase orgéanica e analisada em
um cromatografo gasoso (COSTA et al., 2015; DUDOGNON et al., 2014; SOUDANT et al.,
1995).

A identificacdo e quantificacdo dos ésteres de acidos graxos foram realizadas por
normalizacdo das areas dos ésteres metilicos, expressos em percentual de area (AUED-
PIMENTEL et al., 2005; HARTMAN; LAGO, 1973).

3.5 OBTENCAO DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICOS

Para a obtencdo dos extratos, foram utilizadas 10 de cada pimenta na forma de po,
obtidas em tratamento semelhante ao do item 3.4; e 100 mL dos solventes agua, etanol e suas
combinacg6es binarias nas proporcdes etanol/agua 0:100, 20:80, 50:50 e 80:20, 100:0 no total
de cinco extratos para cada pimenta. As extragcBes foram feitas por agitagdo da mistura
extrato/solvente em uma mesa agitadora modelo TE-420 Incubadora a 200 rpm a 40 °C em
um tempo de agitacdo de 60 min. Apds filtracdo para a remocdo do material vegetal, o
solvente residual foi removido em rotaevaporador a pressao reduzida. Os tracos de solventes
foram removidos pela exposicdo dos extratos em estufa de circulacdo de ar forgado a 40 °C.
ApOs este tratamento, 0s extratos secos foram pesados e acondicionados em recipientes de

vidro @mbar, armazenados em refrigerador até 0 momento das analises.
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3.6 TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

O teor de fendlicos totais foi determinado pelo método colorimétrico Folin-Ciocalteau
com pequenas modificacdes (ROSSI; SINGLETON, 1965). Inicialmente uma aliquota de 30
pL de cada extrato foi transferida para um tubo de ensaio, adicionado 60 pL do reagente
Folin-Ciocalteau e 2640 pL de agua destilada. A mistura foi agitada durante 1 min. Em
sequida, 180 pL de uma solucdo de Na,CO3 a 15% foram adicionados a mistura e agitados
por 30 segundos, resultando na concentragéo final de 100 pg. mL™. Apés repousar por 2 h na
auséncia da luz, a absorbancia das amostras foi lida em um espectrofotdmetro UV-vis da
Shimadzu, modelo UV-2550 a 760 nm. O teor de fendlicos totais foi determinado por
interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibracdo construida com
padrdes de acido gélico (1 a 15 ug. mL™ em etanol) e expressos como miligramas equivalente

do &cido galico por grama dos extratos.

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.7.1 Sequestro do cétion radical 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) —
(ABTS)

A determinacdo da AAT pela captura de radicais ABTS foi realizada a partir da reacédo
de uma solucdo reserva de ABTS e uma solucdo de persulfato de potassio que foi mantida no
escuro durante 16 horas. Esta mistura foi diluida com alcool etilico até alcancar uma
absorbancia de 0,70 + 0,05 nm a 734 nm. Misturou-se uma aliquota de 30 pL de cada amostra
com 3 mL de ABTS e manteve-se no escuro durante 6 minutos. A absorbancia foi medida a
734 nm. Utilizou-se uma solucdo de Trolox como padrdo (0,025g de Trolox em alcool
etilico). A atividade antioxidante foi expressa em pM Trolox/100 g da amostra (SANCHEZ-
MORENO; LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1998).

3.7.2 Capacidade antioxidante pelo método de reducéo do ferro (FRAP)

O poder de reducéo do ferro pelos extratos foi determinado de acordo com o
método proposto por BENZIE; STRAIN (1996). Primeiro, transferiu-se 90 puL da amostra
para tubos de ensaio e adicionou-se 270 uL de &gua destilada e 2,7 mL de reagente FRAP

(combinacédo de 25 mL de tampéo acetato 0,3 M; 2,5 mL de uma solucdo de TPTZ 10 mM e
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2,5 mL de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM). Esta mistura foi mantida em
banho-maria durante 30 minutos a 37°C e a absorbancia foi medida a 595nm. Os resultados

foram expressos como uM Trolox/mg.

3.7.3 Atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

O radical DPPH- foi quantificado pelo método proposto por Brand-Williams et al.,
com algumas modificacdes. Este método baseia-se na captura do DPPH« pelos antioxidantes
presentes na amostra, que resulta em um decréscimo da absorbancia a 515 nm (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Aliquotas de 0,3 mL da solugdo dos extratos
mais 2,7 mL da solucdo estoque de DPPH. (Solucéo estoque: 2,4mg de DPPH foi dissolvido
em metanol e o volume completado com metanol para 100 mL em um baldo volumétrico).
Foram incubados em temperatura ambiente, em local escuro por 30 minutos e a absorbancia
mensurada a 515 nm. Os resultados foram expressos em % AAT (atividade antioxidante
total). Foi preparada uma curva padrdo com solucdo de Trolox em diferentes concentragdes.

Os resultados foram expressos em %moles / g amostra em base seca.

3.8 IDENTIFICACAO DE CAPSAICINA NOS EXTRATOS

3.8.1 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

Para a analise de investigacdo de capsaicina nos extratos das pimentas, foram
utilizadas 20 g de cada extrato dissolvidos em 0,5 mL de metanol deuterado (MeOH-d4). Os
espectros de RMN *H foram registados a 499,58 MHz em MeOH-d6. As anélises de RMN *H
foi realizadas em um espectrémetro Varian DRX-500. Foram feitas 8 repeticdes de varreduras
e 0 tempo de aquisi¢do foi 2,05 segundos. Para critérios de comparagdo utilizou-se o espectro
de RMN 'H da capsaicina pura, obtida nas mesmas condicdes experimentais, porém

utilizando 5 mg da mesma.

3.8.3 Infravermelho

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (1V) foram obtidos em um

espectrofotdbmetro de infravermelho por transformada de Fourier, modelo FTIR Prestige-21,
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marca Shimadzu, onde as amostras foram analisadas pelo método de ATR (Attenuated Total

Reflectance) com varredura na regi&o de 600 a 4000 cm™.
3.9 PERFIL TERMICO DOS EXTRATOS (TG/DTA/DTG)

As curvas termogravimétricas dos extratos foram obtidas em um analisador térmico
simultaneo TG-DTA Shimadzu, modelo DTG-60H, utilizando atmosfera de ar sintético com
fluxo de 50 mL.min, na razio de aquecimento de 10 °C.min™. Foram utilizadas
aproximadamente 10 mg das amostras em cadinhos de alumina, e a faixa de temperatura
variou de 25 — 1000 °C, para os testes ndo isotérmicos. As andlises usando a condi¢do
isotérmica seguiram as mesmas condi¢des de atmosfera e quantidade de amostra. A taxa de
aquecimento foi de 10 °C.min™ até o sistema atingir 100 °C, seguindo taxa de 2 °C.min™* até

atingir 110 °C, temperatura de analise isotérmica.
3.10 ESTABILIDADE OXIDATIVA PELO METODO RANCIMAT

A estabilidade oxidativa das amostras de 6leo de soja aditivadas com os extratos das
pimentas foi determinada em um equipamento 873 Biodiesel Rancimat, da Metrohm. As
analises foram feitas conforme metodologia da AOCS Cd 12b-92 (AOCS PRESS, 2009),
utilizando 2 g de amostra, temperatura de 110 °C e fluxo de ar 10 L.h™". Os resultados foram
expressos como periodo de indugdo (PI) em horas, determinado a partir do ponto de inflexao

da curva de condutividade da agua versus tempo, registrada pelo software do equipamento.
3.12 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos na forma de média + desvio padrdo, utilizando-se
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para identificar diferencas significativas entre
as médias (p < 0,05). Todas as analises foram realizadas em triplicata (n = 3). Os dados foram
tratados no Programa ACTION 2.4 (2012).



36

REFERENCIAS

ABDULLAH, Z. et al. Determination of Capsaicin and Dihydrocapsaicin in Capsicum Fruit
Samples using High Performance Liquid Chromatography. p. 8919-8929, 2011.

ACTION. Versdao 2.4. Licenca Publica geral. Sdo Carlos. ESTATCAMP, v. Versdo 2.4,
2012.

AGRONOMIA, P. D. E. P. E. M. et al. CAMPUS JATAI Capsicum chinense Jacq .
COLETADOS NO SUDOESTE CAMPUS JATAI PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
EM AGRONOMIA Capsicum chinense Jacq . COLETADOS NO SUDOESTE. 2011.
AGUIAR, A. C. DE. VALORIZAQAO DE PIMENTAS Capsicum NATIVAS DO BRASIL
COM USO DE TECNOLOGIA. UNICAMP, Tese, v. 1, p. 161, 2015.

ANANTHAN, R.; SUBHASH, K.; LONGVAH, T. Capsaicinoids, amino acid and fatty acid
profiles in different fruit components of the world hottest Naga king chilli (Capsicum
chinense Jacq). Food Chemistry, v. 2013, 2016.

ANASTAS, P. T.; WARNER, J. C. Green Chemistry: Theory and Practice. Oxford
University Press, New York, 1998.

AOAC. Official methods and recommended pratices of the American Oil Chemists™ Society.
p. 1b-89, 2009.

AOAC. Official Methods of analysis of AOAC International. Washington, DC.: AOAC
International, v. 19. ed., 2012.

AOCS PRESS. Official Methods and Recommended Practices os the American Oil Chemists’
Society: Fats, Oils and Lipid Related Analytical Methods. v. Champaign, n. 6ed., 2009.
ARROWSMITH, S. et al. Research Article: Effects of salt stress on capsaicin content,
growth, and fluorescence in a Jalapefio cultivar of Capsicum annuum (Solanaceae). 2012.
ARTINEZ, C. A. M. et al. A L ATE C RETACEOUS P IPER ( P IPERACEAE ) FROM C
OLOMBIA AND DIVERSIFICATION PATTERNS FOR THE GENUS 1. v. 102, p. 273
289, 2015.

AUED-PIMENTEL, S. et al. Saturated fatty acids in foodstuffs: comparison of procedures in
gas chromatographic analysis. Revista Instituto Adolfo Lutz, v. 64, n. 2, p. 167-172, 2005.
BABEANU, N. EXTRACTION AND ANALYTICAL METHODS OF CAPSAICINOIDS -
A REVIEW. v. XX, 2016.

BAE, H. et al. Variation of antioxidant activity and the levels of bioactive compounds in
lipophilic and hydrophilic extracts from hot pepper ( Capsicum spp .) cultivars. Food
Chemistry, v. 134, n. 4, p. 1912-1918, 2012a.



37

BAE, H. et al. Extraction efficiency and validation of an HPLC method for flavonoid analysis
in peppers. Food Chemistry, v. 130, n. 3, p. 751-758, 2012b.

BARBERO, G. F. et al. Capsaicinoid contents in peppers and pepper-related spicy foods.
International Journal of Food Properties, v. April, p. 37-41, 2015.

BARCHENGER, D. W.; BOSLAND, P. W. Scientia Horticulturae Exogenous applications of
capsaicin inhibits seed germination of Capsicum annuum. Scientia Horticulturae, v. 203, p.
29-31, 2016.

BARKLEY, T. M. On the contribution of Arthur Cronquist to botanical science at The N e w
York Botanical Garden. v. 48, n. 3, p. 372-375, 1996.

BENNETT, D. J.; KIRBY, G. W. Constitution and biosynthesis of capsaicin. Journal of the
Chemical Soiety C. Organic, p. 442-446, 1968.

BENZIE, I. F.; STRAIN, J. J. The ferric reducing ability of plasma (FRAP) as a measure of
“antioxidant power”: the FRAP assay. Analytical Biochemistry, v. 239, p. 70-76, 1996.
BLIGH, E. G.; DYER, W. J. A rapid method of total lipid extaction and purification.
Canadian Journal of Biochemistry and Physiology, v. 37, p. 911-917, 1959.
BORGES-GOMEZ, L. et al. Capsaicinoids in Habanero Pepper (Capsicum chinense Jacqg.)
Under Various Humidity and Nutritional Conditions Lizette. Sociedad Mexicana de la
Ciencia del Suelo, v. 28, p. 3541, 2010.

BOSLAND, P. W.; VOTAVA, E. J. Pepper vegetable and spice capsicums. Cambridge:
CABI, v. 2nd ed., 2012.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M. E.; BERSET, C. Use of a free radical method to
evaluate antioxidant activity. Food Sci ence and Technology, v. 28, p. 25-30, 1995.
BUTCHER, J. D. et al. Environmental and Genotypic Variation of Capsaicinoid and
Flavonoid Concentrations in Habanero ( Capsicum chinense ) Peppers. v. 47, n. 5, p. 574—
579, 2012.

BUTTOW, M. V. et al. Diversidade genética entre acessos de pimentas e pimentdes da
Embrapa Clima Temperado. Ciéncia Rural, v. 40, n. 6, p. 1264-1269, 2010.

CAPORASO, N. et al. Capsaicinoids , antioxidant activity , and volatile compounds in olive
oil fl avored with dried chili pepper ( Capsicum annuum ). p. 1-9, 2013.

CARVALHO, A. V. et al. Caracterizacdo de Genotipos de Pimentas Capsicum spp. Durante a
Maturagdo. EMBRAPA Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento, v. 90, 2014,
CARVALHO, S. I. C. DE et al. “BRS Mari”: nova cultivar de pimenta dedo-de-moca para
processamento. Nova cultivar, v. 27, p. 571-573, 2009.

CARVALHO, S. I. C. DE et al. “BRS Mari”: nova cultivar de pimenta dedo-de-moca para



38

processamento. v. 1, n. 2, p. 85-89, 2013.

CERVANTES-PAZ, B. et al. Antioxidant activity and content of chlorophylls and carotenoids
in raw and heat-processed Jalapefio peppers at intermediate stages of ripening. Food
Chemistry, v. 146, p. 188-196, 2014.

CHANTAI, S. et al. Determination of Capsaicin and Dihydrocapsaicin in Some Chilli
Varieties using Accelerated Solvent Extraction Associated with Solid-Phase Extraction
Methods and RP-HPLC-Fluorescence. Resource Agricultural, v. 9, n. 3, p. 1550-1561,
2012,

CHEN, L.; KANG, Y.-H. Anti-inflammatory and antioxidant activities of red pepper
(Capsicum annuum L.) stalk extracts: Comparison of pericarp and placenta extracts. Journal
of Functional Foods, v. 5, n. 4, p. 1724-1731, 2013.

CHINN, M. S.; SHARMA-SHIVAPPA, R. R.; COTTER, J. L. Food and Bioproducts
Processing Solvent extraction and quantification of capsaicinoids from Capsicum chinense.
Food and Bioproducts Processing, v. 89, n. 4, p. 340-345, 2010.

CHUICHULCHERM, S. et al. Optimization of capsaicin purification from Capsicum
frutescens Linn . with column chromatography using Taguchi design. Industrial Crops &
Products, v. 44, p. 473-479, 2013.

CHUNG, M. K.; CAMPBELL, J. N. Use of capsaicin to treat pain: Mechanistic and
therapeutic considerations. Pharmaceuticals, v. 9, n. 4, p. 1-20, 2016.

CISNEROS-PINEDA, O. et al. Capsaicinoids quantification in chili peppers cultivated in the
state of Yucatan, Mexico. Food Chemistry, v. 104, n. 4, p. 1755-1760, 2007.

COSTA, F. et al. Essential Fatty Acid Assimilation and Synthesis in Larvae of the Bivalve
Crassostrea gigas. Lipids, p. 503-511, 2015.

COSTA, L. M. DA et al. Atividade antioxidante de pimentas do género Capsicum. Food
Science and Technology (Campinas), v. 30, n. x, p. 51-59, 2010.

DE AGUIAR, A. C. et al. Supercritical fluid extraction and low pressure extraction of
Biquinho pepper (Capsicum chinense). LWT - Food Science and Technology, v. 59, n. 2P2,
p. 1239-1246, 2014.

DE VASCONCELQOS, C. S. et al. Determinacdo da dissimilaridade genética entre acessos de
Capsicum chinense com base em caracteristicas de flores. Revista Ceres, v. 59, n. 4, p. 493—
498, 2012.

DO REGO, E. R,; FINGER, F. L.; DO REGO, M. M. Production and breeding of chilli
peppers (capsicum spp.). [s.l: s.n.].

DOMENICO, C. l.; COUTINHO, J. P.; GODOY, H. T. Caracterizagdo agronémica e



39

pungéncia em pimenta de cheiro. p. 466472, 2012.

DOMINGUEZ-MARTINEZ, I. et al. Determination of capsaicin, ascorbic acid, total phenolic
compounds and antioxidant activity of Capsicum annuum L. var. serrano by mid infrared
spectroscopy (Mid-FTIR) and chemometric analysis. Journal of the Korean Society for
Applied Biological Chemistry, v. 57, n. 1, p. 133-142, 2014.

DONG, X. et al. LWT - Food Science and Technology Stage extraction of capsaicinoids and
red pigments from fresh red pepper ( Capsicum ) fruits with ethanol as solvent. LWT - Food
Science and Technology, v. 59, n. 1, p. 396-402, 2014.

DUDOGNON, T. et al. Mitochondrial activity , hemocyte parameters and lipid composition
modulation by dietary conditioning in the Pacific oyster Crassostrea gigas. p. 303-317, 2014.
EDMOND, W. A. A. R,; ORTER, N. O. E. L. G. P. Extraction of Chili , Black Pepper , and
Ginger with Near-Critical CO 2 , Propane , and Dimethyl Ether : Analysis of the Extracts by
Quantitative Nuclear Magnetic Resonance. 2003.

FAQ, J. et al. DISCUSSION PAPER ON THE ESTABLISHMENT MAXIMUM LEVELS
FOR MYCOTOXINS IN SPICES. 2017.

FREIRE, P. et al. Evaluation of antioxidant potential of pepper sauce ( Capsicum frutescens L
.). Cogent Food & Agriculture, v. 13, n. 1, p. 1-7, 2016.

GALICO, D. A. et al. Thermal and spectroscopic studies of the antioxidant food additive
propyl gallate. v. 182, p. 89-94, 2015.

GIUFFRIDA, D. et al. Characterization of 12 Capsicum varieties by evaluation of their
carotenoid profile and pungency determination. Food Chemistry, v. 140, n. 4, p. 794-802,
2013.

GOMES, M.; FREITAS, N. FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS CAMPUS DE
BOTUCATU VIBRACAO DE PLANTAS DE PIMENTA ( Capsicum sp ) PARA
PRODUCAO DE FRUTOS E SEMENTES EM AMBIENTE CAMPUS DE BOTUCATU
VIBRACAO DE PLANTAS DE PIMENTA ( Capsicum sp ) PARA. 2014.
GONZALEZ-ZAMORA, A. et al. Characterization of Different Capsicum Varieties by
Evaluation of Their Capsaicinoids Content by High Performance Liquid Chromatography,
Determination of Pungency and Effect of High Temperature. p. 13471-13486, 2013a.
GONZALEZ-ZAMORA, A. et al. Characterization of different capsicum varieties by
evaluation of their capsaicinoids content by high performance liquid chromatography,
determination of pungency and effect of high temperature. Molecules, v. 18, n. 11, p. 13471-
13486, 2013b.

HA, J. et al. Determination of Capsaicinoids in Foods Using Ultra High Performance Liquid



40

Chromatography. v. 19, n. 4, p. 1005-1009, 2010.

HARTMAN, L.; LAGO, R. C. A. Rapid preparation of fatty acid methil esters from lipids.
Lab. Prac., v. 22, p. 475-476, 1973.

HUANG, H.; LIU, M.; CHEN, P. Recent Advances in Ultra-High Performance Liquid
Chromatography for the Analysis of Traditional Chinese Medicine. Analytical Letters, v. 47,
n. 11, p. 37-41, 2014.

ISLAM, A. et al. Scientia Horticulturae Variability in capsaicinoid content in different
landraces of Capsicum cultivated in north-eastern India. Scientia Horticulturae, v. 183, p.
66-71, 2015.

JORGE, N.; VERONEZI, C. M.; PEREIRA, D. C. Extracts of red peppers: antioxidant
activity and sensory evaluation. Nutrition & Food Science, v. 46, n. 2, p. 228-236, 2016.
JUNIOR, M. V. et al. Eficiéncia do uso da 4gua em pimenta da espécie Capsicum frutescens
L ., variedade tabasco Abstract Resumen Introducéo. v. 8, n. 3, p. 53-61, 2015.

KHAN, I.; AHMAD, H.; AHMAD, B. Anti-glycationand Anti-oxidation properties of
Capsicum frutescens and Curcuma longa fruits: Possible role in prevention of diabetic
complication. Pakistan Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 27, n. 5, p. 1359-1362,
2014.

KOBUS-CISOWSKA, J. et al. b -Sitosterol and campesterol stabilisation by natural and
synthetic antioxidants during heating. v. 128, p. 937-942, 2011.

KUMAR, B.; CUMBAL, L. UV-Vis, FTIR and antioxidants study of Persea Americana
(Avocado) leaf and fruit: A comparison. Revista de la Facultad de Ciencias Quimicas, V.
14, p. 13-20, 2016.

KWON, K. et al. Solubility of red pepper ( C apsicum annum ) oil in near- and supercritical
carbon dioxide and quantification of capsaicin. v. 28, n. 6, p. 1433-1438, 2011.

LETTERS, R. B. Influence of process parameters on the extraction of capsaicinoids from
various Capsicum species cultivated in Romania. v. 20, n. 5, p. 10767-10772, 2015.

LIM, J. et al. Design and Fabrication of a Real-Time Measurement System for the
Capsaicinoid Content of Korean Red Pepper (Capsicum annuum L.) Powder by Visible and
Near-Infrared Spectroscopy. p. 27420-27435, 2015.

LOIZZO, M. R. et al. Evaluation of chemical profile and antioxidant activity of twenty
cultivars from Capsicum annuum, Capsicum baccatum, Capsicum chacoense and Capsicum
chinense: A comparison between fresh and processed peppers. LWT - Food Science and
Technology, v. 64, n. 2, p. 623-631, 2015.

LOWRY, O. H. et al. Protein measurement with the folin-phenol reagent. Journal of Biology



41

and Chemistry, p. 193:265-75, 1951.

LU, M.; HO, C.; HUANG, Q. ScienceDirect capsaicinoids. Journal of Food and Drug
Analysis, 2016.

LUIS, A. et al. Uso medicinal da pimenta malagueta ( Capsicum frutescens L .) em uma
comunidade de varzea a margem do rio Amazonas , Santarém , Para , Brasil Medicinal use of
malagueta chili pepper ( Capsicum frutescens L .) in a floodplain community , Amazon River
, San. v. 0, p. 543-557, 2011.

MARIA DE LOURDES REYES-ESCOGIDO; GONZALEZ-MONDRAGON, E. G;
VAZQUEZ-TZOMPANTZI, E. Chemical and pharmacological aspects of capsaicin.
Molecules, v. 16, n. 2, p. 1253-1270, 2011.

MEGHVANSI, M. K. et al. A potencial source of capsaicinoids with broadspectrum
ethnopharmacolical applications. Journal of Ethnopharmacology, v. 132(1), p. 1-14, 2010.
MENEZES, R. S. et al. Evaluation of fatty acid composition of the microalgae Choricystis
minor var . minor according to two different nutrient feeding strategies. Journal of
Renewable and Sustainnable Energy 7, v. 43117, 2015.

MEZA-MARQUEZ, O. G.; GALLARDO-VELAZQUEZ, T.; OSORIO-REVILLA, G.
Application of mid-infrared spectroscopy with multivariate analysis and soft independent
modeling of class analogies (SIMCA) for the detection of adulterants in minced beef. Meat
Science, v. 86, n. 2, p. 511-519, 2010.

MILLER, G. L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar.
Analytical Chemistry, v. 31, p. 426, 1959.

MOKHTAR, M. et al. Capsaicinoids and Carotenoids in Capsicum annuum L .: Optimization
of the Extraction Method , Analytical Characterization , and Evaluation of its Biological
Properties. p. 1381-1390, 2016.

NAZARI, F. et al. Multivariate optimisation of microwave-assisted extraction of capsaicin
from Capsicum frutescens L. and quantitative analysis by 1H-NMR. Phytochemical
Analysis, v. 18, n. 4, p. 333-340, 2007.

NEILL, J. O. et al. Unravelling the Mystery of Capsaicin: A Tool to Understand and Treat
Pain. The American Society for Pharmacology and Experimental Therapeutics, v. 64, n.
4,p. 939-971, 2012.

PATEL, K. et al. Characterisation of volatile profiles in 50 native Peruvian chili pepper using
solid phase microextraction—gas chromatography mass spectrometry (SPME-GCMS). Frin,
v. 89, p. 471-475, 2016.

PAULI, G. F.,; JAKI, B. U.; LANKIN, D. C. Quantitative 1 H NMR. Development and



42

Potential of an Analytical Method: An Update. 2012.

PAULUS, D. et al. Comunicacédo Cientifica. Horticultura Brasileira, v. 33, n. 1, p. 91-100,
2015.

PEREIRA, I. S. et al. Validagio de marcadores moleculares associados & pungéncia em
pimenta. Horticultura Brasileira, v. 33, n. 2, p. 189-195, 2015.

PINHEIRO, R. S.; LANDO, T.; CARPES, S. T. Quimica verde e seus principios. Il
Simposio Nacional de Ensino de Ciéncia e Tecnologia, 2012.

QIN, C. et al. Whole-genome sequencing of cultivated and wild peppers provides insights into
Capsicum domestication and specialization. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 111, n. 14, p.
5135-5140, 2014.

QUINONES-ISLAS, N. et al. Detection of adulterants in avocado oil by Mid-FTIR
spectroscopy and multivariate analysis. Food Research International, v. 51, n. 1, p. 148—
154, 2013.

REBOUCAS, T. N. H.; VALVERDE, R. M. V; TEIXEIRA, H. L. Bromatology of fresh and
processed chili pepper [Bromatologia da pimenta malagueta in natura e processada em
conserva]. Horticultura Brasileira, v. 31, n. 1, p. 163-165, 2013.

REDDY, U. K. et al. Identification of Gene-Specific Polymorphisms and Association with
Capsaicin Pathway Metabolites in Capsicum annuum L . Collections. v. 9, n. 1, 2014.
RICHINS, R. D. et al. A “green” extraction protocol to recover red pigments from hot
capsicum fruit. HortScience, v. 45, n. 7, p. 1084-1087, 2010.

ROLLYSON, W. D. et al. Bioavailability of capsaicin and its implications for drug delivery.
Journal of Controlled Release, v. 196, p. 96-105, 2014.

ROMAN, A. L. C. As pimentas Capsicum L. no cotidiano de uma comunidade de varzea (Rio
Amazonas), Santarém, Para, Brasil. p. 484, 2010.

ROSSI, J. A.; SINGLETON, V. L. Colorimetry of total phenolics with phosphomolybdic-
phosphotungstic acid reagents. American Journal of Enology and Viticulture, v. 16, n. 3, p.
144-158, 1965.

SANATOMBI, K.; G.J.SHARMA. Capsaicin Content and Pungency of Different Capsicum
spp. Cultivars. Notulae Botanicae Horti Agrobotanici Cluj-Napoca, v. 36, n. 2, p. 89-90,
2008.

SANCHEZ-MORENO, C.; LARRAURI, J. A.; SAURA-CALIXTO, F. A. A procedure to
measure the ant iradical efficiency of polyphenols. Journal of the Science of Food and
Agriculture, v. 76, p. 270-276, 1998.

SANTOS, C. F. M. DOS; BRACHT, F.; CONCEICAO, G. C. DA. A carreira da malagueta:



43

uso e disseminacdo das plantas do género Capsicum nos séculos XVI e XVII. Revista IDeAS
— Interfaces em Desenvolvimento, Agricultura e Sociedade, Rio de Janeiro — RJ, v. 6, n.
2, p. 134-16, 2012.

SANTOS, P. et al. Supercritical carbon dioxide extraction of oleoresin from malagueta pepper
(Capsicum frutescens L.) enhanced by ultrasound. p. 1-7, 2013.

SANTOS, P. et al. Ultrasonics Sonochemistry Supercritical carbon dioxide extraction of
capsaicinoids from malagueta pepper ( Capsicum frutescens L .) assisted by ultrasound.
Ultrasonics - Sonochemistry, v. 22, p. 78-88, 2015.

SANTOS, C. F. M. DOS; BRACHAT, F.; CONCEICAO, G. C. DA. Das virtudes da
ardéncia: Uso e disseminacdo dos frutos de Capsicum nos séculos XVI e XVII. Boletim do
Museu Paraense Emilio Goeldi:Ciencias Humanas, v. 8, n. 1, p. 59-75, 2013.
SGANZERLA, M. et al. Fast method for capsaicinoids analysis from Capsicum chinense
fruits. Food Research International, v. 64, p. 718-725, 2014.

SORA, G. T. DE S. et al. FATTY ACID COMPOSITION GENUS PEPPERS. v. 39, n. 4, p.
372-380, 2015.

SOUDANT, P. et al. Separation of major polar lipids in Pecten maximus by high-performance
liqguid chromatography and subsequent determination of their fatty acids using gas
chromatography. J.Chromatogr B-Biomed. Appl., v. 673, p. 15-26, 1995.

SRINIVASAN, K. Biological Activities of Red Pepper ( Capsicum annuum ) and Its Pungent
Principle Capsaicin: A Review. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 8398, n.
December, p. 00-00, 2015.

SUN, F.; XIONG, S.; ZHU, Z. Dietary Capsaicin Protects Cardiometabolic Organs from
Dysfunction. Nutrients, v. 8, n. 5, p. 1-13, 2016.

TEWKSBURY, J. J. , NABHAN, G. P. Seed dispersal directed deterrence by capsaicin in
chillies. Nature, v. 412, n. 6845, p. 403-404, 2001.

TIAN, Y. et al. Ultrasonics Sonochemistry Optimization of ultrasonic-assisted extraction of
pomegranate ( Punica granatum L .) seed oil. Ultrasonics - Sonochemistry, v. 20, n. 1, p.
202-208, 2013.

TODD, P. H.; BENSINGER, M. G.; BIFTU, T. Determination of Pungency Due to Capsicum
by Gas-Liquid Chromatography. Journal of Food Science, v. 42, n. 3, p. 660-665, 1977.
TONON, P. DE. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS. 2012.

TUCKER, J. L. Green chemistry, a pharmaceutical perspective. Organic Process Research
and Development, v. 10, n. 2, p. 315-319, 2006.

WAHYUNI, Y. et al. Secondary Metabolites of Capsicum Species and Their Importance in



the Human Diet. Journal of Natural Products, v. 76, n. 4, p. 783-793, 2013.

44



45

ARTIGO 1

COMPOSICAO NUTRICIONAL E AVALIACAO DA EFICIENCIA DA QUIMICA
VERDE NA EXTRAGCAO DOS ANTIOXIDANTES DE PIMENTAS CAPSICUM

Vania M. B. Silva?, Vilma B. S. Aradjo®, Roberto Sassi®, Antonia L. Souza*®

% Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Centro de Tecnologia,
Campus I, Universidade Federal da Paraiba, CEP 58051-900 Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.

® Departamento de Sistemética e Ecologia, Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza, Campus
I, Universidade Federal da Paraiba, CEP 58051-900 Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.

° Programa de P6s-graduagdo em Quimica, Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza, Campus
I, Universidade Federal da Paraiba, CEP 58051-900 Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.

Resumo

Este artigo apresenta 0 uso da quimica verde na extracdo de compostos bioativos de trés
pimentas do género Capsicum: pimenta malagueta (C. frutescens), pimenta dedo de moga (C.
baccatum) e pimenta de cheiro (C. chinense). Para tanto foram utilizados &gua, etanol e suas
combinagbes como solventes nas extracdes. A eficiéncia dos solventes foi avaliada através da
investigacdo da presenca de capsaicinoides nos extratos por meio da Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H), da determinacdo do potencial
antioxidante através do teor de fendlicos totais pelo método Folin-Ciocalteau e da capacidade
antioxidante usando os métodos DPPH, ABTS e FRAP. O estudo também determinou a
composic¢do nutricional e a identificacdo dos &cidos graxos presentes nas pimentas in natura
por Cromatografia Gasosa (CG) usando a transesterificacdo direta. De acordo com 0s
resultados obtidos o uso dos solventes foi eficiente na extracdo dos compostos antioxidantes
das pimentas, e os mais efetivos foram agua, etanol e as combinacdes etanol/agua (80:20) e
(20:80). Em relacdo a composicdo nutricional os teores de proteinas variaram de 0,11 + 0,03 a
1,73 = 0,06 ¢g/100 g de pimenta. Os teores de lipidios foram inexpressivos e os teores de
carboidratos variaram de 4,56 + 0,05 a 9,96 + 0,05 g/100 g de pimenta e o maior valor foi
encontrado para C. frutescens. A composicao de acidos graxos mostrou que o &cido palmitico
estd presente em quantidades semelhante nas pimentas, 20% em C. frutescens e 23% em C.
chinense e em C. baccatum. Apenas a pimenta C. baccatum mostrou quantidade expressiva
do &cido 6mega-3 a-linolénico (14%). O é&cido 6mega-6 linoleico foi encontrado em
guantidades elevadas nas trés pimentas principalmente em C. frutescens (54%). O teor de
acidos graxos saturados variou de 29 a 37% e o percentual mais elevado foi em C. chinense.

Palavras chaves: Pimentas Capsicum; Perfil lipidico; Antioxidantes; RMN *H.
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Introducéo

As pimentas sdo espécies vegetais pertencentes as familias Solanaceae e Piperaceae.
Nesta Gltima, representada pelo género Pipper, com espécies que apresentam a substancia
piperina entre seus constituintes quimicos; e na familia Solanaceae, est4 o género Capsicum,
que possui 0s capsaicinoides entre seus componentes quimicos. As pimentas do género
Capsicum sdo originarias das Antilhas e das Américas Central e do Sul (USDA-ARS, 2011).
Foram descobertas no periodo das grandes navegaces, nas viagens de Cristovdo Colombo e,
desde entdo, disseminadas para o resto do mundo (QIN et al., 2014).

Estas pimentas sdo fontes importantes de uma série de fitonutrientes, como o0s
carotenoides (a- € f-caroteno e S-criptoxantina) que sao precursores da vitamina A, acidos
fenolicos, antocianinas, &cido ascorbico e capsaicinoides. Estes ultimos sdo compostos
bioativos que possuem acdo protetora contra o dano oxidativo causado por radicais livres. A
expressdo dessas substancias ocorre conforme genétipo e grau de maturacdo, sofrendo
influéncia também das condicdes de cultivo na formacdo das ligagbes duplas conjugadas
(KWON et al., 2011; BOSLAND; VOTAVA, 2012).

Os capsaicinoides sdo os antioxidantes de maior destaque presentes nas pimentas
Capsicum. Trata-se de alcaloides de carater anfifilico, que podem associar-se a grupos
hidréfilos e hidrofébicos (MARIA DE LOURDES REYES-ESCOGIDO; GONZALEZ-
MONDRAGON; VAZQUEZ-TZOMPANTZI, 2011). A capsaicina € o capsaicinoide mais
abundante no género, seguida pela dihidrocapsaicina (MEGHVANSI et al., 2010). Estas
substancias conferem a estes frutos a sensa¢do de sabor "picante" ou “pungéncia”, principal
atrativo culinario das pimentas (HURSEL, 2010). A sensacéo de ardéncia acontece quando 0s
capsaicinoides se ligam ao grupo de nociceptores que possuem um limiar para gerar a dor a
partir da sensacdo de calor, conhecido como receptor de capsaicina ou receptor vaniloide 1
(SANATOMBI; G.J.SHARMA, 2008). Com relacdo as funcbes terapéuticas, o0s
capsaicinoides possuem papel importante na prevencdo e tratamento de diversas doencas
(BENNETT & KIRBY, 1968; LUO et al., 2011; REDDY et al., 2014).

Os frutos das pimentas Capsicum podem ser consumidos em diversas formas: in
natura, desidratados, cozidos com os alimentos, em molhos e geleias artesanais. Sao0 muito
utilizados como componentes de temperos industrializados (CERVANTES-PAZ et al., 2014).
E, embora as pimentas Capsicum sejam de origem americana séo largamente consumidas na
Europa, com estimativa de ingestdo diaria de 0,5 g/pessoa (GIUFFRIDA et al.,
2013)(GIUFFRIDA et al., 2013; LOI1ZZO et al., 2015).
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A extracdo dos compostos bioativos a partir destes vegetais tem sido explorada com
sucesso pelas industrias de alimentos, quimica e farmacéutica. Existe um interesse
consideravel na obtencdo dos capsaicinoides e para isto uma quantidade expressiva de
métodos e de solventes tem sido avaliada visando obter rendimentos elevados com excelentes
graus de pureza, baixos custos e baixa toxicidade (SANTOS et al., 2015). As técnicas mais
utilizadas nas extracBes incluem maceracdo, agitagdo magnética, extracdo enzimaética,
microondas, extracdo por ultrasom, extracdo por soxhlet e fluidos supercriticos.

Tradicionalmente, o preparo da oleorresina, nome normalmente atribuido aos extratos
de pimentas, dentro de um processo industrial consiste em trés etapas: desidratagdo das
pimentas frescas, moagem e extracao da fracdo lipofilica com solvente como n-hexano ou éter
de petroleo, com subsequente remocdo dos capsaicinoides para a obtencdo de corantes
vermelhos sem pungéncia. Contudo, trés problemas estdo presentes neste processo
convencional. Em primeiro lugar, solvente de extracdo como o hexano € prejudicial ao meio
ambiente. Em segundo, o residuo deste solvente no corante vermelho, usado como aditivo
alimentar é muito inseguro para a saude humana. Por ultimo, a deterioracdo da cor vermelha
ocorre concomitantemente com a destruicdo dos carotenoides e formacdo de compostos
escuros oriundos de reacGes de oxidacdo (DONG et al., 2014).

Visto que a remoc¢do de residuos insalubres gerados no preparo dos extratos de
Capsicum, pode significar maior custo ao processo, a quimica verde torna-se uma proposta ao
uso dos solventes tradicionais, com reducdo dos riscos a salde e 0 meio ambiente (RICHINS
etal., 2010).

Em relacdo a quantificacdo dos capsaicinoides em pimentas, 0os métodos mais
utilizados sdo a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e a Cromatografia de
Gasosa (CG). Embora sejam eficientes, esses métodos apresentam alguns inconvenientes
(PENA-ALVAREZ; RAMIREZ-MAYA; ALVARADO-SUAREZ, 2009). A Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H), por outro lado, é uma técnica robusta,
rotineiramente utilizada na elucidacdo estrutural de substancias organicas. Um consideravel
namero de trabalhos tem utilizado esta técnica na pesquisa aplicada a ciéncia dos alimentos,
por se tratar de um procedimento rapido, feito diretamente na amostra e dispensando etapas
laboriosas de derivatizacdo. Pode ser usada nas andlises qualitativas e quantitativas, pois a
integral do sinal de hidrogénio é proprocional ao numero de nicleos (NAZARI et al., 2007;
PAULI et al., 2013).

O objetivo deste trabalho foi apresentar a composigdo centesimal, o pefil de acidos

graxos, a identificacdo de capsaicinoides por RMN 'H, o potencial antioxidante dos
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consituintes dos extratos das pimentas Capsicum frutescens, Capsicum baccatum e Capsicum
chinese, obtidos por meio de solventes de alto impacto na quimica verde.

Materiais e métodos

Frutos Capsicum

As variedades de pimentas do género Capsicum: C. frutescens, C. chinense e C.
baccatum, usadas neste estudo foram adquiridas no comércio local da Cidade de Jodo Pessoa-
Paraiba, Brasil. Foram selecionados apenas frutos maduros, considerando a coloragdo
vermelha para as pimentas C. frutescens e C. baccatum, e amarelo, para a pimenta C.
chinense. Folhas e pedunculos foram removidos e realizada a higienizacdo com agua corrente.
Os frutos limpos foram acondicionados em sacos plasticos e armazenados em refrigerador
para as etapas seguintes. Em seguida, os frutos Capsicum in natura foram triturados em
liquidificador domestico a 3550 rpm de rotacdo, em temperatura ambiente, durante 3 min. O

material resultante de cada pimenta foi utilizado para as anélises.

Padrdes e Reagentes Quimicos

Os padroes de acido gélico, radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazila (DPPH?¢); acido 2-
carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromano (TROLOX); 2,4,6-Tris (2-piridil)-s-triazina
(TPTZ) foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sigma Co., USA). O reagente Folin-Ciocateau foi
adquirido da Merck. Os solventes n-hexano, acetona, metanol, etanol, foram obtidos da F.
MAIA. Todos os produtos quimicos e solventes utilizados neste estudo foram de grau

analitico.

Composic¢éo nutricional

As analises de umidade, cinzas, pH e acidez titulavel foram determinados pelo método oficial
de andlises, normatizado pela AOAC (2012). O teor de lipidios foi determinado pelo método
de extracdo a frio de acordo com metodologia de BLIGH; DYER (1959a) com pequenas
modifica¢bes. A quantificacdo das proteinas foi determinada de acordo com LOWRY et al.
(1951). E a quantificacdo dos hidratos de carbono foi realizada em agucares soluveis total e
redutor pelo método DNS ou Método do Acido Dinitrossalicilico (MILLER, 1959).
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Determinacdo do perfil de acidos graxos

O material oriundo das pimentas, obtido na etapa anterior de pré-tratamento, foi
distribuido em bandejas de aluminio, por variedade, em camadas de 1 cm e desidratado em
estufa de circulacéo e renovacédo de ar (Marca Solar, Modelo SL-102). A temperatura maxima
alcancada foi de 40 °C e tempo de secagem de 24 a 36 horas, até peso constante. O material
seco de cada pimenta foi macerado com o uso de gral e pistilo até a forma de po. Para a
determinacdo do perfil de acidos graxos por Cromatografia Gasosa (CG), foi realizada a
transesterificacdo direta seguindo a metodologia usando proposta por HARTMAN; LAGO
(1973) adaptado a micro escala conforme descrito por (MENEZES et al., 2015). Inicialmente
tubos de ensaios de alta resisténcia foram colocados no forno mufla a 450 °C por 12 horas
para remocao de materiais residuais interferentes. Em seguida, pesou-se, precisamente, 20 mg
do pé de cada pimenta, nos tubos de ensaio. Adicionou-se 23 pg do padrdo de acido
tricosanoico (C23:0) e 800 puL de uma solugdo de 4cido sulfarico € metanol (H,SO4:MeOH) a
4% (v/v). Foi usada atmosfera inerte com nitrogénio gasoso (N,) para evitar a oxidagdo
durante a transesterificacdo. Os tubos de ensaios fechados foram submersos em agua fervente
por 10 minutos e em seguida postos em repouso até atingiram a temperatura ambiente. Em
seguida foram adicionados 800 puL de hexano e a misturada lavada por trés vezes usando 1,5
mL de &gua destilada. A fase orgéanica foi recolhida e injetada no cromatografo (VARIAN
430-GC, California, EUA), acoplado com coluna capilar de silica fundida (CP WAX 52 CB,
VARIAN, California, EUA) e utilizando-se o hélio como gas de arraste (SOUDANT et al.,
1995; DUDOGNON et al., 2014; COSTA et al., 2015; CALIXTO et al., 2016) .

A identificacdo dos ésteres de &cidos graxos foi feita por comparacdo com dados
constantes em uma espectroteca e a quantificacdo, expressa em percentual, por normalizagao
das areas dos picos dos cromatogramas (AUED-PIMENTEL et al., 2005; HARTMAN;
LAGO, 1973).

Obtencdo dos extratos

Para a obtencdo dos extratos, foram utilizadas 10 de cada pimenta na forma de po,
obtidas em tratamento semelhante ao do item 3.5; e 100 mL dos solventes agua, etanol e suas
combinagBes binarias nas proporcdes etanol/agua 20:80, 50:50 e 80:20 no total de cinco
extratos para cada pimenta. As extragOes foram feitas por agitacdo da mistura extrato/solvente

em uma mesa agitadora modelo TE-420 Incubadora a 200 rpm a 40 °C em um tempo de
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agitacdo de 60 minutos. Apds filtracdo para a remocao do material vegetal, o solvente residual
foi removido em rotaevaporador a pressdo reduzida. Os tracos de solventes foram removidos
pela exposicdo dos extratos em estufa de circulacdo de ar forcado a 40 °C. ApOs este
tratamento, os extratos secos foram pesados e acondicionados em recipientes de vidro ambar,

armazenados em refrigerador até o0 momento das analises.
Teor de Fenolicos Totais

O teor de fenolicos totais foi determinado pelo método colorimétrico Folin-Ciocalteau
com pequenas modificagdes (ROSSI; SINGLETON, 1965). Inicialmente uma aliquota de 300
uL de cada extrato (100 mg. mL™ em MeOH e 4gua 1:1) foi transferida para um tubo de
ensaio, adicionado 60 pL do reagente Folin-Ciocalteau e 2,460 pL de agua destiladas. A
mistura foi agitada durante 1 min. Em seguida, 180 pL de uma solucdo de Na,CO3 a 15%
foram adicionados a mistura e agitados por 30 segundos, resultando na concentracao final de
100 pg. mL™. Apés repousar por 2 h na auséncia da luz, a absorbancia das amostras foi lida
em um espectrofotdmetro UV-vis da Shimadzu, modelo UV-2550 a 70 nm. O teor de
fendlicos totais (TFT) foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra
uma curva de calibragdo construida com padrdes de 4cido gélico (1 a 15 pg. mL™ em etanol).
Os resultados foram expressos em mg EAG. g™ (miligrama de equivalente de 4cido galico por

grama do extrato).

Avaliacéo da atividade antioxidante

Sequestro do cation radical 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) — ABTS

A determinacdo da AAT pela captura de radicais ABTS foi realizada a partir da reacao
de uma solucdo reserva de ABTS e uma solucdo de persulfato de potassio que foi mantida no
escuro durante 16 horas. Esta mistura foi diluida com &lcool etilico até alcancar uma
absorbancia de 0,70 + 0,05 nm a 734 nm. Misturou-se uma aliquota de 30 pL de cada amostra
com 3 mL de ABTS e manteve-se no escuro durante 6 minutos. A absorbancia foi medida a
734 nm. Utilizou-se uma solucdo de Trolox como padrdo (0,025g de Trolox em alcool
etilico). A atividade antioxidante foi expressa em uM Trolox /100 g da amostra (SANCHEZ-
MORENO; LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1998).
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Capacidade antioxidante pelo método de reducgdo do ferro (FRAP)

A avaliacdo do poder antioxidante de reducdo do ferro foi realizada conforme
(BENZIE; STRAIN, 1998). A solucdo FRAP foi obtida usando a solucdo tampéo acetato 0,3
M; solucdo de TPTZ 10 mM e a solucdo aquosa de cloreto férrico a 20 mM. Aliquotas de 90
pL de cada amostra em trés concentracGes diferentes foram homogeneizadas com 2,7 mL do
reagente FRAP (recém-preparado) e 270 pL de agua destilada. As solucdes foram agitadas em
banho termostatizado a 37 °C por 30 min. A absorbancia das amostras e do FRAP foram
medidas em um espectrofotometro UV-vis da Shimadzu, modelo UV-2550 a 595 nm.

A curva controle foi preparada utilizando Trolox (500 a 2000 pM.L-1) sendo obtida
nas mesmas condicBes. O calculo da capacidade antioxidante total foi realizado a partir da
equacdo da reta do grafico, relacionando concentragdo (mg.L™) versus absorbancia. Os
resultados da capacidade antioxidante foram expressos em uM Trolox.g™ extrato (capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox).

Atividade sequestradora do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

O radical DPPH foi quantificado pelo método proposto por Brand-Williams et al., com
algumas modificacGes. Este método baseia-se na captura do DPPHe pelos antioxidantes
presentes na amostra, que resulta em um decréscimo da absorbancia a 515 nm (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Aliquotas de 0,3 mL da solugdo dos extratos
mais 2,7 mL da solucéo estoque de DPPH. (Solugéo estoque: 2,4mg de DPPH foi dissolvido
em metanol e o volume completado com metanol para 100 mL em um baldo volumétrico).
Foram incubados em temperatura ambiente, em local escuro por 30 minutos e a absorbancia
mensurada a 515 nm. Foi preparada uma curva padrdo com solugé@o de Trolox em diferentes
concentragdes. Os resultados foram expressos em % AAT (atividade antioxidante total).

Identificacdo de Capsaicina nos extratos por RMN *H

Para a analise da capsaicina nos extratos das pimentas, foram utilizados 20 mg de cada
extrato dissolvido em 0,5 mL de metanol deuterado (MeOH-d4). Os espectros de RMN *H
dos extratos de capsaicina foram obtidos em um espectrdmetro Varian DRX - 500 a 25 °C
com 8 repeticdes de varredura e tempo de aquisicdo de 2.05 segundos. Os espectros de RMN
'H foram processados pelo programa MestReNova versdo 6.0.2, com fungdo exponencial de
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apodizacdo (LB de 1 Hz) e o sinal em 4,26 ppm do CH; adjacente ao grupo amida presente na
estrutura quimica da capsaicina padrdo foi utilizado como referéncia na investigacdo desta

substancia e de dihidrocapsaicina nos extratos (NAZARI et al., 2007).

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos na forma de média + desvio padrdo, utilizando-se
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para identificar diferencas significativas entre
as médias (p < 0,05). Todas as anélises foram realizadas em triplicata (n = 3). Os dados foram
tratados no Programa ACTION 2.4 (2012).

Resultados e discussao

Os dados obtidos da composicdo centesimal de cada variedade de pimenta estdo
apresentados na Tabela 1. A média do teor de umidade (n = 3) foi maior na C. chinense
(88,60 + 0,30) e menor na C. frutescens (73,07 + 0,66) expresso em g/100 g de pimenta. O
teor médio de proteina variou de 0,11 + 0,03 a 1,73 £ 0,06 g/100 g de pimenta, com maior
valor para a C. frutescens. Também foram verificados teores maiores de cinzas, lipidios e
carboidratos para a C. frutescens. Estudos confirmam que estes valores podem sofrer
alteracdes, pois dependem da época da colheita dos frutos, do solo, da intensidade da luz
solar, da quantidade de agua, entre outros fatores (GOLCZ; KUJAWSKI; MARKIEWICZ,
2012).

Com relacdo ao valor energético total, a C. frutescens mostrou-se 144,39% mais
caldrica do que a C. chinense e 54,56% a mais em relacdo a pimenta dedo-de-moca Contudo,
pimentas Capsicum sdo alimentos de baixas calorias, considerando-se a Ingestdo Diaria
Recomendada (IDR) atual que tem como referéncia 2000 kcal ou 8400 kJ (INSTITUTE OF
MEDICINE, 2001).

Tabela 1: Composicdo nutricional das pimentas em base imida em g/100 g de amostra

Dados C. frutescens C. chinense C. baccatum
Umidade 73,07 £ 0,66 88,60 + 0,30 83,86 + 0,52
Proteinas 1,73 +0,06 0,11 +0,03 1,09 + 0,08

Cinzas 10,17 £ 0,07 1,07 +£0,03 3,53+0,05
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Lipidios 0,83 + 0,04 0,39 + 0,05 0,51 + 0,06
Carboidratos 9,96 + 0,05 4,56 + 0,05 6,54 + 0,06
VET (kcal) 54,23 22,19 35,11

VET (Valor Energético Total em quilocalorias)

A composicao de acidos graxos, Tabela 2, mostrou a predominancia do acido graxo
O0mega-6 nas trés pimentas, principalmente na C. frutescens. O perfil de acidos graxos
saturados variou de 29 a 37%, porém 0s maiores percentuais foram observados para o acido
palmitico (C16:0), considerado um &cido graxo de cadeia média, cujo consumo nao representa
grandes preocupacOes para a saude humana, sendo valores semelhantes aos encontrados por
JARRET et al. (2013) ao determinar as caracteristicas quimicas do 6leo de semente de

pimenta.

Tabela 2: Perfil de acidos graxos das pimentas em % massa

Ester do cido graxo C. frutescens C. chinense C. baccatum
C14:0 1,0 7,0 2,0
C16:0 20,0 23,0 23,0
C18:0 4,0 5,0 3,0
C20:0 2,0 2,0 1,0
C22:0 1,0 - -
C24:0 1,0 - -
C16:1n-7 3,0 3,0 1,0
C18:1n-9 5,0 10,0 22
C18:1n-7 1,0 - 1,0
C18:2n-6 54,0 36,0 40,0
C18:3n-3 7,0 14,0 6,0
SFA 30,0 37,0 29,0
MUFA 9,0 13,0 25,0
PUFA 61,0 50,0 46,0
Total 100,0 100,0 100,0

Com relagéo ao teor de acido graxo 6mega-3, os valores observados indicam que as
pimentas ndo podem ser consideradas fontes de 6mega-3 de um modo geral; entretanto, o
valor de 14% apresentado na C. chinense pode ser considerado bastante favoravel; uma vez
que as pimentas sdo frutos que podem ser consumidos sem a necessidade de pré-tratamentos,

e a quantidade expressiva de antioxidantes naturais representada pelos capsaicinoides e



54

betacaroteno nestes frutos, pode ser um fator de protecdo garantindo a alta qualidade do
0mega-3 nas pimentas (LAVECCHIA et al., 2013).

Os teores de fendlicos totais dos extratos, expresso em mg de GAE/g de matéria-
prima, sdo apresentados na Tabela 3. Os valores mais expressivos de fendlicos totais sdo da C.
frutescens. Com relagdo a variagdo da concentragdo de etanol no processo de extracdo, a
combinacgdo etanol/agua (80:20) mostrou-se como o melhor solvente para a extracdo dos
compostos fendlicos nas trés pimentas. Nao houve diferenca significativa no teor de fenolicos
totais obtido para a C. frutescens quando usadas as concentracfes de 20 e de 50% etanol na
agua, bem como nas concentragdes 20% e 100% de etanol para a pimenta de cheiro. Para a C.
baccatum os teores de fenolicos totais mostraram diferenca significa em todos os solventes
utilizados. Este trabalho se assemelha com (JORGE; VERONEZI; PEREIRA, 2016) que

determinou o teor de fendlicos totais de extratos hidroalcodlicos pimentas do mesmo género.

Tabela 3: Teor de Fendlicos Totais dos extratos Capsicum (MGAE / g de extrato)

Proporcio TEOR DE FENOLICOS TOTAIS
Etano(!%:) )Agua C. frutescens C. chinense C. baccatum
0 23,00°+0,21 12,59+0,17 9,61°+0,11
20 24,10°+0,42 15,57°+0,11 11,35"+0,07
50 22,96°+0,17 12,78"+0,35 9,48%+0,38
80 38,98"+0,46 24,22°+0,18 19,95°+0,25
100 24,93%+0,33 13,51°+0,14 12,96°+0,17

Resultados expressos como média * desvio padrdo (n=3). Letras diferentes para uma mesma espécie de pimenta

Capsicum, indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Para avaliar a atividade antioxidante dos extratos em capturar radicais livres foram
utilizados os métodos ABTS e DPPH (DIAZ et al., 2011; CHAOUCHE et al., 2013; LOI1ZZO
et al., 2015). Estes métodos avaliam a capacidade da amostra em estabilizar o radical i6nico.
A capacidade antioxidante das pimentas que usou 100% de etanol na extracdo de seus
capsaicinoides revelou a melhor resposta protetora, para os dois métodos, diferindo entre si,
na quantificacdo desta protecdo. A C. frutescens apresentou a maior protecdo, tanto para
ABTS quanto para DPPH, conforme apresentado na Tabela 4. Estes resultados estdo de

acordo com outros trabalhos que também usaram extratos hidroalcoodlicos, contudo a maior
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concentracéo de etanol parece ter influenciado as respostas (JORGE; VERONEZI; PEREIRA,

2016).

Tabela 4: Atividades antioxidantes (ECso em pg/mL) dos extratos Capsicum utilizando o
radical livre DPPH’ e o cétion radical ABTS"

ABTS DPPH
Proporcao
Et'anol:
Agua C. frutescens | C. chinense | C. baccatum | C. frutescens | C. chinense | C. baccatum
(%)
0 37,51%+0,51 | 12,97°+0,33 | 14,29°+0,33 | 54,38%°+0,33 | 36,61°+0,69 | 35,73%+0,33
20 57,26%+0,84 | 15,09°+0,67 | 15,08°+0,84 | 66,26°+0,19 | 34,51°+0,33 | 43,28°+0,38
50 92,01°+0,67 | 19,08°+0,84 | 23,07°+0,67 | 58,60°+0,19 | 54,71°+0,38 | 54,82°+0,33
80 107,33°+0,33 | 21,30°+0,58 | 23,07°+0,84 | 76,36°+0,33 | 54,71°+0,33 | 54,82°+0,51
100 138,63%+0,33 | 34,28°+0,51 | 45,38%+0,51 | 110,66%+0,58 | 70,81%+0,51 | 57,49°+0,51

Resultados expressos como média * desvio padrdo (n=3). Letras diferentes para uma mesma espécie de pimenta

Capsicum, indicam diferenga significativa a 5% pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A analise de FRAP foi utilizada para conhecer a capacidade dos extratos etanolicos

das pimentas avaliadas em reduzir o ferro presente no complexo 2,4,6- tripiridil-s-triazina

(TPTZ). Os maiores resultados ocorreram para a concentracdo de 20% de etanol para a C.
frutescens (175,48+0,77) e para a C. baccatum (175,70+0,38), Tabela 5. A C. chinense

apresentou melhor resultado quando usou como solvente apenas agua (155,50+0,33). O

mecanismo de acdo do método, associado a possibilidade de extracdo de componentes

diferentes com menor concentracdo de etanol, pode ter contribuido para os menores valores
antioxidantes por este método (MULLER; FROHLICH; BOHM, 2011).

Tabela 5: Atividades antioxidantes dos extratos

Proporgéo FRAP
Etanol : A .
ano gua C. frutescens C. chinense C. baccatum
(%)
0 60,39°+0,66 155,50%+0,33 161,49°+0,19
20 175,48%+0,77 150,89°+0,71 175,70%+0,38
50 155,50°+0,51 138,18°+0,51 161,27°+0,33
80 34,20°+0,88 22.19°+0,67 124,64°+0,33
100 171,67°+0,77 137,40°+0,51 89,57°+0,51
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Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Letras diferentes para uma mesma espécie de pimenta

Capsicum, indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O potencial antioxidante das pimentas é atribuido principalmente aos capsaicinoides.
De acordo com a literatura, C. frutescens apresenta normalmente quantidades destes
metabolitos bem superiores as pimentas C. baccatum e C. chinense (ABDULLAH et al.,
2011). Os expressivos valores de atividade antioxidante mostrados pelos extratos dessas
pimentas no presente estudo podem estar relacionados a esse fato. Contudo, outros
constituintes quimicos podem contribuir para esses resultados. Portanto, o uso de uma técnica
que permita a analise direta de capsaicinoides nos extratos de pimentas foi fundamental neste
trabalho. Por conseguinte, foi feita uma analise comparativa da capsaicina pura dos espectros
de RMN *H, Figura 1, e de extratos de pimenta obtidos com 20 e 80% de etanol : 4gua, Figura
2, apresentados por expansdes na regido de 3,5 a 4,5 ppm. Esses extratos foram escolhidos por
apresentar os maiores valores de contetido fendlico total, considerando que os capsaicinoides
sdo compostos fendlicos (KOSUGE; FURUTA, 1970; KAWABATA et al., 2006; DONG et
al., 2014).

O espectro RMN 'H, Figura 1, mostra um sinal em 4,26 ppm atribuido a0 CHj
adjacente ao grupo amida da capsaicina e aos outros capsaicinoides. Nas expansdes presentes
na Figura 2, é possivel visualizar este sinal muito expressivo no extrato de C. frutescens
obtido na proporcdo de 80:20 etanol : agua e discretamente no extrato C. frutescens 20% e C.
chinense 80 e 20%. Nos extratos de C. baccatum, a visualizacdo ndo é possivel, mas é
possivel que exista capsaicinoides em concentragdes muito baixas, resultado esperado porque,
de acordo com a literatura, esta pimenta apresenta menor pungéncia. A analise da
determinacdo da atividade antioxidante dos extratos mostrou que C. baccatum apresentou
uma excelente capacidade de reducéo do ferro para o método FRAP, mas, de acordo com 0s
estudos, outros metabdlitos presentes em pimentas também podem exercer essa atividade
(GONZALEZ-ZAMORA et al., 2013; SWEAT et al., 2016).
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Figura 1: Espectro de RMN *H de capsaicina em MeOD
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4. Conclusao

A composicdo centesimal de C. frutescens, C. baccatum e C. chinense apresentou
niveis baixos de lipidios, proteinas e carboidratos, indicando que essas pimentas ndo sao
alimentos caloricos ou proteicos. Com relagdo ao perfil de &cidos graxos da fracéo lipidica, as
trés pimentas apresentaram alta concentracdo de Omega-6 e Omega-3. O ensaio de
determinacdo do contetdo fenolico total dos extratos mostrou que a melhor extracdo desses
compdsitos ocorreu na composicdo 80:20 etanol:dgua para trés pimentas. A analise

determinante da atividade antioxidante mostrou que 100% de extratos etandlicos foram mais
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eficientes para as trés pimentas, com exce¢do do método FRAP, no qual o extrato aquoso de
C. chinense se mostrou mais eficiente na atividade de reducdo do ferro. No que diz respeito a
analise de capsaicinoides em extratos usando a RMN H, foi possivel verificar que C.
frutescens foi a pimenta com maior presenca de capsaicina e C. baccatum ndo mostrou
quantidades detectaveis deste metabdlito, nas condi¢fes de obtencdo dos extratos. Os
solventes utilizados neste estudo mostraram ser eficientes na extragcdo dos compostos
bioativos de Capsicum, podendo ainda ser aprimorada, modificando algumas condicbes de

extracdo, como temperatura e tempo.
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Resumo

Capsaicinoides sdo metabdlitos secundarios presentes em pimentas do género Capsicum.
Estas substancias além de serem responsaveis pela pungéncia dos frutos também confere a
estes propriedades antioxidantes entre outras atividades bioldgicas. O presente trabalho
investigou a presenca de capsaicinoides em extratos hidroetandlicos de trés pimentas do
género Capsicum: Capsicum: C. frustescen, C. chinense e C. baccatum usando a
espectroscopia do infravermelho, avaliou o perfil térmico dos extratos por termogravimetria
(TG/DTG) e determinou o efeito da adiacdo destes extratos na estabilidade oxidativa do 6leo
de soja por meio do método rancimat. A avaliacdo dos espectros de infravermelho mostrou
que o extrato de C. frutescens foi o que apresentou maior expressdo das bandas de absorcéo
associadas a presenca de capsaicinoides. Os periodos de inducdo oxidativa obtidos na analise
de rancimat mostraram que todos os todos 0s extratos aumentaram a estabilidade oxidativa do
6leo a partir da concentracio de 200 mg.kg™, e o extrato da pimenta C. frutescens foi o mais
efetivo. Os extratos misturados com o antioxidante sintético tert-butilhidroquinona (TBHQ)
mostraram sinergismos em todas as combinagOes avaliadas no estudo, sendo que a
composicdo mais efetiva foi (100 mg.kg™ TBHQ + 100 mg.kg™ C. baccatum) chegando mais
eficiente do que o TBHQ na concentragdo de 200 mg.kg™, a méaxima permitida em 6leos
comestiveis no Brasil. Analise das curvas termogravimétricas dos extratos permitiram inferir

que estes sdo estaveis até 200 °C, temperatura onde se inicia a primeira etapa de perda de
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massas nos extratos, mostrando que a temperatura de 110 °C ndo influenciou no resultado do

rancimat.
Palavras-chaves: Pimentas Capsicum, Capsaicinoides, Perfil térmico, Perfil antioxidante
Introducéo

O género Capsicum compreende mais de 200 variedades de pimentas. As principais
espécies representantes do género sdo: Capsicum annuum, Capsicum baccatum, Capsicum
chinense, Capsicum frutescens e Capsicum pubescens [1]. Pimentas Capsicum séo frutos
consumidos em todo o mundo e de varias formas: in natura, secos, cozidos com alimentos,
molhos, gelatinas e em uma quantidade significativa de produtos industriais [2-4].

Estas pimentas sdo caracterizadas pela presenca de capsaicinoides, substancias
quimicas responsaveis pela pungéncia, propriedade sensorial que torna estes frutos tdo
apreciados junto aos consumidores. Em relacdo a natureza quimica, os capsaicinoides sdo
metabolitos secundarios da classe de alcaloides produzidos apenas em frutos de Capsicum.
Estruturalmente, sdo amidas formadas a partir de condensacédo de vanililamina e acidos graxos
com cadeias de 9 a 11 atomos de carbono [5, 6]. A capsaicina ou N-[(4-hidroxi-3-
metoxibenzil]-8-metil-trans-6-nonenamida e a dihidrocapcapsaicina, Fig. 1, sdo os principais
capsaicinoides das pimentas. Estas substancias sdo 0s capsaicinoides mais potentes e seus

conteddos representam um fator de qualidade comercial das pimentas [18-21].

OH OH
X L
Z N o~ N o~
O O

Capsaicina Dihidrocapsaicina

Fig. 1 Estrutura quimica da capsaicina e Dihidrocapsaicina, principais capsaicinoides
presentes nas pimentas Capsicum.

Os capsaicinoides sdo compostos quimicos importantes para as industrias alimenticia e
farmacéutica, conferindo deste modo grande importancia comercial as pimentas. Além dos
capsaicinoides, as pimentas também sdo fontes de fitonutrientes, como carotendides, acidos
fenolicos, flavonoides e antocianinas [7], e o conjunto destas substancias proporcionam

potente atividade antioxidante as pimentas [8-13].
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A oleoresina € 0 nome dado aos extratos de pimentas contendo 0s constituintes
quimicos discutidos acima, especialmente os capsaicinoides. Na obtencdo dos extratos sdo
utilizados solventes como: cloroférmio, hexano, acetona, éter etilico, etanol, 2-propanol, entre
outros. Considerando a natureza quimica dos capsaicinoides e demais constituintes quimicos
bioativos presentes nas pimentas, possivelmente os solventes de polaridade mais baixa sao o0s
mais indicados na extracdo destes compostos. Entretanto, considerando os aspectos de
toxicidade dos solventes organicos para o consumo humano, alguns estudos tém abordado o
uso do etanol, solvente orgéanico de baixa toxicidade, e a agua, na obtencdo dos extratos de
pimentas [14-17].

O uso de extratos de plantas ricas em antioxidantes para melhorar a estabilidade
oxidativa de 6leos comestiveis ganhou cada vez mais espa¢o na industria de alimentos e tem
sido objeto de varias pesquisas cientificas [24-29]. Um numero consideravel de trabalhos
avaliando a capacidade antioxidante de extratos de pimentas Capsicum através do emprego de
métodos classicos como a captura dos radicais livres DPPH, radicais de cations ABTS, B-
caroteno e teste de reducdo do ferro (FRAP) [4, 22, 23]. Nenhum estudo tem abordado o uso
de extratos de pimentas em Gleos comestiveis nem tdo pouco. Este fato é surpreendente, ja
gue as pimentas Capsicum sdo as especiarias mais utilizadas nos alimentos. No Brasil, por
exemplo, é muito comum a preparacdo de molhos artesanais com pimenta adicionadas ao 6leo
de soja. No entanto, hd uma auséncia de estudos que avaliem o efeito da adicdo de pimentas
e/ou extratos sobre a estabilidade oxidativa dos lipidios dos alimentos.

Na quantificacdo de capsaicinoides em extratos de pimentas, os métodos mais
utilizados séo a cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e cromatografia em fase
gasosa (CG). Estes métodos, embora eficientes, sdo extremamente laboriosos [30], tornando a
busca por novas metodologias uma constante. A espectroscopia na regido infravermelha, por
sua vez, é uma técnica analitica extremamente prética. E feito diretamente na amostra, nio
requer etapas longas de preparacdo, ndo necessita de solventes especiais e é rapida. E ideal
para a analise qualitativa dos constituintes de uma mistura, mas também pode ser usada para
fins quantitativos [31, 32]. Poucos estudos aplicaram esta técnica no estudo da composi¢do de
oleorresinas, embora j& exista na literatura varias aplicacGes da técnica na investigacdo de
metabdlitos em misturas.

No presente estudo, a espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada para
investigar a presenca de capsaicinoides nos extratos hidroalcodlicos de trés pimentas

Capsicum. O trabalho também focalizou a avaliagdo térmica dos extratos por
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termogravimetria e o efeito da adicdo dos mesmos na estabilidade oxidativa do 6leo de soja
por meio do método Rancimat.

Experimental

Materiais

Padrao de capsaicina 95% de pureza e o etanol de grau analitico foram adquiridos de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). As variedades de pimentas do género Capsicum -
Pimenta Malagueta (C. frutescens), Pimenta de cheiro (C. chinense) e Pimenta Dedo-de-Moga
(C. baccatum) e oOleo de soja refinado sem aditivos antioxidantes, foram adquiridos do

comércio local da cidade de Jodo Pessoa-Paraiba, Brasil.

Métodos

Material vegetal

O material vegetal de cada variedade de pimenta foi higienizado, os péndulos e as
folhas foram removidas e triturado em um processador Pratic Blend DLB 300 da marca
Cadence. O material resultante foi armazenado na geladeira até a realizacdo das etapas

posteriores.

Obtencédo dos extratos hidroalcodlicos

O material vegetal (pimentas) obtido na etapa anterior foi seco em estufa com
circulacdo forcada de ar até secagem completa verificada através da determinacdo da massa
constante. Em seguida 10 g de cada pimenta foram submetidos a extragdo com a mistura de
solvente etanol/agua 8:2 e agitados a 200 rpm a 40 °C por 60 minutos. O solvente foi
removido em rotaevaporador rotativo a uma temperatura de 80 °C. Os extratos das pimentas
isentos de solventes apresentaram aspecto oleoso de cor amarela. Os mesmos foram
embalados em recipientes de vidro &mbar e acondicionados em refrigerador para as analises

posteriores.

Obtencao dos espectros de infravermelho
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Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotometro infravermelho com transformada de Fourier, modelo FTIR Prestige-21,
Shimadzu. As amostras foram analisadas pelo método ATR (Attenuated Total Reflectance)

com varredura na regido de 600 a 4000 cm .

Estabilidade oxidativa pelo método Rancimat

A estabilidade oxidativa das amostras do 6leo de soja aditivado com os extratos das
pimentas nas concentracdes de 50, 100 e 200 mg.kg™ e com a combinacéo antioxidante terc-
butil-hidroquinona (TBHQ + extratos) nas concentracdes de (50 mg. kg™ TBHQ + 50 g.kg™
de extrato) e (100 mg.kg-1 TBHQ + 100 g.kg™ de extrato) foi determinada de acordo com o
método oficial AOCS cd 12b-92 AOCS 1997, em um equipamento Biodiesel Rancimat 873
da Metrohm. Foram usados 2 g de 6leo a 110 °C e fluxo de ar constante de 10 L.h. O
resultado, expresso em periodo de inducgédo (PI) em horas, foi determinado automaticamente a
partir do ponto de inflexdo da curva de condutividade da agua usando o software que

acompanha o equipamento.

Andlise térmica

As curvas termogravimétricas nao-isotérmicas (TG) foram obtidas em um Analisador
Térmico Shimadzu, DTA-TG Simultaneo, DTG modelo H-60, em atmosfera de ar sintético, a
uma taxa de aquecimento de 10 °C.min™ usando 10 mg de amostra aquecida sobre uma faixa
de temperatura de 25-1000 °C.

Resultados e discussao

Identificacdo da Capsaicina e Capsaicinoides

A identificacdo da capsaicina e capsaicinoides nos extratos das pimentas utilizando
espectroscopia na regido infravermelha baseou-se na analise das bandas de absorcdo presentes
no espectro infravermelho de capsaicina pura, Fig. 2, levando em consideracdo as absorcoes
caracteristicas da grupos fenolico, amida e cadeia alifatica. A banda de absorgdo centrada em

3.317 cm™ atribuida ao estiramento da ligacdo O-H e N-H, evidenciou as presencas da
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hidroxila fendlica e da funcdo amida presente na estrutura da capsaicina. A banda de absor¢do
a2.918 cm™, estiramento de C-H alifético, foi atribuida & cadeia hidrofobica da capsaicina. A
analise dos espectros dos extratos de C. baccatum e C.chinense mostrou uma banda de
absorcdo mais larga na regido de estiramento O-H/N-H quando comparada a banda de
absorcdo na mesma regido no espectro da capsaicina e foi atribuida a uma sobreposicdo de
bandas da mesma natureza relativa a grupos O-H de outros capsaicinoides e dos demais
compostos fendlicos presentes nos extratos [4].

A semelhanca entre espectros infravermelhos dos extratos das pimentas C. chinense e
C. baccatum foi bastante expressiva, especialmente na comparacgdo da intensidade da banda
de absorcdo caracteristica da ligacdo C-O a 1.047 cm™ em C. baccatum e 1.040 cm™ em C.
chinense. Foi observada também semelhanca expressiva entre as bandas de absorcdo do
extrato de C. frutescens e da capsaicina, levando a sugerir uma maior proporcdo desta
substancia na referida pimenta. Este fato é corroborado pela literatura que relata maior
pungéncia nesta pimenta em comparagdo com as outras duas avaliadas neste trabalho
[33].Quanto ao teor de capsaicina nos extratos, a analise infravermelha neste estudo ndo foi

utilizada com esta finalidade, embora a técnica também permita quantificar um analito [31].
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Fig. 2 Espectros de absorgéo de infravermelho da capsaicina (a) e extratos hidroalcodlicos de
pimentas Capsicum: (b) C. chinense; (c) C. baccatum e (d) C. frutescens.
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Estabilidade oxidativa

O estudo da estabilidade oxidativa do 6leo de soja dopado com os extratos de pimentas
Capsicum se encontra sumarizado na Fig. 3. De acordo com esta € possivel observar que na
concentracdo de 50 mg.kg™, os extratos ndo apresentaram efeito protetor no 6leo de soja, mas
também ndo exerceram efeito pré-oxidante, considerando que a pequena diferenga nos valores
dos periodos de inducdo podem estar relacionado ao erro da analise. O mesmo ocorre com 0
PI obtido para o 6leo aditivado com o extrato de C. frutescens na concentragcdo de 100 mg.kg
! Utilizando a concentracéo 200 mg.kg™ todos os extratos se mostraram eficientes e o melhor
resultado foi obtido com C. frutescens, a pimenta com maior conteido de capsaicina, de

acordo com a analise de infravermelho e corroborado pela literatura [34].
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Fig. 3 Efeito antioxidante dos extratos de C. frutescens, C. baccatum e C. chinense no éleo de
soja refinado pelo método Rancimat.

As amostras de Oleo aditivadas com a composicdo extrato/TBHQ mostraram
resultados bastante promissores. Foi observado sinergismo em todas as combinagOes
avaliadas e o melhor resultado foi obtido na combinacdo (100 mg.kg™ do extrato de C.
baccatum + TBHQ 100 mg.kg™), com periodo de inducdo (IP) 16,89 h, que foi superior ao
valor Pl obtido para o antioxidante sintéticoTBHQ (11,16 h) na concentracéo de 200 mg.kg™,

a concentracdo limite para uso em 6leos comestiveis de acordo com a legisla¢do vigente no
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Brasil. Cabe ressaltar que existe um consenso em relacdo ao possivel efeito nocivo dos
antioxidantes sintéticos, e em paises como o Canada e na Comunidade Europeia, 0 uso de
TBHQ em alimentos néo é permitido, embora este seja um dos antioxidantes mais eficazes em
vegetais 6leos [ 35, 36].

Na determinacdo da estabilidade oxidativa pelo método Rancimat, a amostra é
envelhecida em condicbes drésticas, usando altas temperaturas e atmosfera oxidante. Na
técnica sdo determinados os produtos secundarios da oxidacao lipidica, os quais provocam o
aumento da condutividade da agua. Em amostras que contém substancias de baixo ponto de
ebulicdo, podem ocorrer resultados falsos positivos, nos quais o periodo de inducéo se da pela
vaporizagdo destas substancias na temperatura em que a andlise é conduzida. Resultados
falsos positivos foram verificados quando do uso do antioxidante sintético butil-
hidroxitolueno (BHT) usando a mesma técnica [37], podendo também ocorrer com outras
substancias adicionadas aos Oleos. Por se tratar do primeiro estudo aplicando extratos de
pimentas em 6leos, foi também avaliado o comportamento térmico dos extratos para prever

possiveis interferéncias de componentes mais volateis.

Avaliacgéo do perfil térmico

O comportamento térmico dos extratos de pimenta foi investigado por meio da analise
termogravimétrica (TG). As curvas termogravimétricas sdo mostradas na Fig. 4. O perfil
térmico da capsaicina pura também foi avaliado, pois é considerado o principal componente
quimico das pimentas, embora a substancia pura ndo tenha sido avaliada na estabilidade
oxidativa do 6leo de soja.

De acordo com as curvas termogravimétricas, € possivel observar que a substancia
capsaicina apresenta trés estagios de perda de massa, onde 0 primeiro passo ocorre apés 100
°C, mas as curvas termogravimétricas dos extratos mostram um comportamento diferente com
perda de massa antes de 100 °C. Considerando este fato, 0 método Rancimat ndo seria a
técnica mais indicada na avaliacdo do efeito protetor destes. No entanto, ndo houve efeito pro-
oxidante dos extratos no 6leo de soja, sugerindo que esta perda inicial de massa pode ser
atribuida a presenca de agua, pois estes sdo extratos hidroalcoolicos e embora o material
vegetal tenha sido seco, mas posteriormente pode ter ocorrido absorcdo de agua. O segundo
estagio de perda em massa dos extratos pode ser atribuido a volatilizacdo de seus constituintes
guimicos. Tanto nos extratos quanto na capsaicina, esta etapa ocorreu proximo de 200 °C, o

que indica uma avaliacdo segura deles como aditivos antioxidantes pelo método Rancimat.
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Embora o TBHQ tenha sido usado como um controle positivo no presente estudo, ndo foi

avaliado o comportamento térmico deste antioxidante neste estudo, uma vez que ja existem

relatos na literatura a cerca de um estudo da estabilidade térmica do mesmo [38].
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Fig. 4 Curvas termogravimétricas (TG / DTG) de capsaicina e extratos hidroalcodlicos de C.
frutescens, C. baccatum, e C. chinense em modo dinamico.

Concluséao

Através da analise de espectroscopia na regido do infravermelho, foi possivel verificar
gue o0s extratos das pimentas Capsicum apresentaram quantidades relevantes de
capsaicinoides, indicando que, embora essas substancias tenham um carater hidrofobico, é
possivel extrai-las usando solventes hidroalcodlicos, embora em pequenas proporc¢des. Quanto
ao uso desses extratos como aditivos antioxidantes no 6leo de soja, os dados do periodo de
indugdo obtidos pelo método Rancimat se mostraram bastante promissores, especialmente nas
formulagdes contendo o TBHQ e os extratos. A analise termogravimétrica dos extratos

indicou que estes ndo sofreram decomposi¢cdo significativa na temperatura utilizada no
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método rancimat, portanto, ndo houve interferéncias no resultado das anélises de avaliagdo do

efeito antioxidante dos extratos.
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