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RESUMO

A extracdo dos biocompostos € uma das etapas mais criticas nas pesquisas com
produtos naturais, pois sua eficiéncia depende de varios parametros, como o tipo de
amostra, tipo de analitos a serem extraidos, localizagdo em que esses analitos se
encontram na amostra, tipo de solvente extrator e método de extracdo entre outros. O
objetivo deste estudo foi efetuar a extracdo assistida por ultrassom de biocompostos da
pimenta cumari-do-para (Capsicum chinense Jacq) cultivada em duas diferentes
localidades do estado do Para (Santo Antbnio do Taué e lgarapé-Agu) e em diferentes
estadios de maturacdo, utilizando como solvente o éleo vegetal. A composicéao fisico-
quimica (umidade, cinzas, proteinas, carboidratos e lipidios), foi efetuada
conjuntamente com as quantificacdes de pH, acidez titulavel, sélidos sollveis e cor
instrumental. Para realizacdo dos ensaios de extracdo dos biocompostos e determinacao
da capacidade antioxidante, as polpas foram liofilizadas e submetidas a extracdo com
solventes organicos e extracdo assistida por ultrassom utilizando éleos vegetais (soja,
castanha-do-brasil e oleina de palma). Nos extratos foram analisadas as concentragdes
de vitamina C, compostos fendlicos totais, carotendides e capsaicina. A atividade
antioxidante foi avaliada pelo sistema B-Caroteno/Acido Linoleico e ensaio do radical
ABTS. Os resultados indicaram que o teor de cinzas nédo sofreu influéncia do grau de
maturacdo nas duas localidades estudadas. Em relacdo a cor instrumental, os maiores
parametros de b*, indice de Chroma (C) e os valores de angulo Hue (°C) proximo a 90°
foram encontrados para as pimentas maduras, demonstrando que esses frutos
apresentam coloragdo amarela quando maduros. Para 0s compostos bioativos e
atividade antioxidante, observou-se que para a maioria dos compostos analisados o grau
de maturacdo e a localidade interferem e maiores valores foram encontrados para as
pimentas maduras de lgarapé acu. O mesmo comportamento foi observado para os
extratos obtidos com os Oleos vegetais, sendo o 6leo de soja 0 que obteve maiores
valores. Os frutos de pimentas tiveram atividade antioxidante estatisticamente
significativa e os resultados da correlacdo de Pearson demonstraram que 0S compostos
fenolicos foram os principais responsaveis pela atividade antioxidante.

Palavras-chave: Capsicum chinense Jacg. Biocompostos. Oleos vegetais. Estadio de
Maturacdo. Antioxidante. Ultrassom



ABSTRACT

The extraction of blend is one of the most critical steps in the polls with natural
products, because your efficiency depends on several parameters, such as the sample
type, type of analytes to be extracted, location where these analytes are sampled, type of
solvent extractor and method of extraction, among others. In this study the objective of
performing the ultrasound-assisted extraction of cumari pepper blend-do-paré
(Capsicum chinense Jacq) grown in two different locations in the State of Pard (Santo
Anténio do Taua and lgarapé-Acu) and with different level of maturation using
vegetable oil as a solvent. The centesimal composition (moisture, ash, proteins,
carbohydrates and lipids), was made in conjunction with the quantification of soluble
solids, acidity, pH and color. For conducting the tests of extraction of bio-and
antioxidant capacity, the pulps were freeze dried and subjected to extraction with
organic solvents and ultrasound-assisted extraction using vegetable oils (soybean, Brazil
nuts and palm olein). In the extracts were analyzed concentrations of vitamin C, total
carotenoids and phenolic compound capsaicin. The antioxidant activity was measured
by B-carotene system/linoleic acid and ABTS radical test. The results indicated that the
ash content is not influenced by the degree of maturation at both locations
studied. About the color, the biggest b * parameters, index Chroma (C) and the Hue
Angle values (°c) near 90° were found in Peppers mature, demonstrating that these fruits
boast yellow colour when they reach maturity. For bioactive compounds and
antioxidant activity, it was observed that for the majority of the compounds analyzed
the degree of ripeness and the location interfere and highest values were found for the
mature peppers of Igarapé acu. The same behavior was observed for extracts obtained
from vegetable oils, being soybean oil which obtained greater values. The fruits of
peppers had significant antioxidant activity and the Pearson correlation results have

shown that phenolic compounds were the main responsible for antioxidant activity.

Keywords: Capsicum chinense Jacq., Biocompostos. Vegetable oils. Stage of

maturation. Antioxidant. Ultrasound
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1 INTRODUCAO

O consumo de pimentas geralmente esta relacionado ao aroma, sabor e pungéncia que
esses frutos proporcionam. Entretanto, as pimentas contém uma serie de substancias bioativas
que apresentam propriedades antioxidantes, podendo ter um impacto significativo sobre o
fluxo de doencas, tornando-as indispensaveis para a salde. Entre os principais
compostos encontrados nas pimentas, destacam-se os compostos fenolicos, o acido ascérbico,
0s capsaicinoides e carotenoides (OGISO et al., 2008).

No entanto, os teores desses compostos sdo influenciados por inumeros fatores, tais
como condigdes climéticas, gendtipos, técnicas de cultivo entre outros. O estadio de
maturacdo € um fator importante que influencia a qualidade da composicdo de matrizes
vegetais (hortalicas, frutas, tubérculos e améndoas), uma vez que, durante o amadurecimento
dessas matrizes vegetais, diversas modificagdes bioquimicas, fisioldgicas e estruturais
acontecem e essas mudancas determinam os atributos de qualidade das mesmas (MENICHINI
et al., 2009; TIWARI E CUMMINS, 2013).

Cabe também mencionar que a extracdo de biocompostos de produtos naturais,
principalmente os que possuem aplicacdes nas areas de alimentos e de farmacos (p.ex.
carotenoides e compostos fendlicos) é uma das etapas mais criticas, pois sua eficiéncia
depende de véarios parametros, como o tipo de amostra, tipos de analito a serem extraidos,
localizacdo em que esses analitos se encontram na amostra, tipo de solvente extrator e método
de extracdo, entre outros. Esses fatores podem interferir no potencial e qualidade desse
biocompostos presentes em matrizes vegetais.

A conscientizacdo da populacdo sobre os benéficos que os compostos bioativos
proporciona a saude e a qualidade de vida tem impulsionado o interesse da industria pelo uso
de matérias-primas naturais de origem vegetal e, consequentemente, o desenvolvimento da
tecnologia, ciéncia e engenharia de processos de obtencdo de produtos a partir dessas
matrizes. E importante também mencionar que, aliado as contribuicdes a sadde, compostos
naturais também apresentam projecOes de crescimento expressivo de demanda, apoiada por
interesse crescente de um nicho de mercado voltado para a utilizacdo de matrizes renovaveis
em substituicdo as substancias sintéticas derivadas de matrizes nio renovéaveis (RAMIREZ et
al., 2007; PEREIRA; MEIRELES; ANGELA, 2010).

Uma caracteristica marcante na extracdo tradicional de biocompostos € o uso de
solventes organicos (p.ex., n-hexano, éter de petréleo, isopropanol, cloroférmio, acetona,

acetonitrila, etc.), e que normalmente sdo utilizados em grandes volumes. Além disso esses
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tipos de solventes sio derivados de fontes ndo renovaveis. Orgéos de classe, como a American
Oil Chemists”Society (AOCS) e a International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC), ja vém se preocupando, por exemplo, com a substituicdo de solventes como n-
hexano, acetonitrila, entre outros, nas etapas de isolamento de compostos bioativos. Segundo
estudos feitos por esses 6rgaos, durante a etapa de recuperagdo/separacdo do solvente, podem
ocorrer problemas de transformacédo oxidativa dos extratos prejudicando a qualidade final do
produto.

Para superar essas limitacGes dos métodos convencionais de extracdo na obtencéo de
extratos de produtos naturais, novas e promissoras técnicas de extracdo vém sendo estudadas
visando sua aplicacdo no setor produtivo como por exemplo: Extragdo Assistida por
Ultrasom, Extracdo com Liquido Pressurizado e Extracdo com Fluido Supercritico. Algumas
dessas técnicas sao consideradas como "técnicas verdes de extracdo™, ja que se enquadram nas
normas estabelecidas pela Environmental Protection Agency, 6rgdo dos Estados Unidos para
0 reconhecimento de processos ambientalmente corretos.

E importante mencionar também que, dentro do conceito verde de extracdo, se tem um
expressivo interesse na investigacdo do meio reacional, relacionado com a utilizacdo de
solventes organicos de fontes ndo renovaveis (volateis ou ndo) em seus processos. Neste
contexto, a literatura cientifica referente aos processos de extracdo verde de biocompostos
vem fazendo uma ampla referéncia ao emprego dos 6leos vegetais que sao fontes renovaveis e
possuem ampla aplicacdo nas areas de alimentos e cosméticos.

Analisando-se a base de periddicos da Sciencedirect referente ao nimero de trabalhos
cientificos relativos ao uso de 6leos vegetais como solvente associado aos "processos verde de
extracdo", verifica-se que é fortemente crescente seu uso na extracdo de bioativos de matrizes
vegetais, mas significativamente baixos quando se leva em consideracdo matrizes vegetais do
Bioma Amazonia. Isso evidencia a existéncia de uma lacuna que deve ser explorada através
das atividades de pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos produtos a partir de
biocompostos de matrizes vegetais tipicas do Bioma Amazbnia dentro do conceito de

processos de extracdo verde.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Efetuar a Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU) de compostos bioativos da pimenta cumari-

do-Paré (Capsicum chinense Jacq), cultivadas em duas diferentes localidades do estado do Paré (Santo

Antonio do Taué e lgarapé-Acu) e em diferentes estadios de maturacdo, utilizando como solvente o

6leo vegetal.

2.2 Especificos

\

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas das pimentas in natura;

Determinar o contetdo de acido ascorbico nas pimentas liofilizadas

Obter extratos de pimentas atraveés da técnica de Extracdo Assistida por Ultrassom
(EAU) utilizando 6leos vegetais como solventes;

Determinar o contetdo total dos fenélicos nas pimentas liofilizadas e nos extratos
oleosos;

Quantificar capsaicina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) nas
pimentas liofilizadas e nos extratos 0leosos;

Determinar o contetdo de carotenoides totais nas pimentas liofilizadas e nos extratos
oleosos;

Avaliar a atividade antioxidante in vitro das pimentas liofilizadas e dos extratos

oleosos através dos métodos ABTS e B-caroteno/Acido linoleico.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Pimentas (Capsicum chinense Jacq.)

O género Capsicum inclui mais de 25 espécies e é originario de zonas tropicais e
Umidas da América Central e do Sul, pertence & familia Solanaceae e sdo popularmente
conhecidas como pimentas e pimentdes. Dentre as espécies do género Capsicum, cinco sdo
domesticadas (C. annuum, C. bacccatum, C. chinense, C. frutescens e C. pubescens). Sabe-se
que atualmente as espécies apresentam mais de 40 variedades ou gendtipos e sua popularidade
deriva de uma combinagdo de diferentes fatores, tais como cor, sabor e pungéncia
(MENICHIN et al., 2009; CARVALHO; BIANCHETTI, 2004; WAHYUNI et al., 2013).

No Brasil, as espécies Capsicum chinense e Capsicum annum sdo consideradas as
mais cultivadas, visto que foram propagadas inicialmente pelos indigenas na Amazénia. Essa
regido representa uma area de maior diversidade, onde o cultivo de pimentas € um importante
fator de geracdo de renda para as populacGes agricolas, uma vez que emprega elevada mao de
obra, principalmente na época de colheita e processamento (VILELA, 2004; PINTO; SILVA,
2006; REIFSCHNEIDER et al., 2008).

As pimentas da espécie Capsicum chinense destacam-se pela facilidade de se adaptar
as condicdes de clima equatorial e tropical, além de apresentarem grande variabilidade
morfoldgica, destacada pelas multiplas formas, tamanhos, coloracdes e pungéncias (LANES
et al., 2007; ZIMMER et al., 2012). Os frutos maduros geralmente apresentam coloracdo
vermelha, mas pode variar desde o amarelo-leitoso, amarelo-forte, alaranjado, salméo,
vermelho, roxo e até preto. O formato varia entre as espécies, podendo existir frutos
alongados, arredondados, triangulares, campanulados ou retangulares (CARVALHO e
BIANCHETT]I, 2004).

A pimenta cumari-do-para (Capsicum chinense Jacq.) apresenta forma arredondada e
quando atinge o amadurecimento apresenta coloracdo amarela. E muito consumida no estado
do Pard, principalmente na forma de conservas devido ao aroma forte e sabor picante
caracteristico dessa variedade. A Figura 1 ilustra os frutos de pimenta cumari-do-para

(Capsicum chinense Jacq.).
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Figura 1: Pimenta cumari-do-paré (Capsicum chinense Jacq.) e a estrutura do fruto.
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Fonte: Elaborada pela autora.

As pimentas, além de consumidas in natura, podem ser processadas e utilizadas em
diversas linhas de produtos na industria de alimentos, como condimentos, molhos, conservas,

corantes e na industria de medicamentos (MADAIL et al., 2005).

De um modo geral, as pimentas,além de possuirem particularidades que intensificam
ou restringem seu consumo, Como a pungéncia proveniente dos capsaicinoides, ainda
apresentam outros compostos bioativos que vém sendo empregados com finalidades
etnofarmacoldgicas para o tratamento de doencas (MEGHAVANSI et al., 2010; OGISO et al.,
2010).

3.2 Compostos bioativos em pimentas

Os compostos bioativos ou fitoquimicos sdo metabdlitos secundarios que geralmente
estdo relacionados com o sistema de defesa da planta contra estresses bidticos e abioticos
(MANACH et al., 2004). Para Schulze e Spiteller (2009), os capsaicinoides sdo produzidos
como um mecanismo de defesa contra animais frugivoros e outros autores ainda sugerem que
0 estresse hidrico também afeta a via de biossintese dos fenilpropandides e promove o
acumulo de capsaicinoides (SUNG; CHANG; TING, 2005; RUIZ-LAU et al., 2011).

Além dos capsaicinoides, sdo encontrados outros fitoquimicos em frutos de Capsicum,
como carotenoides, acido ascorbico e compostos fenélicos (HOWARD; WILDMAN, 2007,
OGISO et al., 2010). Esses metabolitos sdo constituintes extra nutricionais que estdo
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presentes em pequenas quantidades em alguns alimentos (MANACH et al., 2004; SCHULZE;
SPITELLER, 2009). Entretanto, exercem varias a¢fes do ponto de vista bioldgico, como a
prevencdo de doencas cardiovasculares, cancer, problemas causados pelo envelhecimento das
células e doencas neurodegenerativas, devido principalmente a sua acdo antioxidante
(BANDONIENE et al., 2002).

No entanto, diversos fatores como condic@es climaticas, grau de maturagdo, genotipo e
técnicas de cultivo podem influenciar nos teores dos constituintes fitoquimicos supracitados,
uma vez que podem ocorrer diversas modificacBes bioquimicas, fisiologicas e estruturais
provenientes desses fatores durante o desenvolvimento do fruto (HOWARD et al., 2000,
MARIN et al., 2004; CHITARRA; CHITARRA, 2005; DAVIS et al., 2007; MENICHINI et
al., 2009; GUERRA et al., 2011).

3.2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos ou polifendis pertencem a uma classe de substancias quimicas
gue possuem no minimo um anel aromatico em sua estrutura, com uma ou mais hidroxilas
como grupos funcionais (CHITARRA; CHITARRA, 2005). S&o sintetizados principalmente
pela via da pentose fosfato, chiquimato e via fenilpropanoide, no qual sdo formados
aminoacidos aromaticos oriundos da conversdo de um acUcar fosfato (eritrose-4-fosfato).
Através da via do chiquimato, esses aminoacidos passam a Ser precursores para a Vvia
fenilpropanoide originando compostos fendlicos como a fenilalanina ou tirosina (NACZK;
SHAHIDI, 2004; RANDHIR; LIN; SHETTY, 2004; PEREIRA et al., 2009; QUIDEAU et al.,
2011).

Os compostos fendlicos correspondem a uma ampla faixa de substancias, podendo ser
divididos em dois grupos: os flavanoides, subdividos em flavonas, flavononas, flavonoléis,
iso-flavonas, flavanois (catequinas) e antocianinas (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010) e os ndo flavonoides, que compreendem os grupos dos acidos fenolicos, lignanas e
estilbenos (NACZK; SHAHIDI, 2004; LI et al., 2009). Esses compostos sdo encontrados
geralmente em folhas, sementes e frutos e contribuem na coloracdo e no sabor,
proporcionando adstrigéncia, acidez e sabor amargo nesses produtos (CHITARRA,
CHITARRA, 2005).

Os teores e o perfil dos compostos fendlicos em plantas podem ainda variar em funcéo
do orgdo, cultivares, espécies (CHITARRA; CHITARRA, 2005), condigdes climaticas,
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estadios de crescimento e matura¢do (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000). Esses compostos
apresentam caracteristicas biologicas e quimicas benéficas a saude, que tém sido associadas a
reducdo da incidéncia de acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca, diabetes, cancer e
doencas neurodegenerativas (GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011).

Mais de 8.000 compostos fendlicos ja foram relatados e estdo amplamente dispersos
em todo o reino vegetal (DREOSTI, 2000; WILLIAMSON; CLIFFORD, 2010). Em
Capsicum ja foram relatados diferentes tipos de compostos fenolicos. Wahyuni et al. (2011)
ao analisar 32 acessos de espécies do género Capsicum, observaram que 0S principais
compostos fendlicos presentes nas pimentas avaliadas foram os flavonoides quercetina,
luteolina e apigenina.

Além dos ja citados anteriormente, Bae et al. (2012) relatou a presenca de kaempferol
e miricitina. J& nos estudos de Zhuang et al. (2012) ao avaliaram o perfil de acidos fendlicos
de nove pimentas, foram constatados a presenca de &cido galico, &cido 3,4-dihidroxibenzdico,
catequina, vanilina, acido benzoico, &cido salicilico e luteolina, comprovando assim, a

diversidade desses compostos em pimentas Capsicum.

3.2.2 Carotenoides

Os carotenoides sdo substancias tetraterpénicas formadas por oito unidades de
isopreno divididos em dois grandes grupos, 0s carotenos, quando compostos somente por
carbono e hidrogénio, ou xantofilas, quando possuem também oxigénio em sua estrutura. Sdo
insolGveis em &gua e tém como funcgdes a protecdo da clorofila e do aparelho fotossintético
contra a fotodegradacao. Os carotenoides possuem um sistema de ligacdes duplas conjugadas,
gue atuam como um cromoforo de absorcdo de luz, conferindo aos alimentos uma coloragédo
tipica, variando do amarelo até o vermelho (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; BOBBIO;
BOBBIO, 2003; CHITARRA; CHITARRA, 2005; MITROWSKA, 2012).

Em Capsicum os carotenoides sdo 0s principais compostos responsaveis pela cor dos
frutos (DUARTE et al.,, 2004). No entanto, a coloragdo das pimentas vai depender da
capacidade de sintetizar carotenoides e da retengdo dos pigmentos clorofilicos. Tais
transformacdes podem ser influenciadas tanto pelas variedades das espéecies, como por fatores
ambientais externos, principalmente durante o amadurecimento dos frutos (COLLERA-
ZUNIGA et al., 2005; ZANATTA; MERCADANTE, 2007). Na Figura 2 estdo ilustradas as

pimentas cumari-do-pard em diferentes estadios de maturacao.



22

Figura 2: Pimenta cumari-do-para (Capsicum chinense Jacq.) em diferentes estadios de
maturacao.
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As pimentas quando atingem o amadurecimento apresentam mudanca na cor
ocasionada pelo desaparecimento das clorofilas devido a sintese de carotenoides, dentre
outros pigmentos (BOBBIO; BOBBIO, 2003; LUO; PENG; LI, 2011). Em pimentas
amarelas, ja foram constatadas a presen¢a dos carotenoides luteina, violaxantina e 3-caroteno,
enquanto que em pimentas vermelhas, a capsantina e capsorubina sdo 0s caroténoides
majoritarios (AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2009). Na Figura 3 podem

ser observados os carotenoides majoritarios encontrados em pimenta.

Figura 3: Principais carotenoides encontrados em pimentas amarelas e vermelhas
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Fonte: Adaptado de RODRIGUEZ-AMAYA (2001)
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Contudo, as pimentas exibem uma ampla diversidade de carotenoides. Giuffrida et al.
(2013) identificaram mais de 50 tipos de carotenoides avaliando 12 cultivares de trés espécies
de pimentas. Nessas, estavam presentes as provitaminas, como a-caroteno, -caroteno ¢ [3-
criptoxantina, que sdo transformadas no organismo em vitamina A. Diversos estudos apontam
que a acdo antioxidante dos carotenoides exerce um papel importante na reducdo do risco de
doencas cardiovasculares, cancer e degeneracdo macular relacionado com o envelhecimento
(ARAB; STECK, 2000; TAPIERO, TOWNSEND; TEW, 2004; KRINSKY; JOHNSON,
2005; DAMODARAN, PARKIN; FENNEMA, 2008).

Tem-se discutido muito a utilizacdo dos carotenoides para a prevencdo de doengas.
Vérios estudos comprovam a presenca e 0 comportamento desses pigmentos em pimentas
vermelhas. No entanto, quando se trata de pimentas amarelas, sdo escassos 0s estudos que
descrevem o metabolismo de carotenoides, sobretudo como esses se comportam durante o
amadurecimento, condi¢fes climéticas e técnicas de cultivo. Tais fatores corroboram para o

desenvolvimento desta pesquisa.
3.2.3 Capsaicinoides

Os capsaicinoides séo alcaloides encontrados somente em pimentas do género
Capsicum e sdo responsaveis pela pungéncia proveniente desses frutos (BLUM et al., 2002;
KIRSCHBAUM-TITZE et al., 2002). Séo sintetizados e acumulados, em grande parte, nas
vesiculas ou vactolos das células epidérmicas da placenta e transportados para fora das
células da epiderme e armazenados nas vesiculas da placenta, também chamadas de "blisters"
(GONZALEZ; PALENIUS;ALEJO, 2010) conforme ilustrado na Figura 4.

Figura 4: Tecidos de frutos de pimenta dessecados e sem sementes (A) bolhas onde os
capsaicinoides se acumulam (B)

Fonte: Adaptado de GONZALEZ; PALENIUS; ALEJO (2010).
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Esses metabolitos sdo sintetizados através da via dos fenilpropandides pela reacdo de
condensacdo entre a vanililamina e acidos graxos C9-C11 ramificados, derivados da valina e
leucina (DAVIS et al., 2007). Mais de 20 capsaicinoides ja foram identificados em pimentas
Capsicum, dentre os quais a capsaicina e a dihidrocapsaicina que sdo responsaveis por
aproximadamente 90% do total de capsaicinoides. No entanto, outros capsaicindides
minoritarios sdo encontrados em pimentas, tais como nordihydrocapsaicina, homocapsaicina,
homodihydrocapsaicina, entre outros (OCHI et al., 2003; TOPUZ; OZDEMIR, 2007
BARBERO et al., 2014). Na Figura 5 estdo apresentados os principais capsaicinoides

encontrados em pimentas Capsicum.

Figura 5: Radicais dos principais capsaicinoides encontrados em pimentas.
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Fonte: Adaptado de DAVIS et al., 2007; BARBERO et al., 2014.

As concentraces de capsaicinoides em pimentas podem variar de acordo com as
especies, condicBes climaticas e grau de maturacdo (REYES-ESCOGIDO; GONZALEZ-
MONDRAGON; VAZQUEZTZOMPANTZI, 2011). De acordo com Kirschbaum-Titze et al.

(2002) pimentas cultivadas na primavera e verdo sao mais pungentes que as cultivadas nas
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estacOes outono e inverno. Ainda, Barbero et al. (2014) constataram que hd um aumento
acentuado no teor de capsaicinoides até 40 dias de amadurecimento, ap0s esse periodo ocorre

uma diminuicdo gradual do teor total desses compostos.

3.2.4 Acido Ascérbico (Vitamina C)

O 4cido ascorbico € uma vitamina hidrossolGvel encontrada em alguns alimentos,
principalmente em frutas e verduras. S&o sintetizadas a partir da D-glicose ou D-galactose por
plantas e muitas espécies de animais com excecdo dos seres humanos e de certas aves, por ndo
possuirem a enzima gulonolactona oxidase, essencial para a sintese da 2-ceto-I-gulonolactona,
precursor imediato na sintese de acido ascorbico. Desse modo, os seres humanos devem
ingerir essa vitamina através da dieta, uma vez que a deficiéncia dessa vitamina no organismo
pode apresentar manifestagdes clinicas como o escorbuto (PADAYATTY, 2003; WHO, 2006;
NAGAPPAN et al., 2012).

Em alimentos a vitamina C ocorre naturalmente sob duas formas, reduzida
(geralmente designada de acido ascorbico) e a forma oxidada (&cido desidroascorbico) quando
hd a retirada de dois atomos de hidrogénio. Ambos sdo biologicamente ativos e sdo
produzidos para facilitar a resisténcia das plantas ao estresse oxidativo (CHEN et al., 2003).

No organismo, o acido ascérbico é comumente encontrado na forma de ascorbato, o
qual é formado apds a transferéncia de um elétron da molécula de acido ascorbico. Este
radical é capaz de converter as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em substancias
pouco reativas, devido sua capacidade antioxidante. Tal caracteristica estd associada a
reducdo do risco de desenvolvimento de varias enfermidades, como doencas cardiovasculares
e neuroldgicas e alguns tipos de cancer (MCGREGOR; BIESALSKI, 2006; ALBERTINO et
al., 2009; FISK Il et al., 2011; WOOTTON-BEARD; RYAN, 2011). Contudo, a vitamina C
desempenha importantes func¢des para a nutricdo humana, como na prevencdo da formacao de
hidroperdxidos lipidicos em lipoproteinas plasmaticas, como LDL, formagdo de tecido
conjuntivo, producdo de horménios e anticorpos (OLIVEIRA; GODOY; PRADO, 2012;
PENICAUD et al., 2010).

Segundo Reifschneider (2000) as pimentas sdo consideradas uma boa fonte de &cido
ascorbico. O contetido dessa vitamina encontrado por Carvalho et al. (2014), ao avaliarem
nove genotipos de pimentas Capsicum, variaram de 94,41 a 231,52 mg/100g- Esses autores
ainda afirmam que o processo de amadurecimento contribui para o decréscimo nos niveis de

acido ascorbico, entretanto esse produto ainda contém altas quantidades dessa vitamina que
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podem vir atender & necessidade didria de um individuo (60 mg/dia) (LUTZ; FREITAS,
2008).

3.3 Capacidade antioxidante

Antioxidantes sdo compostos capazes de inibir ou retardar a oxidacdo de moléculas
através de dois mecanismos, no qual o primeiro envolve a inibicdo da formacéo de radicais
livres que possibilitam a etapa de iniciacdo, e o segundo envolve a eliminacdo de radicais
(alcoxila e peroxila) formados através da doagdo de 4&tomos de hidrogénio a estas moléculas,
interrompendo a reagdo em cadeias (SOARES, 2002). Esses radicais estdo envolvidos na
patogénese de uma série de doencas, incluindo cancer, artrite, reumatoide inflamatoria,
aterosclerose e catarata (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; ORNELAS-PAZ et al.,
2013).

A formacdo dos radicais livres no organismo advém das reacGes de oxireducdo
ocasionadas por fatores ambientais e bioldgicos, como exposicdo a luz ultravioleta, raios-x,
raios-gama, poluicdo, medicamentos, tabagismo e produtos quimicos. Os radicais livres
formados durante as reacBes de oxireducdo podem ser inibidos através de antioxidantes
naturais; esses ainda, atuam como agentes redutores, quelantes, sequestrantes do oxigénio
singleto e desativadores de metais préoxidantes (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO,
2007; WANG et al., 2011).

As frutas e hortalicas vém sendo recentemente estudadas como fonte de antioxidantes
naturais. Esses, tem se tornado atrativos para a industria alimenticia, visto que atuam na
neutralizacdo de espécies oxidantes (OH-) podendo combater o estresse oxidativo sem causar
danos a satude humana, diferentemente dos aditivos sintéticos utilizados para minimizar a
oxidacdo, que tém sido constantemente questionados sobre 0s possiveis riscos a saude
humana (MILIAUSKAS; VENSKUTONIS; BEEK, 2004; BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006; COSTA et al., 2009).

As pimentas Capsicum sdo fonte importante de algumas dessas substancias
antioxidantes, como compostos fendlicos, acido ascérbico, carotendides e capsaicinoides
(MAZIDA et al., 2005; WAHYUNI et al., 2011). Varios estudos comprovam a atividade
antioxidante de pimentas que geralmente estdo correlacionadas com 0s compostos bioativos
citados anteriormente (HOWARD et al., 2000; CHUAH et al., 2008; GIUFRIDA et al., 2013;
ORNELAS-PAZ et al., 2013; CARVALHO et al., 2015). Nos estudos de Menichini et al.
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(2009) e Alvarez-Parrilla et al. (2011) foi relatado que os compostos fenolicos seriam os
principais contribuintes para a atividade antioxidante de pimentas. No entanto, Carvalho et al.
(2014) consideram que o potencial antioxidante de pimentas é oriundo do sinergismo de todos

0S compostos naturais presentes nessas e ndo s6 de um composto isolado.

A determinacdo da atividade antioxidante in vitro pode ser medida de forma direta,
pela capacidade de sequestrar radicais livres ou indireta através do efeito do antioxidante na
reacdo de oxidacio (ANTOLOVICH et al., 2002; ZULUETA; ESTEVE; FRIGOLA, 2009).
Para tanto, diversas técnicas tém sido utilizadas, em que os métodos de Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity (ABTS), Antioxidant Power in Iron Reduction (FRAP), radical 2,2-
difenil-1-picrihidrazil (DPPH), Oxygen Radical Absorbance (ORAC) e B-caroteno/acido
linoleico s&o alguns dos mais usados atualmente (PEREZ-JIMENEZ; SAURACALIXTO,
2006). Para Pérez-Jiménez et al. (2008) é recomendado a utilizacdo de pelo menos dois

métodos, ja que ndo ha nenhum método oficial padronizado.

3.4 Extracdo de compostos bioativos

Diversas técnicas tém sido relatadas na literatura para extracdo de compostos
bioativos, tais como a maceracdo dindmica (KIRSCHBAUM-TITZE et al., 2002), extracao
por soxhlet (KOREL et al., 2002), extracdo por fluido pressurizado ( BARBERO; PALMA,
BARROSO, 2006a), extracdo assistida por micro-ondas (BARBERO; PALMA; BARROSO,
2006b), extracdo assistida por ultrassom (BARBERO et al.,, 2008; BOONKIRD;
PHISALAPHONG; PHISALAPHONG, 2008), extracdo enzimatica (SALADO-ROMANA et
AL., 2008) e extracdo por fluido supercritico (DUARTE et al., 2004).

As técnicas convencionais de extracdo como maceracdo e Soxhlet, sdo comumente
aplicadas nas industrias quimica, farmacéutica e alimenticia para a obtengdo de variados
extratos e podem utilizar uma ampla variedade de solventes como metanol, hexano,
cloroférmio, acetato de etila, acetona, éter, etc. No entanto, essas técnicas necessitam de
periodos longos de extracdo, requerem um alto custo energéetico e em alguns casos, podem
degradar substancias termicamente sensiveis, principalmente na etapa de separacéo da mistura
soluto solvente (JIANYONG et al., 2001; VINATORU, 2001; SCHINOR et al., 2004;
MELECCHI et al., 2006).

Além disso, em escala industrial a etapa de recuperacdo do solvente apos a extracao é

crucial devido a problemas econdmicos e de seguranca ambiental, mas, principalmente, pela
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possibilidade de haver residuo do solvente no produto final. Na maioria das situagfes, tanto
para fins sensoriais quanto para fins farmacoldgicos, o solvente residual é indesejavel por sua
toxicidade, sua capacidade reagente ou mesmo pela interferéncia no aroma e no extrato obtido
(BISCAIA, 2007; CASTRO e GARCIA-AYUSO, 1998; CASTRO e PRIEGOCAPOTE,
2010).

Assim, tem-se buscado processos e/ou técnicas que minimizem esses problemas.
Dentre essas técnicas a Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU) tem se destacado por ser
uma técnica simples, de baixo custo e ainda pode ser operado rapidamente em uma ampla
variedade de solventes (LEE; LIM, 2007). O ultrassom é uma onda mecénica que se
diferencia do som audivel pelos seres humanos por apresentar frequéncias maiores que 20
kHz (CASTRO et al., 2011; CHEMAT et al., 2011) e propaga-se em meios sélidos, liquidos e
gasosos (CASTRO, CAPOTE, 2007; SERRADILLA, CAPOTE, CASTRO, 2007). Um dos
fendmenos produzidos quando o ultrassom se propaga nos liquidos € o fendmeno de cavitagdo
(ESCLAPEZ et al., 2011).

A cavitacdo ocasiona a formacdo de cavidades, para onde os gases dissolvidos no
sistema migram, formando microbolhas, que aumentam e diminuem de tamanho, gerando
ciclos de expansdo e compressao até que as bolhas implodem, liberando grande quantidade de
energia e exercendo elevadas pressdes proximas a regido da implosdo (CASTRO, CAPOTE,
2007; CARCEL et al., 2012; VEILLET et al., 2010)

Cabe também mencionar que na EAU a presenca de materiais solidos no sistema
provoca uma implosdo assimétrica das microbolhas, gerando jatos que colidem com as
superficies sdlidas e também ocasionam a circulacéo de liquidos, devido a turbuléncia gerada
(CASTRO, CAPOTE, 2007; SHIRSATH et al., 2012). Essas colisdes fazem com que células
vegetais sejam rompidas, facilitando a difusdo do solvente extrator para o interior da matriz
(CASTRO, CAPOTE, 2007). Somando-se a isso, o calor liberado pelas implosdes aumenta a
solubilidade dos analitos, favorecendo o aumento da eficiéncia da extragdo (VEILLET et al.,
2010). Assim, é possivel ao mesmo tempo agitar a mistura e extrair 0s compostos em um
tempo muito mais curto que aqueles utilizados pelos meétodos tradicionais de extragdo,
utilizando uma quantidade pequena de solventes (CHEMAT et al., 2011; VILKHU et al.,
2008).
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3.4.1 Processo verdes de extracao

A extracdo verde baseia-se nas descobertas de novas metodologias que venham
reduzir o consumo de energia e permitir 0 uso de solventes alternativos e renovaveis que
substituam o uso de solventes a base de petrdleo, com o objetivo central de diminuir os
reagentes toxicos e ndo-biodegradaveis no ambiente, além de garantir um extrato seguro e de
qualidade, atendendo um dos 12 principios da quimica verde definidos em 2010 (ALBERT-
VIAN et al., 2011; TSUKUI; REZENDE, 2014).

Dentro dos principios da quimica verde ou do “processo verde de extracdo” a EUA é
uma promissora técnica de extragdo e vem sendo estudada. A EAU tem sido bastante aplicada
na extracdo de diversos compostos bioativos presentes em diferentes matrizes. Khan et al.
(2010) extrairam compostos fendlicos hesperidina e narigina em casca de laranja num periodo
de 30 minutos empregando ultrassom. Ghafoor et al. (2011) obtiveram extratos com elevada
concentracdo de antocianinas a partir de casca de uva usando EAU, sendo que neste estudo foi
avaliado diferentes tipos de solventes e tempo. Araujo et al. (2011), utilizando EAU
efetuaram extracdo de 6leo com elevado concentragdo DHA a partir de diferentes microalgas
(Chaetoceros gracilis, Chaetoceros mulleri, Chlorella vulgaris, Dunaliella sp., Isochrysis sp.,
Nannochloropsis oculata, Tetraselmis sp., Tetraselmis chui, Tetraselmis tetrathele e
Thalassiosira weissfl ogii. Herrera e Lugue de Castro (2004) extrairam compostos fendlicos,
como a rutina, naringina, naringenina e quercetina, a partir de morangos com ciclo de trabalho

de 30 segundos através do desenvolvimento de método semi-automatico baseado em EUA.

Dentre os solventes alternativos, os 6leos vegetais vém sendo utilizados para extracao
de carotenoides. Além de substituir o uso de solventes a base de petroleo, os dleos vegetais
sdo considerados protetores eficientes da acdo do oxigénio, retardando 0s processos de
oxidacdo, sendo, ainda, utilizados como fonte lipidica na posterior aplicacdo em alimentos
(NEGRO; GARRIDO-FERNANDEZ, 2000).

O emprego de 6leos vegetais para extracdo de carotenoides ja foi relatado em estudos
com cenoura, roma e camardo (SACHINDRA; MAHENDRAKAR, 2005; HANDAYANI et
al., 2008; LI et al., 2013; GOULA et al., 2017). No entanto, para extragdo de biocompostos
presentes em pimentas, ndo foram encontrados estudos na literatura que empreguem o6leos
vegetais como solventes alternativos, sendo essa, uma das justificativas para utilizagdo de

0leos vegetais na extragdo, além da contribuigdo positiva ao meio ambiente.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria-Prima

As pimentas cumari-do-pard (Capsicum chinense Jacg.) foram coletadas nas cidades
de lgarapé Acu-PA situado na mesorregido nordeste paraense (latitude 01°07'44" e longitude
47°37'12") e Santo Antbnio do Taua-PA situada na mesorregido metropolitana de Belém
(latitude 01°09'07" e longitude 48°07'46™). As pimentas foram colhidas no més de setembro de
2015 em dois estaddios de maturacdo e classificadas como verdes ou imaturos (frutos
fisiologicamente desenvolvidos, porém, sem mudanca na cor da casca verde, sem pontos
amarelos) e amarelos ou maduros (frutos completamente desenvolvidos, com coloracdo da
casca amarela sem pontos verdes). Os frutos colhidos foram acondicionados em embalagens
flexiveis (capacidade 30 kg) e transportados para o Laboratorio de Medidas Fisicas-LAMEFI
da Universidade Federal do Para.

As pimentas foram higienizadas em uma solucdo de cloro (200 ppm) durante 15
minutos, seguido de enxague em agua corrente para remocdo do cloro. Apds o processo de
higienizacdo, houve a remocdo dos pedunculos e das sementes que foram descartados e
somente o pericarpo foi utilizado no estudo. O pericarpo foi triturado em um multiprocessador
de bancada, tipo facas (BLACK e DECKER, HC32) para obtencéo de uma polpa homogénea.
Desse material, parte foi separada para as analises in natura e parte seguiu para a liofilizacéo
em um liofilizador da marca TERRONI modelo LS300, durante 48 h. As amostras in natura e
liofilizadas foram armazenadas a -18° C em embalagens de polietileno, até o0 momento das

analises.

4.2 Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas em triplicata e somente nas pimentas in

natura.
4.2.1 Umidade
O conteudo de umidade foi determinado pelo método gravimétrico por secagem em

estufa a 105°C, até peso constante, sendo os resultados expressos em porcentagem (%), de
acordo com o método 932.12 da AOAC (2011).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
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4.2.2 Cinzas

As cinzas foram determinadas gravimetricamente por incineracdo da matéria organica
presente em 1g de amostra em forno mufla a 550°C, até peso constante, conforme o método
n° 972.15 AOAC (2011).
4.2.3 Proteinas

A quantidade de proteinas foi determinada pelo método de Kjeldahl, n°® 920.109 da
AOAC (2011) para quantificacdo de nitrogénio (N) total. A partir do teor de nitrogénio foi
calculado a porcentagem de proteina total da amostra, empregando-se o fator 6,25.

4.2.4 Lipideos

O teor de lipideos totais foi determinado pelo método de extrato etéreo (EE) utilizando
o0 extrator de Soxhlet, conforme método n° 963.15 da AOAC (2011).

4.2.5 Carboidratos totais

A determinacdo dos teores de carboidratos foi realizado por diferenca.
4.2.6 Solidos soltveis totais (SST)

O teor de sélidos soltveis foi determinado usando-se um refratdmetro digital com
leitura direta, sendo os resultados expressos em °Brix de acordo com o método n° 932.12 da
AOAC (2002).

4.2.7 Potencial hidrogeni6nico (pH)
O pH foi determinado em potencidbmetro (Hanna Instruments, modelo HI19321),

previamente calibrado com solucdes tampéo pH 4,0 e 7,0, de acordo com 0 método 943.15 da
AOAC (2002).
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4.2.8 Acidez titulével total (ATT)

Foi determinada por titulagdo com NaOH 0,1 N, com o auxilio de um pHMETRO,
sendo os resultados expressos em mg de acido citrico/100 g da amostra, segundo método
942.15 da AOAC (2002).

4.2.9 Analise de cor instrumental

A cor foi determinada através de um colorimetro digital (Minolta, modelo CR-400)
operando no sistema CIELAB, medindo L* (luminosidade), coordenada de cromaticidade a*
(-a verde, +a vermelho), coordenada de cromaticidade b* (-b azul, +b amarelo) e angulo hue.

O AE foi calculado entre o mesmo estadio de maturagdo em relacdo as diferentes localidades.

4.3 Extracdo dos compostos bioativos

A extracdo dos compostos bioativos das pimentas, utilizando como solvente 6leos
vegetais, foi realizada com o uso de um sistema de bancada ultrassonico na frequéncia de 25
kHz a temperatura de 40°C. Nesta etapa foram utilizados trés diferentes 6leos vegetais: oleina
de palma, 6leo de soja e 6leo de castanha-do-brasil. Com base em levantamentos feitos na
literatura e avaliacGes preliminares, foi estabelecido as seguintes faixas de estudo na relacdo
massa/solvente como condicdo de extracdo (1:5; 1:10 e 1:25 pimenta:6leo). Cada soluc¢éo foi
sonificada durante 60 minutos no banho de ultrassom (UNIQUE, maxiclean 1450), sendo
posteriormente centrifugada a 18.000 rpm por um tempo de 20 min a temperatura de 25°C.

Em seguida, o sobrenadante foi recolhido e o precipitado descartado.

4.4 Determinacdo dos compostos bioativos

As andlises de compostos bioativos foram realizadas nas amostras de pimentas
liofilizadas extraidas com solvente organicos (ALESO) e nas amostras liofilizadas obtidos
com Oleos vegetais (ALEO). Entretanto, para as analises referentes aos extratos oleosos
adotou-se uma etapa de pré-tratamento (4.4.1), visto que os extratos obtidos com os diferentes
6leos (lipofilicos) ndo sdo soliveis nas solucBes hidrofilicas, empregadas nas anélises de
fenolicos totais (4.4.3), ABTS e Sistema [-caroteno/acido linoleico (4.5.1 e 4.5.2). A Figura 6

ilustra um fluxograma do roteiro empregado no estudo.
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Figura 6: Fluxograma das anélises empregadas no presente estudo.

Pimenta Capsicum chinense Jacq.

In natura Liofilizada
Composicao $ i
fisico-quimica Extragdo com Extragdo com oleos
solventes organicos vegetais
Pré-tratamento
Compostos

bioativos

Capacidade
antioxidante

4.4.1 Pré-tratamento dos extratos oleosos

Foram adicionados 2 mL de amostra (extrato oleoso) em um béquer de 50 mL, no
qual foi adicionado 2 mL de hexano, e 5 mL de solucdo metanol:dgua (60:40) e a mistura foi
mantido sob agitacdo em agitador orbital (MARCONI, MA832) por 20 minutos. Apos esse
processo, o precipitado foi recolhido com uso de uma pipeta e armazenado. No sobrenadante
resultante da etapa anterior foi adicionado mais 5 mL de solu¢do metanol:agua (60:40) e
repetido o procedimento anterior. Ao final os dois precipitados recolhidos em cada etapa

foram misturados e o sobrenadante (6leo) descartado.
4.4.2 Acido ascorbico (vitamina C)

O teor de &cido ascorbico foi determinado somente nas pimentas liofilizadas mediante
titulacdo com 2,6-dicloroindofenol (DCFI) (0,02%) (AOAC 1984), substituindo-se o solvente
extrator acido metafosférico por acido oxalico. Os resultados foram expressos como mg de
acido ascorbico por 100 g de amostra.

4.4.3 Determinagéo de compostos fendlicos totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada por meio do reagente

Folin-Ciocalteau, seguindo metodologia de Singleton & Rossi (1965) modificada por Georgé
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et al. (2005) no qual acetona a 70% foi utilizado como o solvente organico e para os obtidos
com Oleos vegetais foi utilizado os extratos adquiridos na etapa de pré-tratamento. Os
resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico (GAE) por 100 g de

amostra.

4.4.4 Determinacao de capsaicina por CLAE

Para obtencdo dos extratos com solventes organicos, utilizou-se 1 g de pimenta
liofilizada e adicionou-se 50 mL de etanol absoluto P.A. Essa mistura foi levada a agitacéo
constante por 12 horas em agitador magnético. Apds esse processo os extratos foram filtrados
e submetidos a andlise de capsaicina. Para o extrato oleoso (item 4.3) foi pesado 1 g desse
material e realizadas duas extragdes sucessivas com 10 mL de etanol absoluto P.A. (agitacéo
constante de 40 rpm durante 20 minutos). Apds esse procedimento as duas fracGes etandlicas
extraidas foram misturadas e filtradas em filtro de seringa, 0,45 pm (VertiPure™ NYLON
Syringe Filters) e armazenadas sob refrigeracdo (5°C) até a posterior etapa de injecdo no
cromatografo.

A quantificacdo de capsaicina nas pimentas liofilizadas e nos extratos oleosos foi
efetuada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de acordo com a metodologia descrita
por Perucka e Oleszek (2000), com modificacBes. O sistema cromatogréafico utilizado foi um
cromatégrafo liquido da marca Shimadzu A10, detector UV-visivel, fase movel
acetonitrila:dgua (60:40), coluna C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um), comprimento de onda 280
nm, temperatura 40°C, fluxo 1 mL/min e volume de injecdo 40 pL. O calculo da concentracédo
de capsaicina foi realizado a partir de uma curva analitica de capsaicina com concentraces

variando de 5 a 50 pg/mL. Os resultados foram expressos em mg de capsaicina/g da amostra.

4.4.5 Determinacao de carotenoides totais

A determinacédo dos carotenoides totais das pimentas liofilizadas foi realizada segundo
Godoy e Rodriguez-Amaya (1994). Para o extrato oleoso, foi efetuada a diluicdo do mesmo
em hexano na proporcao (2:10) e feito a varredura, no intervalo de comprimento de onda de
350 a 700 nm, em espectrofotbmetro (NOVA, NI 2000 UV) para verificar qual o
comprimento de onda que seria utilizado para a quantificagdo. O teor de carotenoides totais
foi eterminado em pg g* (Equacdo 1), utilizando coeficientes de absortividade (A% 1cm)

referente a Luteina.
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Onde CT ¢ a concentragdo de carotenoides totais (expressa como luteina), Abs é a
absorbancia do extrato a 445 nm; V é o volume do solvente utilizado; m é a massa de amostra

e E™iem é o coeficiente de absortividade da luteina em éter de petrdleo.

4.5 Atividade Antioxidante in vitro

A atividade antioxidante foi realizada nas ALESO e ALEO utilizando dois métodos:

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (ABTS) e B-caroteno/acido linoleico.

4.5.1 Capacidade antioxidante pelo método ABTS*

O ensaio ABTS" foi baseado num método desenvolvido de acordo com Rufino et al.
(2007), no qual foram preparadas cinco diluigdes diferentes em triplicata, a partir de extratos
obtidos com metanol e acetona para pimenta liofilizada e dos extratos obtidos no item 4.4.1
para o material oleoso. Aliquota de 30 pL de cada diluicdo foi transferida para tubos de ensaio
contendo 3,0 mL do radical ABTS* seguida de homogeneizacdo em agitador de tubos. A
absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a 734 nm. Para obtencdo da curva analitica do
Trolox foram adquiridas solu¢des com concentracGes variando de 100 uM a 2.000 M.

4.5.2 Capacidade antioxidante pelo sistema f-caroteno/acido linoleico

A capacidade antioxidante utilizando o sistema p-caroteno/acido linoleico foi realizada
de acordo com o método descrito por Matthaus (2002). Utilizou-se 40 mg de &cido linoleico e
400 mg de Tween 20 que foram transferidos para um baldo e adicionado 1 mL de uma
solugdo de B-caroteno (3,34 mg/mL) em cloroférmio. Apos esse processo o cloroformio foi
removido por evaporagdo em um rota evaporador a 50 ° C, por aproximadamente 10 minutos.
Em seguida, adicionou-se lentamente 100 mL de agua destilada ao residuo e a solucdo foi
agitada vigorosamente para formar uma emulsdo estavel. Dessa emulsdo foi retirada uma
aliquota de 5 mL e adicionada em tubos de ensaio, juntamente com 200 pL da solucéo da
amostra a ser avaliada. A absorbancia foi lida tanto no branco (emulsdo sem B-caroteno)

guanto nas amostras a 470 nm. Em seguida os tubos foram colocados em banho termostatico a
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50° C e a absorbancia foi medida em intervalos de 15 min até atingir 60 min. Os resultados

foram expressos em percentagem da atividade antioxidante, calculado a partir da Equacéo 2:

%AA = [1-(AbsCinicial — Absctina)/( Absaminicial — Absaminal)] X 100 (2)
Em que:
%AA = Percentagem da atividade antioxidante; Absciniciai = Absorbancia inicial do controle
Absctina = Absorbéncia final do controle; Absaminicia = Absorbancia inicial da amostra;

Absamsina = Absorbancia final da amostra

4.6 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente através da analise de variancia
(NOVA) e teste de Tukey em nivel de significancia de 5% com auxilio do programa
Statistica® versdo 7.0 (STATSOFT INC, USA). Foi utilizado o coeficiente de correlagdo de
Pearson para avaliar a intensidade da associacdo linear entre os compostos bioativos e a

capacidade antioxidante das pimentas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analises fisico-quimica das pimentas in natura

Os resultados da caracterizagdo fisico-quimica das pimentas cumari-do-para
provenientes das cidades de Santo Antnio de Taué e lgarapé-Acu, PA, nos dois estadios de

maturacao estudados encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Caracterizacdo fisico-quimica das pimentas cumari-do-para in natura.

- TAUA IGARAPE-ACU
0]

Andlises (%) Imaturo Maduro Imaturo Maduro

Umidade 91,46+0,17%  90,92+0,17®  87,90+0,24° 87,76+0,45°
Proteinas 1,22+0,098 0,97+0,22°  1,49+0,040" 1,50+0,026*
Lipidios 1,41+0,09% 1,49+0,05%  0,94+0,07®  1,64+0,06"
Cinzas 0,65+0,048 0,71+0,058  0,76+0,05*%  0.94%0,04*
Carboidrato 526+0,21°  591+0,13¢  8,91+0,35*  8,16+0,69°B
Acidez (% Ac. Citrico) ~ 0,45+0,01*  0,34+0,01°¢ 0,40+0,018  0,35+0,00°
pH 5,07+0,00¢ 5,25+0,028 5,33£0,02"  5,36+0,00"
Sal. Solaveis (°Brix) 8,57+0,26°  9,30+0,06° 9,240,00°  10,26+0,06*

Resultados apresentados em base Umida (média * desvio-padrdo). Médias seguidas de mesma letra nas linhas
ndo diferem estatisticamente entre si, a 5 % de probabilidade, pelo Teste de Tukey.

Verificou-se que os resultados para a maioria das caracteristicas fisico-quimicas foram
significativamente (p<0,05) influenciados tanto pelo estadio de maturacdo como também pela
origem dos frutos. Para a composicdo centesimal dos frutos, observou-se que a agua
representa o principal constituinte. Em relacdo a origem de coleta, verificou-se que os frutos
tanto imaturos como maduros, provenientes da cidade de Taué apresentaram teores superiores
de umidade e diferiram significativamente (p<0,05) entre o grau de maturacgéo, fato que nédo

foi observado para as pimentas oriundas da cidade de lgarapé-Acu.

Observou-se (Tabela 1) um decréscimo no valor da umidade nas pimentas com a
evolucédo do seu amadurecimento. Esse comportamento também foi descrito por Carvalho et
al. (2015) que encontraram valores variando de 81,46% a 91,42%, para as pimentas imaturas
e de 78,19% a 89,39%, para as maduras.

A perda de umidade durante esse processo de maturacdo das pimentas pode ser
relacionada aos fatores respiratorios do fruto ou as questdes climaticas da regido amazonica

que apresenta alta demanda evaporativa, visto que o periodo da colheita foi realizado no més
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de setembro/2015, o qual foi considerado pelo CPTEC/INPE (2016) um dos meses mais
quentes do ano.

De acordo com os resultados médios obtidos para o teor de proteinas (Tabela 1),
observou-se diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre as pimentas imaturas e maduras
das diferentes localidades estudadas. Em relacdo ao grau de maturacdo, constatou-se que
somente as pimentas de Taud diferiram significativamente entre os estadios de maturagéo,

visto que apresentaram uma diminuicdo nos teores de proteinas nas pimentas maduras.

A diminuicéo nos teores proteicos de frutos quando atingem o amadurecimento ja foi
relatado na literatura para outras matrizes, como o camu-camu (Myrciaria dubia) estudado
por Oliveira (2014) e acerola (Malpighia punicifolia L.) nos estudos de Vendramini e Trugo
(2000). Os autores atribuiram esse comportamento a degradacdo bioquimica e a utilizacdo dos
aminoéacidos para a formacdo de compostos volateis durante a maturacdo dos frutos, uma vez
que os aminoacidos sdo precursores de substancias volateis que afetam as caracteristicas

sensoriais do fruto.

Os valores obtidos na determinacdo do teor de lipidios para as pimentas provenientes
da cidade de Taua ndo variaram significativamente nos dois estadios de maturacéo,
diferentemente dos valores obtidos pelas pimentas da cidade de Igarapé-Acu. Observou-se um
aumento nos teores de lipidios com a maturacdo das pimentas da cidade de lgarapé-Acu. Tal
comportamento também foi observado por Carvalho (2014) ao avaliar pimentas de cheiro
(Capsicum chinense) em diferentes estadios de maturacdo, com valores médios de 0,367 para
pimentas imaturas e 0,456 para pimentas maduras. De acordo com Damodaran, Parkin e
Fennema (2010) o aumento de lipidios como fosfatidil colina e &cido fosfatidico durante a
maturacdo de frutas é ocasionado pelo aumento da taxa respiratdria caracteristica d frutos

climatéricos.

No que se refere aos teores de cinzas das pimentas cumari-do-para, ndo foi observado
diferencas entre os estadios de maturacdo estudados para cada localidade. Entretanto, quando
analisado o mesmo estadio de maturacdo entre as localidades, as pimentas maduras
diferenciaram entre si (p<0,05). Os valores de cinzas encontrados nesse estudo foram
semelhantes aos relatos por Lutz e Freitas (2008) em seus estudos sobre a composi¢éo

nutricional de pimentas brasileiras com valores de cinzas variando de 0,6 a 1,7%.

Em relacdo aos carboidratos, as pimentas possuem quantidade significativa desses

compostos. Observou-se que o0s teores de carboidratos foram distintos tanto entre o grau de
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maturacdo, bem como entre as localidades estudadas, uma vez que as pimentas de lgarapé-
Acu apresentaram maiores teores de carboidratos. Em relacdo ao estadio de maturacéo,
observou-se que quando as pimentas de Taud atingiram o amadurecimento notou-se um
aumento significativo na concentracdo dos carboidratos, diferente do que foi observado para

as pimentas de lgarapé-Agu.

Durante a maturagdo, dos frutos os niveis de aglicares aumentam devido aos processos
de degradacéo dos polissacarideos. Os agucares formados melhoram a textura e o sabor das
frutas, além de serem utilizados no processo de respiracdo das mesmas. Assim, 0 aumento de
carboidratos com o amadurecimento dos frutos, como ocorreu com as pimentas de Taua é
justificavel; j& o decréscimo desses compostos, como foi observado para as pimentas de
Igarapé-Acu, pode estar relacionado a idade fisiol6gica a qual as pimentas foram colhidas,
provavelmente em uma das etapas finais do ciclo vital dos frutos, onde ha maior
predominancia de reacdes de degradacao e consequentemente maior consumo de aguicares no

processo respiratério desses frutos.

Os resultados estatisticos mostraram diferenca significativa (p<0,05) na acidez das
pimentas, para os diferentes graus de maturacdo e localidades estudadas. Verificou-se um
decréscimo nos teores de acidez das pimentas quando essas atingem o amadurecimento.
Comportamento semelhante foi verificado por Carvalho et al. (2014) em dois gendtipos de
pimentas Capsicum spp. Esse comportamento é considerado normal em frutos, uma vez que,
durante o crescimento dos frutos até a sua maturacdo, ocorre a sintese de acidos organicos e
no final do amadurecimento e inicio da senescéncia ocorre uma redu¢do dos acidos devido ao
intenso consumo destes pelo processo respiratério (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

J& com relacdo ao pH houve aumento do estadio verde para 0 maduro. De acordo com
Chitarra e Chitarra (2005) o pH tem uma relacdo inversa com a acidez titulavel total, ou seja,
0 pH aumenta a medida que diminuem os teores de acidez titulavel total. Para as pimentas
provenientes de lgarapé-Acu os valores de pH para os dois estadios de maturacdo foram
praticamente iguais, ndo diferindo estaticamente entre si. Resultados semelhantes foram
encontrados por Antoniali et al. (2007) ao caracterizar pimentdes em diferentes graus de

maturacao, no qual obtiveram valores para pH variando de 4,7 a 4,8.

Em relagdo aos solidos sollveis, observou-se um aumento significativo nos teores
desses compostos com o amadurecimento das pimentas de ambas localidades. Esse acréscimo
também foi observado em estudos com pimentdes (ANTONIALI et al., 2007; SILVA et al.,
2011).
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Os sdlidos solUveis totais representam 0s compostos sollveis em agua presentes no
fruto como acgucares, vitaminas, acidos, aminoécidos e algumas pectinas. Durante a maturagéo
das frutas, uma das principais modificacdes em suas caracteristicas ¢ o acumulo de agucares
(normalmente, glicose frutose e sacarose), o qual ocorre simultaneamente com a reducdo da
acidez. O teor de acucar atinge o maximo no final da maturacdo, devido a degradacdo de
polissacarideos e processos biossintéticos, os compostos formados conferem exceléncia e
qualidade ao produto (CHITARRA e CHITARRA, 2005).

De modo geral, as diferencas encontradas entre os graus de maturacéo e as localidades
para os parametros avaliados nesse estudo podem ser atribuidas a uma grande diversidade na
composicdo quimica das pimentas e 0s niveis desses compostos podem variar de acordo com
0 genotipo, grau de maturacdo, tipo de solo, estacdo do ano, insolacéo, entre outros fatores
(BRANCO et al., 2010).

5.1.1 Cor instrumental das pimentas in natura
A Tabela 2 apresenta os valores médios das coordenadas cromaticas L*, a*, b*, C e h*
para as pimentas cumari-do-para imaturas e maduras, provenientes das cidades de Santo

Antonio do Taué e Igarape-agu, PA.

Tabela 2: Cor de frutos imaturos e maduros de pimenta cumari-do-para in natura.

Amostra L* a* b* Cc* h* AE

Imaturo Taua  43,96+0,81d -16,59+0,37b  32,36+0,35d 36,71+0,42d 117,14+0,29b
5,67+0,58
ImaturolGAGgu  46,78+0,73c  -20,25+0,172 35,55+0,62c  42,39+0,60c  119,77+0,142

Maduro Taud  73,08+0,60*°  1,19+0,04d 55,74+0,40b  55,76+0,40a 91,25+0,08d
13,80+0,85
MadurolGAgu  61,80+0,82b  4,79+0,20c 62,77x0,32%  53,90+0,63b  94,61+0,22c

Média + desvio-padrdo. Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, a 5 %
de probabilidade, pelo Teste de Tukey.

Com relacdo a analise de cor, o parametro L* estd associado a luminosidade das
amostras, avaliado de maneira a estabelecer uma escala de cinza, com valores entre preto (0) e
branco (100) (PATHARE et al., 2013). Os valores de L* encontrados nesse estudo (Tabela 2)
indicaram baixa luminosidade para os frutos imaturos quando comparados com 0s maduros,

uma vez que as pimentas quando imaturas apresentam uma cor levemente escura. Observou-
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se ainda que os resultados obtidos para esses parametros foram significativamente diferentes,
tanto para os estadios de maturagdo como entre as localidades.

A coordenada de cromaticidade a* estd associada a dimenséo verde-vermelho; valores
positivos de a* indicam amostras mais avermelhadas e valores negativos indicam amostras
mais esverdeadas. Dessa forma, os menores valores de a* foram observados para as pimentas
imaturas, comprovando, que quando as amostras estdo imaturas apresentam coloracdo verde,
devido aos pigmentos clorofilicos. Todos os frutos analisados (imaturo e maduro) diferiram

entre si (p>0,05) para as duas localidades.

Em relacdo a coordenada de cromaticidade b* a qual esta associada a dimensdo azul-
amarelo, valores positivos indicam amostras mais amareladas e valores negativos indicam
amostras mais azuladas. Desta forma, observou-se que as amostras imaturas obtiveram
menores valores de b*, enquanto as pimentas maduras apresentaram maiores valores,
comprovando, assim, que as pimentas maduras apresentam coloracdo amarela. Durante o
amadurecimento, os frutos sofreram alteragcdes na cor. 1sso ocorre devido a degradacdo da
clorofila e sintese de carotenoides, dentre outros pigmentos (BOBBIO; BOBBIO, 2003;
CHITARRA e CHITARRA, 2005).

O croma (C*) expressa a saturagdo ou intensidade da cor. As cores neutras Sao
representadas por valores proximos de zero, enquanto que as cores intensas tém valores
proximos de 60 (MENDONCA et al., 2003). Dessa forma as pimentas maduras, das duas

localidades, apresentaram maior intensidade que as imaturas.

O valor do angulo Hue apresenta, dentro do diagrama de cores, valores que véo do 0°
ao 360°, o que significa que valores préximos ao 0° sdo vermelhos, ao 90° sdo amarelos, 180°
sdo verdes e 360° sdo azuis. Os valores do angulo Hue obtidos confirmam que as pimentas
imaturas apresentaram coloracdo verde, enquanto que as pimentas maduras, das duas
localidades, uma coloracdo amarela. Na Figura 6 é possivel verificar visualmente os

resultados obtidos na analise colorimétrica para o angulo de Hue.
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Figura 7: Coloracéo das pimentas cumari-do-para em dois estadios de maturacéo.

Pimenta imatura Pimenta madura

Observou-se que para todos os parametros avaliados houve diferenca estatistica
significativa, tanto entre o grau de maturacdo, o qual ja era esperado, visto que durante a
maturacdo dos frutos ocorre degradacdo e sintese de pigmentos, como entre as localidades.
Essa diferenca para o mesmo estadio de maturacdo entre as localidades foi refletida na AE
(Tabela 2), a qual pode ser atribuida a idade fisiol6gica que as pimentas foram colhidas, assim
como as técnicas empregadas no cultivo das pimenteiras, a radiacdo solar, dentre outros
fatores (CHITARRA e CHITARRA, 2005; BUGGENHOUT et al., 2009). Ainda, as
diferencas encontradas entre o grau de maturacdo e as localidades podem estar relacionadas
com a idade fisioldgica a qual as pimentas foram colhidas, visto que apesar dos frutos terem

sido colhidos verdes e amarelos ndo significa que estejam no mesmo grau de maturacao.

5.2 Compostos bioativos das pimentas liofilizadas e dos extratos oleosos

5.2.1 Acido Ascorbico (vitamina c)

Os resultados obtidos para o teor de vitamina C das pimentas liofilizadas oriundas de
Santo Antonio do Tau e Igarapé-Acu em funcdo do estadio de maturacao, estdo apresentados

na Tabela 3.

Tabela 3: Valores de vitamina ¢ nas amostras de pimenta cumari-do-para.
Vitamina C (mg 100g* pimenta liofilizada)

Localidades Imaturo Maduro
Igarapé-acu 191,4+0,004° 121,20+0,365°
Taua 245,39+0,79A2 147,29+0,96 B2

Resultados apresentados em base seca (média + desvio-padrdo). Médias seguidas de mesma letra mailscula
(efeito do estadio de maturacdo) nas linhas, e letras minusculas (efeito da localidade), nas colunas, nao diferem
estatisticamente entre si, a 5 % de probabilidade, pelo Teste de Tukey.
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De acordo com a Tabela 3, observou-se que os frutos imaturos obtiveram maiores
valores de Vitamina C e que ao longo do processo de amadurecimento das pimentas ocorre
uma reducdo nos teores desse composto. Ainda, nota-se que as pimentas provenientes da
cidade de Tauad apresentaram maiores conteudos de vitamina C, demonstrando que as
pimentas provenientes dessa localidade, provavelmente foram colhidas mais imaturas, ou seja,
em estadio de maturacdo diferente das pimentas de lgarapé-Acu, como foi observado na

analise de cor instrumental.

Comportamento semelhante foi evidenciado por Carvalho et al. (2014), que
encontraram valores para o estadio imaturo variando de 100,76 a 361,65 mg 100g ‘e maduro
de 36,70 a 157,76 mg 100g* e por Deepa et al. (2007), em dez genétipos de Capsicum
provenientes da india, que obtiveram valores para os frutos imaturo de 58,8-200 mg 100g™ e
maduro de 64-220 mg 100g™*

A reducdo da vitamina C durante a maturacdo dos fruto pode estar relacionada com o
acumulo de agUcares, que ocorre simultaneamente com a reducdo da acidez ou ainda, devido a
acao direta da enzima &cido ascorbico oxidase (ascorbinase), assim como pela acdo de
enzimas oxidativas como a peroxidase. Essa vitamina encontra-se em tecidos vegetais na
forma reduzida como &cido ascorbico (AA), ou na forma oxidada, como 4cido
deidroascorbico (DHA), sendo que possuem atividade vitaminica. No entanto, a degradacéo
do DHA para acido 2,3-dicetoguldnico leva a perda de atividade biologica (CHITARRA e
CHITARRA, 2005).

Apesar dessa natural diminuicdo do teor de vitamina C nas pimentas maduras, €
importante comentar que o fruto ainda contém quantidades necesséarias de vitamina C que um
individuo deve ingerir diariamente (60 mg/dia) (LUTZ e FREITAS, 2008).

5.2.2 Compostos fendlicos totais

A Tabela 4 apresenta as concentracdes de compostos fendlicos totais das amostras
liofilizadas extraidas com solvente organico (ALESO) e de amostra liofilizada extraida com
6leos vegetais (ALEO) e assistida com ultrassom para cada estadio de maturagdo e localidade

estudada.
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Tabela 4: Concentracéo de compostos fendlicos nos diferentes extratos obtidos a partir das

pimentas.
Fendlicos totais TAUA IGARAPE-ACU
(mg GAE 100g?) Imaturo Maduro Imaturo Maduro
ALESO/Metanol 1332,25+8,02¢  143523+17,73%  1367,27+12,88%*  1542,218,02
ALEO/Soja/EAU 53,02+0,73%  77,46+1,69° 87,10+0,71%  113,58+0,73A°
ALEO/Castanha/EAU  52.05£0,62°° 70,18+1,04< 85,99+1,54%  106,98+0,62A°
ALEO/Oleina/EAU 51,080,430 67,73+1,81C 80,01+0,89%°  100,56:0,43

ALESO: amostra liofilizada extraida com solvente organico; ALEO: amostra liofilizada extraida com 6leos
vegetais. Resultados apresentados em base seca (média + desvio-padrdo). Médias seguidas de mesma letra
maiuscula (efeito do estadio de maturacgdo e das localidades) nas linhas, e letras mintsculas (efeito das diferentes
amostras), nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si, a 5 % de probabilidade, pelo Teste de Tukey.

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 4), observa-se que 0s teores de
compostos fenolicos totais dos diferentes extratos (ALESO e ALEO) apresentaram diferenca
estatistica significativa (p<0,05), tanto entre os estadios de maturacdo, como entre as
localidades estudadas. Ainda, nota-se que os frutos imaturos obtiveram menor concentracdo
dos compostos fendlicos quando comparados com os frutos maduros e que as pimentas
provenientes de Igarapé-Acu reteram quantidade maiores desses compostos.

Vaérios estudos relatam um acréscimo significativo no contetdo de fendlicos totais de
pimentas quando alcancam o amadurecimento. Chavez-Mendoza et al. (2015) e Zhuang et al.
(2012) observaram que os compostos fenolicos foram acumulando ao longo das fases de
desenvolvimento das pimentas, visto que os frutos maduros apresentaram teores fenolicos
significativamente mais elevados que os imaturos. De maneira geral, as pimentas estudadas
apresentaram teores significativos de compostos fendlicos, visto que foram superiores ao
encontrados por Carvalho et al. (2015) que encontraram valores de fenolicos variando de
215,73 a 1103,20 mg 100g* em diferentes gendtipos de pimentas. Howard et al. (2000)
utilizando o reagente Folin Ciocalteu para extratos metanodlicos de pimentas Capsicum,
encontraram de 284,6 a 570,7 mg GAE 100g™ de compostos fenolicos totais em frutos
maduros de quatro espécies de Capsicum annum em frutos imaturos de 256,5 a 354,8 mg
GAE 100g?, valores inferiores aos obtidos neste estudo.

O aumento nos teores de compostos fendlicos de frutos quando atingem o
amadurecimento, pode estar relacionado ao fato de que esses compostos sdo, em grande parte,
responsaveis pela coloracdo e sabor da grande maioria dos frutos (Kays, 1991). Ainda, de
acordo com Chitarra e Chitarra (2005) muitos compostos fendlicos sdo sintetizados durante o
amadurecimento dos frutos, podendo alguns destes serem polimerizados, ocasionando a

diminuig&o na adstringéncia dos frutos.
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Ainda, observou-se (Tabela 4), nos extratos oleosos, que os diferentes o6leos
empregados como solventes ndo apresentaram diferenca estatistica significativa na extracdo
de compostos fendlicos totais das pimentas estudadas. Em relacéo a utilizacdo dos diferentes
Oleos para extracdo dos compostos fendlicos totais assistida por ultrassom, os valores
variaram de 51,08 a 113,58 mg GAE 100g™, sendo o dleo de soja 0 que apresentou 0s maiores
valores (53,02 a 113,58 mg GAE 100g™?). Dias et al. (2017) comparando diferentes métodos
de extracdo de biocompostos de pimenta Capsicum baccatum L. encontraram em fracGes
obtidas com hexano e acetado de etila, empregando extracdes por Soxhlet, valores de
compostos fendlicos totais de 82,0 mg GAE 100g™ e 99,0 mg GAE 100g?, respectivamente.
Isso nos permite evidenciar a aplicabilidade e potencialidade dos 6leos vegetais como um
bom solvente na extracdo de biocompostos, principalmente com fins alimenticios. Pode-se
também afirmar a boa eficiéncia da EAU na remoc¢do desses compostos presentes na matriz
vegetal objeto desse estudo.

Apesar dos extratos obtidos com solventes organicos apresentarem valores de
compostos fenolicos significativamente maiores que os obtidos nos extratos oleosos (Tabela
4), cabe justificar fatores como a elevada diferenca de polaridade existente entre o metanol e
0s Oleos vegetais. Naturalmente os compostos fendlicos, apresentam étima afinidade com

compostos polares, como por exemplo o metanol.
5.2.3 Capsaicina

A Tabela 5 apresenta as concentracdes de capsaicina encontradas nos extratos de
amostra liofilizada extraida com solvente organico (ALESO) e de amostra liofilizada extraida
com oOleos vegetais (ALEO) e assistida com ultrassom para cada estddio de maturacdo e

localidade estudada.

Tabela 5: Teores de capsaicina das amostras de pimentas em diferentes extratos

Capsaicina TAUA IGARAPE-ACU
(mg gt) Imaturo Maduro Imaturo Maduro
ALESO/Etanol 2,73+0,02%%  3,38+0,01°®  5,86+0,0382 6,13+0,0242
ALEO/Soja/EAU 0,271+0,03%>  0,394+0,06%° 0,492+0,058>  0,576+0,03"

ALEO/Castanha/EAU  0,269+0,04%°  0,354+0,04%0  0,482+0,018°  0,500:£0,054°
ALEO/Olema/EAU  0,252+0,03%°  0,273+0,01°°  0,479+0,085°  0,496+0,044°

ALESO: amostra liofilizada extraida com solvente organico; ALEO: amostra liofilizada extraida com 6leos
vegetais. Resultados apresentados em base seca (média + desvio-padrdo). Médias seguidas de mesma letra
maiuscula (efeito do estadio de maturacdo e das localidades) nas linhas, e letras minUsculas (efeito das diferentes
amostras), nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si, a 5 % de probabilidade, pelo Teste de Tukey.
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De acordo com a Tabela 5, observou-se que ao compararmos as pimentas nos mesmaos
estadios de maturacdo, os frutos provenientes da cidade de Igarapé-Acu apresentaram maior
conteddo de capsaicina. O processo de maturacdo ocasionou um acréscimo significativo no
teor de capsaicina, ou seja, de forma geral a sintese do composto analisado aumenta com a
maturacdo das pimentas, corroborando com os dados de Menichini et al. (2009) que também
observaram um aumento no contetido de capsaicina para pimentas Capsicum chinense Jacq.
cv Habanero, com a passagem do estadio imaturo para o0 maduro. O mesmo comportamento
também foi observado por Conforti; Statti e Menichini (2007) e Barbero et a. (2014) em
estudos com pimentas Capsicum annuum var. acuminatum L. e Capsicum annuum L.,

respectivamente.

O maior conteudo de capsaicina encontrado nas pimentas de lgarapé-Acu (Tabela 5)
pode estar relacionado as técnicas utilizadas no cultivo desses frutos, como a frequéncia de
irrigacdo utilizado em cada localidade, uma vez que a escassez de agua nas plantas produz
frutos mais pungentes. O aumento de capsaicinoides em pimentas relacionados com o estresse
hidrico, j& foi relato nos estudos de Ruiz-Lau et al. (2011) onde observaram um amento
significativo nas concentracfes de capsaicina e dihidrocapsaicina quando os frutos foram

submetidos ao déficit hidrico.

Em relagdo aos solventes utilizados no processo de extracdo, observou-se que as
ALESO/Etanol apresentaram uma maior quantidade de capsaicina e que as ALEO néo
diferiram estatisticamente entre si (p<0,05). A amostra ALEO/soja apresentou o maior
contetido extraido do composto (0,271 a 0,576 mg g). Materska e Perucka (2005) obtiveram
para extrato metandlico de C. annuum L. valores de 0,442 mg g de capsaicina para frutos
imaturos e 0,530 mg g* de capsaicina para frutos maduros. Uma analise comparativa entre os
dados obtidos por Materska e Perucka (2005) e o presente estudo, nos permite constatar que
0s Oleos vegetais apresentam potencial como solvente na extracdo de biocompostos. Além
disso séo biodegradaveis e ndo toxicos, ndo emitem compostos organicos volateis e podem ser
usados na industria alimenticia sem etapas subsequente de separacdo dos o6leos e dos
compostos bioativos. Podemos também afirmar a boa eficiéncia da EAU na remocao desses
compostos presente na matriz vegetal, objeto deste estudo. Vale ressaltar que a capsaicina é
um alcaloide estavel e soluvel em alcoois, 6leos e gorduras (HAYMAN e KAM, 2008) o que

permitiu a extracdo desse composto utilizando os 0leos vegetais.
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5.2.3 Carotenoides totais

A Tabela 6 apresenta as concentracdes de carotenoides totais das amostras liofilizada
extraidas com solvente organico (ALESO) e de amostra liofilizada extraida com o0leos
vegetais (ALEO) e assistida com ultrassom para cada estadio de maturacdo e localidade
estudada.

Tabela 6: Teor de carotenoides totais das pimentas em diferentes extratos.

Carotenoides TAUA IGARAPE-ACU
(ung gt) Imaturo Maduro Imaturo Maduro
ALESO/Acetona 21,90+0,14%%  43,87+0,168%  32,25+0,30  55,23+0,12*°
ALEO/Soja/EAU 18,860,17%°  34,63+0,118°  24,68+0,19°  38,22+0,16"°
ALEO/Castanha/EAU ~ 13,77£0,12P¢  23,81+0,178¢  19,58+0,22°°  30,91+0,06"
ALEO/Oleina/EAU 12,62+0,17°¢  21,65+0,23%¢  18,72+0,36°¢  28,04+0,28"¢

ALESO: amostra liofilizada extraida com solvente orgénico; ALEO: amostra liofilizada extraida com 6leos
vegetais. Resultados apresentados em base seca (média + desvio-padrdo). Medias seguidas de mesma letra
mailscula (efeito do estadio de maturagdo e das localidades) nas linhas, e letras mindsculas (efeito das diferents
amostras), nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si, a 5 % de probabilidade, pelo Teste de Tukey.

Os valores de carotenoides totais neste estudo variaram de 12,62 a 55,23 pg g*. De
acordo com os resultados obtidos (Tabela 6), observou-se um aumento significativo (p<0,05)
nas concentragbes de carotenoides totais quando os frutos de Capsicum atingem o
amadurecimento, ressaltando maiores teores para as pimentas oriundas de lgarapé-Acu. Esse
comportamento também foi observado tanto nas amostras liofilizadas e extraidas com
solvente orgénico (ALESO) como nas amostras liofilizadas extraidas com 0leos vegetais
(ALEO) e assistida com ultrassom.

O aumento no teor de carotenoides totais de pimentas quando atingem o
amadurecimento ja foi reportado nos estudos de Topuz e Ozdemir (2007), Menichini et al.,
(2009), Zhuang et al. (2012) e Cervantes-Paz et al. (2014). Esse comportamento € comum nos
frutos, visto que ocorre uma diminuicdo nos teores de clorofila e sintese de carotenoides
durante 0 amadurecimento, o0s quais sdo responsaveis pela coloracdo dos frutos. De maneira
geral, as pimentas estudadas apresentaram teores interessantes de carotenoides totais, visto
que foram superiores ao encontrados por Howard et al. (2000) que observaram valores de
carotenoides totais de 7,65 ug g* para frutos imaturos e 9,55 pg g* para frutos maduros do
género Capsicum annuum. Mohamed et al. (2016), avaliando o teor de biocompostos

(tocoferol, tocotrianol, clorofila, carotenoides e fenolicos totais) presentes nas sementes de
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uvas (Vitis vinifera L.) extraido por diferentes métodos, obtiveram, empregando hexano na
extracdo por Soxhlet teores de carotenoides de 2,6 a 4,0 ng g*. Cabe comentar em relagéo ao
estudo de Mohamed et al. (2016), em que pese a diferenca de material estudado (pimenta e
semente de uva), os valores de carotenoides obtidos neste estudo (variaram de 12,62 a 55,23
ug g1 foram superiores aos encontrados por Mohamed et al. (2016). Isso nos permite
evidenciar a aplicabilidade e praticidade da EAU na remoc¢do desses compostos presente na

matriz vegetal.

Para tentar explicar a diferenca nos resultados obtidos paraa extracdo com cada 6leo,
foram analisados o perfil de acido graxos majoritarios (SILVA, 2016) referente a cada 6leo
utilizado (Tabela 7) e correlacionados com os resultados obtidos no presente estudo para 0s

compostos bioativos.

Tabela 7: Acidos graxos majoritarios da oleina de palma, 6leo de castanha-do-paré e

6leo de soja.
Acido graxo (g 100g™%)
Oleo vegetal Acido palmitico Acido oleico Acido linoleico
(C16:0) (C18:1, ®-9) (C18:2, ®-6)
Oleina de palma 37,81 £0,102 44,62 +£ 0,092 10,70 £ 0,12°¢
Castanha-do-brasil 15,25 + 0,03" 38,48 +0,02° 35,87 +0,02°
Soja 12,40 + 0,05° 23,30 + 0,05°¢ 58,21 £ 0,072

Fonte: SILVA (2016).
Letras diferentes em uma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).

A partir da Tabela 7 pode-se afirmar que o maior contetldo de compostos bioativos
(compostos fendlicos, carotenoides e capsaicina) extraidos com éleo de soja pode estar
relacionado aos seus elevados niveis de &cidos graxos insaturados (acido oleico e linoleico)
quando comparados aos outros Gleos. Dessa forma, constata-se que o acido linoleico é o
responsavel pela capacidade de extracdo dos compostos analisados, uma vez que o
rendimento da extracdo € proporcional a quantidade desse &cido graxo presente no oOleo.
Contudo, de acordo com Parjikolaei et al. (2015) a elevada viscosidade do 6leo proporciona
menor rendimento de extragdo, uma vez que pode afetar a difusividade e por consequente a
extracdo, devido a menor interagdo entre as moléculas de soluto e solvente. Dessa forma, ao
se analisar as viscosidades dos 6leos estudados na temperatura da extracdo (40°C), nota-se
que a oleina de palma apresenta uma maior viscosidade (33,79 mPa.s) seguido do 6leo de
castanha-do-brasil (31,86 mPa.s) e de soja (29,5 mPa.s) conforme Agropalma, (2017); Ceriani
et al. (2008) e Brock et al. (2008), repectivamente.
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De um modo geral, observa-se que apesar das vantagens da extracdo utilizando 6leos
vegetais, geralmente nota-se um baixo rendimento em comparagdo aos métodos
convencionais. Entretanto, acdes voltadas ao desenvolvimento da tecnologia e engenharia de
processos aplicadas na obtencdo de biocompostos a partir dessas matrizes podem alterar esse
resultado. Segundo Parjikolaei et al. (2015) a razdo para o baixo rendimento pode ser a falta
de um estudo abrangente sobre os parametros de extracdo efetivos (temperatura, relacdo
massa/solvente, tamanho de particula, umidade, etc.) e, assim, ndo alcancar condigdes

operacionais étimas.
5.3 Atividade antioxidante
5.3.1 ABTS e sistema p-caroteno/acido linoleico

A capacidade antioxidante analisada pelo método ABTS ¢ Sistema B-caroteno/acido
linoleico dos extratos de amostra liofilizada extraida com solvente organico (ALESO) e de
amostra liofilizada extraida com 0leos vegetais (ALEO) e assistida com ultrassom, para cada

estadio de maturacdo e localidade estudada, estdo expostas na Tabela 8 e 9, respectivamente.

Tabela 8: Capacidade antioxidante pelo método ABTS das amostras de pimenta em
diferentes extratos

ABTS TAUA IGARAPE-ACU
(UM trolox g1 Imaturo  Maduro Imaturo Maduro
Ca Ba Ba Aa
ALESO/Metanol/Acetona  8928+1,73  95,89+0,77%%  94,27+1,30%  123,61+2,61
ALEO/Soja/EAU 16,08+0,26°  24,05+0,50°° 26,44+0,18%°  42,45+0,68""
ALEO/Castanha/EAU 13,57+0,14%°  22,84+0,21B%  24,16+0,508"  40,50:+0,35
ALEO/Oleina/EAU 10,56+0,11¢°  21,17+0,448° 22,92+0,30%°  39,12+0,45"

ALESO: amostra liofilizada extraida com solvente organico; ALEO: amostra liofilizada extraida com 6leos
vegetais. Resultados apresentados em base seca (média + desvio-padrdo). Médias seguidas de mesma letra
maiuscula (efeito do estadio de maturacdo e das localidades) nas linhas, e letras minUsculas (efeito das diferentes
amostras), nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si, a 5 % de probabilidade, pelo Teste de Tukey.
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Tabela 9: Capacidade antioxidante pelo sitema f-caroteno/acido linoleico das amostras
de pimenta em diferentes extratos.

Amostras TAUA IGARAPE-ACU

(60 min) Imaturo Maduro Imaturo Maduro
ALESO/Metanol/Acetona 46,8810,790a 52,06i0,808a 50,8610,518a 59,66i0,92Aa
ALEO/Soja/EAU 9,24+0,0,19°®  16,20+0,405°  14,97+0,33%® 24,09+0,514
ALEO/Castanha/EAU 7,90£0,32P  14,82+0,198°¢  12,25+0,54°¢ 22,18+0,83"°
ALEO/Oleina/EAU 6,70£0,38°¢  13,22+0,19%¢  11,34+0,578¢ 19,08+0,24"¢

ALESO: amostra liofilizada extraida com solvente organico; ALEO: amostra liofilizada extraida com 6leos
vegetais. Resultados apresentados em base seca (média + desvio-padrdo). Médias seguidas de mesma letra
maiuscula (efeito do estadio de maturacdo e das localidades) nas linhas, e letras minusculas (efeito das diferentes
amostras), nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si, a 5 % de probabilidade, pelo Teste de Tukey.

Os resultados da capacidade antioxidante pelo método ABTS e sistema [-
caroteno/acido linoleico repetiram a tendéncia do comportamento observado nos compostos
bioativos avaliados, uma vez que apresentaram diferencas estatisticas significativas tanto
entre grau de maturacdo como entre as localidades estudadas, destacando que as pimentas
maduras possuem uma maior capacidade antioxidante quando comparadas com os frutos

imaturos.

Estudos tém demonstrado que as pimentas completamente maduras apresentam maior
atividade antioxidante (CERVANTES-PAZ et al., 2012 e HOWARD et al.,, 2000).
Entretando, Menichini et al. (2009) relataram maior atividade antioxidante para frutos
imaturos, em vez de frutos completamente maduros. Ja Carvalho et al. (2014) estudando nove
genotipos de Capsicum spp. observaram a presenca dos dois comportamentos, demonstrando
gue ndo existe um comportamento Unico, pois dependendo das variedades, localidades, grau

de maturacdo, as pimentas podem aumentar ou nao a sua atividade antioxidante.

Em relacdo a atividade antioxidante dos extratos das ALEO, observou-se que atividade
antioxidante das ALESO, independente do método utilizado, foi superior a dos extratos
oleosos, provavelmente porque alguns compostos analisados ndo apresentam solubilidade no
6leo, ou ainda devido a viscosidade dos 6leos quando comparados aos solventes organicos, o
que dificulta a extracdo dos componentes bioativos das pimentas. Entretanto, os extratos
oleosos possuem uma maior vantagem em relacdo aos solventes organicos, ja que apresentam
um produto final enriquecido de compostos bioativos, que diferentemente dos outros métodos
de extracdo ndo necessita de etapas de purificacdo, uma vez que j& se encontram aptos para o

consumo.
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Para avaliar a intensidade da associa¢do linear entre os compostos bioativos e a
capacidade antioxidante das pimentas e dos extratos oleosos, durante a maturacdo e nas duas
localidades, foi utilizado o Coeficiente de Correlacdo de Pearson. De acordo com a tabela 10,
verifica-se que para as ALESO os compostos fendlicos correlacionaram-se positivamente com
a atividade antioxidante, tanto pelo método do ABTS quanto pelo sistema B-caroteno/acido
linoleico. J& para os extratos oleosos (ALEO), observou-se que todos 0s compostos

contribuiram significativamente para a atividade antioxidante nos dois métodos avaliados.

Tabela 10. Coeficientes de correlacdo de Pearson (r) entre os compostos bioativos e a
capacidade antioxidante (base seca) das ALESO e ALEO, em funcéo do estadio de
maturacao e das localidades.

ABTS B-caroteno/4c.linoleico
Amostra Compostos bioativos (uM trolox g!) (60 min)
R
Acido ascorbico (mg 100g™?) -0,79 -0,90
ALESO Fendlicos Totais (MgAGE 100g?) 0,97* 1,00*
Carotenoides (ug g) 0,61 0,74
Capsaicina (mg g) 0,81 0,70
Fendlicos Totais (MgAGE 100g?) 0,97* 0,93*
ALEO Carotenoides (ug g) 0,78* 0,85*
Capsaicina (mg g1) 0,86* 0,79*

ALESO: amostra liofilizada extraida com solvente organico; ALEO: amostra liofilizada extraida com 6leos
vegetais. Significancia: p<0,05. r: coeficiente de correlagéo

*correlaco estaticamente significativa entre o composto bioativo e a atividade antioxidante.

Valores negativos demonstram correlacdo negativa e valores positivos correlacdo positiva. Quanto mais proximo
do valor 1, maior a associacdo entre 0s compostos bioativos e atividade antioxidante e (ABTS e B-
caroteno/ac.linoleico).

De acordo com os resultados para as ALESO pode-se inferir que os compostos
fenolicos sdo os responsaveis pela atividade antioxidante das pimentas. Essa relacdo também
foi constatada nos estudos de Materska e Perucka, (2005), Menichini et al. (2009) Jeong et al.
(2011), Zhuang et al. (2012) e Carvalho et al. (2015). Entretanto, Hwang et al. (2012)
relataram uma correlacdo positiva entre acido ascérbico, fendis totais e atividade antioxidante
de pimentdes cozidos. Ja para 0s extratos oleosos (ALEO), observou-se que todos os
compostos contribuiram significativamente para atividade antioxidante nos dois métodos
avaliados (r > 0,78), comprovando que a atividade antioxidante ndo é dependente de um
composto isolado e sim da interagdo entre eles. Essa afirmativa também foi constatada por
Conforti; Statti; Menichini, (2007) e Carvalho et al. (2014).
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos conclui-se que:
Os valores mais elevados de compostos bioativos e atividade antioxidante nas

pimentas foram detectados no estadio maduro, com excecéo do contetdo de vitamina C.
As pimentas de Igarapé-Acu apresentaram maiores conteudos de compostos bioativos.

O dleo de soja foi considerado o solvente mais eficiente quando comparado aos outros

0Oleos vegetais utilizados.

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) apresentou boa aplicabilidade na remocéo

dos biocompostos presentes nos extratos avaliados.

De forma geral, os resultados evidenciaram diferenciacGes na sintese de diversos
compostos durante a maturacdo de frutos de pimentas Capsicum chinense Jacq., e tal
comportamento foi demonstrado pela maior parte dos caracteres fisico-quimicos, compostos
bioativos e atividade antioxidante. Além das vantagens da extracdo utilizando 6leos vegetais e
assistida por ultrassom (extracdo verde), nesse estudo obteve-se um produto final enriquecido

com compostos bioativos, ndo necessitando de outros processos para seu posterior uso.
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