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RESUMO

Existe uma preocupacao crescente sobre o consumo de produtos alimentares de elevada
qualidade, com possibilidade de contribuir para a diminuicdo do envelhecimento
precoce, reduzir processos inflamatorios e evitar o aparecimento de doencas
degenerativas. Exemplos de compostos associados a estas propriedades sdo 0s
compostos fendlicos, carotendides, fitosterois, acidos organicos e saponinas, entre
outros. A informacdo sobre estes compostos, em alguns tipos de produtos alimentares, é
ainda escasso, particularmente em Portugal em que a maioria dos estudos séo feitos
apenas para a composicdo quimica. Neste contexto, devido a informacéo cientifica
limitada sobre o interesse bioldgico dos pimentos para a saude humana, apresentamos
este estudo, em que queremos demonstrar o alto valor bioldgico de diferentes cultivares
de pimentos com relevancia econémica em Portugal. A partir de diferentes pimentos
selecionados (Capsicum annuum L.) (pimento amarelo, pimento vermelho, pimento
vermelho italiano, pimento verde, pimento verde italiano, pimento verde padrdo e
piripiri) procedeu-se a avaliacdo da composi¢do quimica (vitamina C, carotenoides e
clorofilas, compostos fendlicos e flavondides, fendlicos e capsaicindides individuais ) e
potencial antioxidante pelos métodos de DPPH, ABTS, poder redutor, emulsdo do -
caroteno/acido linoleico, aprisionamento de radicais hidroxilo e da quelatizacdo de
metais, relacionando a eficiéncia dos solventes de extracdo, hexano, acetato de etilo,
metanol 100 % e metanol 80 % nos métodos aplicados. Os métodos
espectrofotométricos e CLAE-UV/DAD foram usados para medir essas propriedades.
Foi também avaliada a provavel relacdo entre esta actividade bioldgica e os teores
médios dos diferentes compostos bioactivos. Os resultados obtidos mostraram que o
indice médio de compostos bioativos e atividade antioxidante eram dependentes de
solvente de extracdo utilizado. Entre os diferentes cultivares, o pimento verde e pimento
verde padrdo foram aqueles com o teor mais elevado de vitamina C, p-caroteno clorofila
b, &cido galico e quercetina. Estas cultivares apresentaram, em geral, a actividade
antioxidante mais elevada, 0 que parece estar relacionada com 0s seus niveis mais
elevados de compostos bioactivos. Com base nos resultados obtidos conclui-se que o
pimento produzido em Portugal € uma importante fonte de natural de compostos
antioxidantes.

Palavra-chave: Capsicum annuum, compostos bioactivos, actividade antioxidante,

potencial bioldgico.
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ABSTRACT

There is a growing concern on consumption of high nutritional quality food that is
capable of decreasing premature aging, reducing inflammatory processes and preventing
the emergence of degenerative diseases. Phenolic compounds, carotenoids, phytosterols,
organic acids and saponins, among others, are frequently associated with these kinds of
benefits. Regardless the diversity of studies on the biological role of bioactive
compounds, the information on these compounds in some types of food products is still
scarce, particularly in Portugal, in which the majority of studies are dedicated only to
chemical composition. In this context, due to the limited scientific information on the
biological interest of pepper to human health, we present this study, in which we want
to demonstrate the high biological value of different cultivars of peppers with
economical relevance in Portugal. From selected different peppers (Capsicum annuum
L.) cultivars (yellow-pepper, red-pepper, Italian sweet-pepper, green-pepper, green-
pepper padrdo and chilli) we evaluate first their chemical composition (vitamin C,
carotenoids and chlorophylls), secondly their phytochemical composition (phenolics
and flavonoids, phenolic and individual capsaicinoids ) and third and last their
antioxidant activity by the methods of DPPH, ABTS, reducing power,
Bcarotene/linoleic acid bleaching assay, hydroxyl radical and chelating metal assay.
Spectrophotometric methods and HPLC-UV/DAD were used to measure these
properties. Our results showed that average content of bioactive compounds and
antioxidant activity, were dependent of extraction solvent used. Also, the results showed
that in general all peppers are rich source of antioxidant compounds, particularly
phenolic acids, flavonoids and carotenoids. Nonetheless this richness can be affected by
the extraction method which interfere with their average levels. Among the different
cultivars studied, green-pepper and green-pepper padrdo were those with the highest
content of vitamin C, B-carotene, chlorophyll b, gallic acid and quercitin. Also, these
cultivars exhibited, in general, the highest antioxidant activity, which seems to be
related with their higher levels of bioactive compounds. Based on our results, the
peppers produced in Portugal have high biological value for human health and can be an
easy source of natural antioxidants. Thus, their consumption must be incremented on a
healthy diet basis.

Keywords: Capsicum annuum L, bioactive compounds, antioxidant activity, biological
potential.
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CAPITULO I - INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem havido uma crescente atencdo sobre o papel da dieta na
satde humana. Numa dieta saudavel e equilibrada, a fruta e os legumes sdo elementos
importantes, na medida em que para além de fornecerem vitaminas, minerais, fibras,
hidratos de carbono, sdo também fontes naturais de compostos bioativos. Estes
compostos sao assim designados, por estarem frequentemente associados a propriedades
benéficas que as plantas podem ter na saude humana, como seja a prevengdo do
envelhecimento precoce, de acidentes cardio-vasculares, da diabetes, e de doencas
cronicas e degenerativas. Apesar do crescente interesse no consumo em vegetais, a
realidade é que o consumo continua ainda a ser moderado relativamente a outros
géneros alimenticios como a carne, o0 peixe ou o leite. Segundo WHO/FAO (2003),
aproximadamente 16 milhdes (1,0%) de mortes no mundo séo atribuiveis ao consumo
reduzido de frutas e legumes. Segundo estudos do The European Food Information

Council  (http://lwww.eufic.org/article/pt/expid/Fruit-vegetable-consumption-Europe/)

revela que a populagdo europeia em geral, consome em média 386 gramas de fruta e
hortalicas por dia, enquanto a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) recomenda, no
minimo, 400 gramas. A ingestdo média atinge esta dose diria em apenas seis paises da
Europa: Alemanha, Austria, Bélgica, Hungria, Italia e Polonia (WHO, 2009). Apesar
destes valores médios serem baixos, constata-se no entanto uma maior preocupagao por
parte do consumidor em adquirir produtos naturais, pelo que 0s vegetais estdo cada vez
mais presentes na dieta alimentar de todo mundo e sdo uma excelente fonte de
compostos bioactivos como sejam os compostos fenolicos, carotenoides, fitosterois,
acidos organicos, saponinas, glucosinolatos entre muitos outros.

Plantas do género Capsicum, como o0 pimento-verde, pimento-vermelho,
pimento-amarelo e outras, sdo culturas agricolas importantes com um peso econémico
consideravel. Por outro lado séo vegetais importantes do ponto de vista nutricional uma
vez que sdo fontes importantes de vitamina E, vitamina C, carotenoides, compostos
fenolicos e capsaicindides que sdo os responsaveis pelo sabor picante que algumas
variedades apresentam. As diferentes cores dos pimentos podem ser devidas a diferentes
composigdes quimicas e sua concentragdo como um reflexo das diferencas genéticas e
grau de maturacdo. As cores atrativas, variavel entre o vermelho, verde passando pelo
amarelo intenso, séo o principal fator associado a decisdo de compra do consumidor. Os

carotenodides (capsantina e caroteno) e flavonoides sdo corantes vegetais importantes,

1
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sendo responsaveis pelas cores laranja e vermelho que os frutos apresentam. O fruto
imaturo apresenta cor verde que se caracteriza pelo elevado teor em clorofila e
carotendides tipicos do cloroplasto. As cores amarelas, laranja e vermelha resultam da
presenca de varios compostos entre 0s quais a- e P-caroteno, zeaxantina, luteina ¢ f3-
criptoxantina capsantina, capsorubina e capsantina 5,6-epoxido (Sun et al., 2007).

Em Portugal, a producdo do pimento esta disseminada um pouco por todo o Pais,
mas é sobre tudo nas regibes do Entre-Douro e Minho e Ribatejo e Oeste que se
encontram as maiores areas e producbes. As principais variedades produzidas séo: o
pimento-verde, pimento-vermelho e pimento-amarelo. Mais recentemente tem havido
uma forte aposta nas variedades de pimento-vermelho italiano, também conhecido como
pimento-doce italiano e pimento-verde padréo, devido a enorme aceitacao que estes dois
tipos de pimentos tém tido nos mercados. Apesar de estas variedades ja estarem
caracterizadas do ponto de vista nutricional, poucos estudos tém sido conduzidos com
as nossas variedades sobre os seus teores em compostos bioativos e as suas
propriedades antioxidantes. Neste contexto, surge este trabalho no qual pretendemos
caracterizar o potencial bioldgico das variedades de pimento produzidas em Portugal,
nomeadamente pimento amarelo, pimento verde, pimento verde-padrdo, pimento
vermelho, pimento vermelho-italiano e ainda piri-piri, também conhecido como

malagueta Portuguesa, comparativamente a outras produzidas no estrangeiro.
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CAPITULO II- OBJETIVOS

Com este estudo pretende-se contribuir para o aumento do conhecimento
nutricional, a nivel das propriedades bioldgicas (teores em fitoquimicos e atividade
antioxidante) de diferentes variedades de pimento produzidas em Portugal. Para atingir

este objetivo iremos:

(i) determinar os teores médios e avaliar a diversidade em compostos fendlicos,
pigmentos fotossintéticos e carotendides e relacionar os teores destes pigmentos

com a eficiéncia dos solventes de extracao;

(ii) determinar o teor em capsaicina e dihidrocapsaicina, dois importantes
compostos associados a pungéncia que 0 pimento apresenta e as suas

propriedades antioxidantes;

(iii) determinar os teores médios de vitamina C, umas das qualidades primarias

do pimento;

(iv) avaliar o potencial antioxidante e anti-radicalar e relacionar a eficiéncia dos

solventes de extracdo nos métodos aplicados;

(v) avaliar a variacdo dos compostos bioativos e da atividade antioxidante com o

método de extracao.

Com estas determinagdes, esperamos demonstrar o elevado potencial bioldgico
que as variedades de pimento produzidas em Portugal, pelo menos as economicamente
mais relevantes, apresentam pela capacidade em ser uma fonte de natural de compostos

antioxidantes relativamente a outros frutos e vegetais.
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CAPITULO 11l - REVISAO BIBIOGRAFICA

3.1. O pimento (Capsicum annuum L. e Capsicum frustescens L.)
3.1.1. Caracterizagao e centro de origem

O pimento pertence ao género Capsicum, esta amplamente cultivado em todo o
mundo, sendo utilizado como matéria-prima para a industria alimenticia, farmacéutica e
cosmética (Yamamoto & Nawata, 2005; Bento et al, 2007). A sua classificacdo botanica

encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo botanica do pimento e do piri-piri.

Familia Solanaceae
Subfamilia Solanoideae
Tribo Solaneae
Género Capsicum
Seccéo Capsicum
Espécies Capsicum annuum L. (pimento)
Capsicum frustescens L. (piri-piri)

Fonte: Almeida (2006).

Todas as espécies do género Capsicum sdo nativas das regiGes tropicais e
temperadas da América e foi no tempo dos descobrimentos que foram introduzidos no
resto do mundo através de Cristovdo Colombo durante a sua primeira viagem (1493).
Rapidamente a cultura se expandiu para a Europa, Asia e Africa.

Ainda ndo ha consenso quanto ao numero de espécies botanicas classificadas,
tendo sido referenciadas 25 espécies diferentes por Eshbaugh et al. (1993), enquanto
Reiifschneider (2000) mencionou a existéncia de pelo menos 33 espécies. J& Carvalho
et al. (2003), apenas reportou a existéncia de 20 especies. No entanto, esse numero
torna-se mais pequeno quando apenas nos reportamos as espécies domesticadas.
Pikergill et al. (1997) e Reiifschneider (2000) concordaram ao afirmar a existéncia de
cinco espécies principais cultivadas. A principal € C. annuum, que inclui pimentos
doces e pungentes, seguida de C. frustescens, nome cientifico do piri-piri. Existem trés
espécies de menor importancia global que sdo cultivadas em regides tropicais:

Capsicum chinense, Capsicum baccatum e Capsicum pubescens.
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Devido & enorme diversidade fenotipica na forma, no tamanho e cor do fruto do
pimento, uma forma pratica de classificacdo deste horticola é o agrupamento do fruto
por espécie, variedade e cultivar. A distingdo entre cultivar e variedade ainda n&o é
clara, no entanto ha que ter em consideracdo que variedade e cultivar ndo tem 0 mesmo
valor para um taxonomista e para um produtor horticola ou horticultor. No entanto, no
que se refere & variedade do fruto, existem duas de maior importancia: (i) variedades
doces e (ii) variedades pungentes. Contudo, e dada a falta de conformidade, Almeida
(2006) afirma que podemos considerar 50 a 70 tipos de fruto no género Capsicum. Entre

os diferentes tipos de fruto do pimento destacam-se:

e 0 Bell, que representa 0 grupo do pimento doce de maior importancia
econémica e o que contém maior nimero de cultivares doces;

e o Pimiento, fruto cordiforme, de sabor doce:

e o0 Jalapefio, De Cayene, Habanero e o Tabasco, séo indicados como exemplos
correspondestes a pimentos pungentes.

O cultivo do pimento ocorre na sua maioria em paises tropicais, podendo
comportar-se como planta anual ou perene. S& uma cultura de estacdo quente que
requer condicOes de cultivo similares a outras Solanéaceas, como por exemplo o tomate.
Apesar de ser sensivel a geada, pode ser cultivada em ambientes temperados ou em
climas mais frios sob protecdo, recorrendo, por exemplo, ao uso de estufas, ou entdo,
em ar-livre nas épocas mais quentes do ano (primavera-verdo) como ocorre em algumas
zonas do nosso Pais, ainda que seja muito frequente a cultura ser produzida em estufa.
Em termos botanicos, as espécies do genero Capsicum, sdo herbaceas, embora a base do
caule se torne lenhosa com a idade, perenes, cultivadas como planta anual nas regides
de clima temperado. Na Figura 1 encontra-se esquematizada a caracterizacdo botanica

do género Capsicum.
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Fonte : Vaughan& Geissler (1997).

Figura 1. Caracterizacdo botanica do género Capsicum: (1) Capsicum annuum, (1a) Fruto; (2) Capsicum
frutescens, (2a) Flor, (2b) Fruto; (3) Capsicum chinense, (3a) fruto; (4) Capsicum Pubescens, (4a) Fruto.

O sistema radicular é aprumado; no entanto, as plantas transplantadas
apresentam um sistema radicular mais ramificado e menos profundo do que plantas
produzidas a partir de sementeira direta. Nas variedades atuais, o sistema radicular é
relativamente pouco desenvolvido, representando cerca de 10% da massa total da
planta, podendo atingir 30 cm a 60 cm de profundidade. O crescimento é do tipo
indeterminado. As plantas tém um porte ereto, podendo atingir 1,5 m de altura. As
flores s@o completas, normalmente hermafroditas, de corola simpétala rodada, com 5-7
pétalas, geralmente brancas. As espécies do género Capsicum sao, preferencialmente,
autégamas, o que facilita a sua reproducdo, embora a polinizacdo cruzada, por
intermédio de abelhas e outros insetos, também possa ocorrer entre individuos dentro da
mesma espécie e entre espécies do mesmo género. O fruto define-se como uma baga, de
estrutura oca, devido ao facto de o pericarpo crescer muito mais depressa do que a
placenta. A grande variabilidade morfolégica apresentada pelos frutos sdo destacadas
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pelas multiplas formas, tamanhos, coloracdes e pungéncias. Esta Gltima caracteristica,
exclusiva do género Capsicum, € atribuida aos alcaldides capsaicina e
dihidrocapsaicina, que se acumula na superficie da placenta (tecido localizado na parte
interna do fruto). Geralmente, a capsaicina e dihidrocapsaicina sdo responsaveis por
90% da pungéncia do fruto Capsicum (Madhumathy et al., 2007). Os capsaicinoides
podem ser analisados por High Performance Liquid Chromatography, HPLC. No
entanto, 0 método de espectrofotometria também € utilizado para tal fim, pois estudos
demonstram que os resultados obtidos por este método sdo altamente correlacionados
com os obtidos por HPLC (r = 0,93) (Perucka & Oleszek, 2000). J& nivel de pungéncia
do fruto do pimento pode ser determinado através da escala de Scoville. Esta escala é
por sua vez definida pela quantidade de capsaicina presente nos frutos. As unidades de
Scoville calculam-se multiplicando o teor da capsaicina em gramas por peso seco das
amostras pelo coeficiente correspondente a concentracdo capsaicina pura, que é 1,6x107
(Sanatombi & Sharma, 2008). Em termos de classificacdo, a pungéncia dos frutos é
medida em maltiplos de 100 unidades, existindo as seguintes classes: ndo pungentes (0 -
700 SHU), levemente pungentes (700 -3000 SHU), moderadamente pungentes (3000 -
25000 SHU), muito pungentes (25000 - 70000 SHU) e altamente pungentes (> 80000
SHU).

A coloragdo dos frutos pode variar desde o verde, amarelo-leitoso, amarelo-
forte, alaranjado, salméo, vermelho, roxo até preto. Atualmente o pimento é conhecido
pela sua excelente composicdo nutricional, contendo uma baixa quantidade de proteinas,
acidos gordos e acuUcares, e um teor elevado de pro-vitamina A (o-caroteno e -
criptoxantina), pigmentos predominantes no pimento vermelho. No pimento amarelo
predomina o [-caroteno. Por outro lado, as clorofilas encontram-se em maior
concentracdo no pimento imaturo. Acresce ainda que, 0 pimento se caracteriza por ser
uma importante fonte de vitamina C, vitamina E (tocofer6is) e compostos fendlicos,
principalmente flavonodides como a quercetina e a luteolina (Sun et al., 2007). A
importancia desta cultura deve-se ndo s6 a sua variabilidade morfoldgica e genética,
com sabor e aroma caracteristicos, mas também as suas potenciais propriedades
benéficas para a salde humana. Alguns destes compostos serdo aprofundados em

seccdes seguintes.
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3.1.2. O pimento no contexto da producéo horticola nacional e internacional

A geografia das preferéncias de consumo de pimentos est4 relacionada com o
clima. Nas regides temperadas, predomina o consumo de pimentos doces, enquanto nas
regides de climas quentes ha preferéncia pelos tipos pungentes. A versatilidade deste
alimento explica a facilidade de adaptacdo deste produto alimentar a diferentes tipos de
utilizagbes culinarias, o que explica o seu sucesso na Europa e no Mundo.

A producdo anual do pimento tem aumentado substancialmente nos Gltimos anos
e tem vindo a notar-se um interesse crescente por esta cultura, motivado em parte pela
possibilidade de escoamento da producdo para a inddstria, que de acordo com um
inquérito a Horticultura corresponde a 57% da producéo

(http://www.gpp.pt/pbl/Diagnosticos/SubFileiras/Horticultura.pdf).

Acresce ainda que, segundo a FAO, tem-se assistido a um aumento da producéo
anual de pimento em 53% desde 1998 (Bosland & Votava, 2000.). Estima-se que a
producdo mundial do pimento Capsicum ultrapasse 0s 2 milhdes de hectares no mundo,
dos quais mais de metade estd na Asia, sendo a China, por si s, responsavel pela
producdo de quase metade do total mundial, cultivando 700000 hectares no ano 2000
(Reifschneider, 2000). A Europa e a América do Norte e Central sdo responsaveis por
cerca de 12% da producdo mundial. J& o continente africano produz cerca de 9% do
total mundial (Tabela 2).

Tabela 2. A cultura do pimento no Mundo.

Area Producéo Produtividade
(x1000ha) (x1000t) (tonelada/hectare)
Europa 146,5 2879,3 19,7
Asia 992,3 14950,3 15,1
Ameérica do Norte e Central 198,1 2877,8 14,5
América do Sul 29,5 369,4 12,5
Africa 271,6 2027 7,5
Oceénia 2,8 46,7 16,7

Fonte: Almeida, 2006.
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A producdo europeia ¢ dominada pela Bélgica, Reino Unido, Paises-Baixos,
Finlandia, Austria e Espanha. A maior producio de pimento estd concentrada na
Bélgica, sendo que, no periodo de 2006 a 2011 a produtividade média anual neste pais
foi superior a 1500 t.hectares™, e a 4rea de cultivo, em média, superior a 550 hectares
(FAOSTAT, 2011).

Segundo dados estatisticos, entre os paises da Unido Europeia, Portugal ainda
ndo tem um papel representativo na producdo do pimento Capsicum, apresentado baixa
produtividade relativamente aos restantes paises (FAOSTAT, 2011). No entanto, € uma
cultura que tem vindo a crescer de importancia econdmica, ainda que lentamente. De
1245 toneladas em 2001, passou em 10 anos para 1295 toneladas, o que significou um
acrécimo de apenas 4 % de toneladas produzidas (FAOSTAT, 2011) (Figura 2).
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Fonte: Adaptado de FAOSTAT (2011)

Figura 2. Evolucéo da &rea e producdo do pimento em Portugal, entre 2001 e 2011.

Geograficamente, € no Ribatejo e Oeste que se localiza a maior mancha de
producdo, com 66% do total do Continente, seguindo-se o Alentejo, com 16%, e 0

Algarve, com 10% (http://www.gpp.pt/pbl/Diagnosticos/SubFileiras/Horticultura.pdf).

Na regido do Entre Douro e Minho, a area de producdo do pimento de estufa tem
aumentado, com objetivo de se conseguir um produto de melhor qualidade, com boa
apresentacdo e melhor prego. Tem-se assistido no ultimos anos a um incentivo da
producéo de pimento-verde padrdo, destinado quer ao mercado interno onde comega ja
a ter grande aceitagdo, mas sobretudo (cerca de 90 % do total produzido) para mercados

externos como € o caso de Espanha.
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Nos ultimos anos tem-se verificado um aumento das importacdes do pimento ao
exterior (Omaia, 2011), ja que o Pais ainda € deficitario, importando cerca de 5 vezes
mais pimentos do que exporta (Almeida, 2006). Em 2008, o valor de compras de
pimento ao exterior, atingiu 6% do valor total da entrada de horticolas (10 milhGes de
euros). Deste total, 96% veio de Espanha. Os Paises Baixos (70%) e a Espanha (25%)
foram os principais compradores de pimento portugués, que em conjunto adquiriram 4,4
milhdes de euros (OMAIA, 2011).

3.1.3. O valor alimentar do pimento

O pimento é extremamente importante para a dieta humana, devido ao facto de
ser um vegetal rico em macro e micronutrientes. E cultivado pelos seus frutos, que s&o
objeto de mudltiplas utilizacbes e ocupa lugar de destaque entre 0s vegetais mais
nutritivos. Como produto horticola, os frutos sdo consumidos em fresco ou cozinhados,
verdes ou maduros e a sua cultura horto-industrial destina-se ao fabrico de produtos
congelados, desidratados e em conserva, a mais conhecida forma sdo os “pickles”
(pimento em calda de vinagre). O pimento também é utilizado como condimento e
como matéria-prima para a extracdo de corantes alimentares e oleorresinas. As massas
de pimento ou produtos desidratados e convertidos em pd (colorau) servem como
corante e aromatizante na culinaria e na industria alimentar. Para além da utilizacdo
alimentar, dietética e medicinal, alguns pimentos sdo ainda cultivados como plantas
ornamentais.

A concentracdo de macro e micronutrientes no fruto Capsicum varia de acordo
com o seu estado de maturacdo. Na Tabela 3 encontram-se os valores médios referentes
a4 composicdo mineral do pimento. O potéassio € o mais abundante dos elementos,
seguido pelo fésforo, célcio, magnésio e sodio respetivamente. Entre 0s
micronutrientes, 0 mineral que apresenta maior concentracdao é o ferro. Finalmente, o

boro é o elemento com o teor mais baixo.
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Tabela 3. Composicdo média em micro e macronutrientes do fruto Capsicum. Valores expressos em
unidades por 100g de parte comestivel.

Teor (mg g™) Teor (mg g?)
Micronutrientes Pimento Pimento Macronutrientes Pimento Pimento
Verde Maduro Verde Maduro
Ferro 0,75 0,55 Sédio 2,0 5,0
Cobre 0,10 0,08 Potassio 190 260
Zinco 0,18 0,26 Calcio 11,0 10
Manganésio 0,10 0,10 Magnésio 12,0 14,0
Boro 0,05 0,07 Fosforo 30 30

Fonte: Rubio et al., 2002

O pimento apresenta também consideraveis teores em vitaminas, principalmente
acido ascorbico (vitamina C), com cerca de 80,4 mg.g~* de parte comestivel (Tabela 3).
Segundo o Anexo | (a que se refere o 3° artigo) do Regulamento (CE) n.° 54/2010 de 28
de Maio que diz respeito as doses diarias recomendadas (DDR) e aos fatores de
conversdo em energia, ingerir pimentos significa ingerir cerca de 15% de vitamina C
necessaria diaria recomendada. Na Tabela 4 encontram-se expressos 0s teores

vitaminicos do pimento.

Tabela 4. Teores vitaminicos médios, do pimento verde e pimento maduro.

Vitaminas Pimento Verde Pimento Maduro
Tiamina (mg) 0,09 0,09
Riboflavina (mg) 0,05 0,09
Niacina (mg) 0,55 0,95
Acido ascorbico (mg) 80,4 242
Vitamina B,(mgQ) 0,16 0,28

Fonte: Bosland & Votava, 2000

Atualmente o pimento é conhecido pela sua excelente composi¢éo nutricional,
contendo uma baixa quantidade de agucares, proteinas, acidos gordos, e elevados teores

em fitoquimicos comparativamente a outros produtos vegetais, dos quais se destacam:
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0s compostos fendlicos, especialmente os flavonoides, carotenoides, antocianinas, entre
outros. (Delgado-Vargas & Paredez-Lopez, 2003; Shetty, 2004). Na Tabela 5 estdo
evidenciados os teores médios em percentagem para as proteinas, hidratos de carbono,
fibras, entre outros constituintes, apresentados pela USDA na National Nutrient

Database for Standart Referenceque.

Tabela 5. Composicdo média do pimento verde e pimento maduro.

Nutrientes e Energia Pimento Verde Pimento Maduro
Agua (%) 94 92
Energia (Kcal) 20 26
Proteina (%) 0,9 1,0
Gordura (%) 0,2 0,3
Hidratos de carbono (%) 4,6 6,0
Fibra (%) 1,7 2,0

Fonte: USDA National Nutrient Database for Standard Reference releases 25
(http://ndb.nal.usda.gov/)

3.2. Os compostos bioativos

A dieta habitual fornece, além dos nutrientes essenciais alguns compostos
quimicos, presentes em sua maioria em frutas e hortalicas, que exercem uma importante
atividade bioldgica, ja comprovada por varios estudos. Esses compostos sdo chamados
de compostos bioativos ou, algumas vezes, de fitoquimicos e podem desempenhar
diversos papéis em beneficio da salde humana. O estudo desses compostos bioativos
inspirou o conceito de alimentos funcionais (Arabbi et al., 2004) que levou em 1980 o
governo japonés a regulamentar o uso de alimentos comercializados, até entdo, como
alegadamente promotores de saude, introduzindo o conceito de alimento funcional. O
termo comecou a ser utilizado pela industria para descrever alimentos fortificados com
ingredientes especificos, inferindo-lhes certos beneficios a saude. Varios fatores
contribuiram para o aparecimento dos alimentos funcionais, nomeadamente: (i) questdes
concorrenciais e de marketing; (ii) envelhecimento da sociedade e inversdo da piramide

populacional; (iii) evidéncia clinica da bioatividade de alguns compostos dos alimentos;
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(iv) avancos cientificos e inovacdo tecnologica; (v) diferenciacdo entre marcas, e (Vi)
uma maior apeténcia do consumidor para este tipo de produtos. Segundo a Functional
Food Science in Europe apresenta o seguinte conceito sobre o significado de um
alimento funcional: "Um alimento pode ser considerado como funcional se estiver
demonstrado que apresenta efeito fisioldgico benéfico para a salde e/ou reducdo dos
riscos de doencas cronicas, para além da funcdo nutricional béasica. O ingrediente
funcional tem que permanecer no alimento e demonstrar os seus efeitos nas quantidades
em que é ingerido na dieta. Deve ser consumido regularmente, como parte de uma dieta
variada” (Diplock, 1999). Os diferentes compostos funcionais apresentam algumas
caracteristicas em comum: (i) pertencem a alimentos do reino vegetal; (ii) sdo
substancias organicas e geralmente de baixo peso molecular; (iii) ndo sdo indispenséaveis
nem sintetizados pelo organismo humano e (iv) apresentam acdo protetora na salde
humana quando presentes na dieta em quantidades significativas.

Atualmente a populagdo tem uma maior consciéncia da importancia dos
produtos naturais e, assim, 0s compostos bioativos produzidos in natura tém procura
crescente por diversas industrias, tais como a farmacéutica, cosmética e alimentar
(Croteau et al., 2000; Pichersky & Gang, 2000).

Harborne et al. (2000) afirma que o pimento tem assumido o papel de alimento
funcional, devido ao facto de ser um reservatorio de diferentes compostos considerados
bioativos, entre os quais 0os compostos fenolicos, os carotendides e acido ascorbico
(vitamina C). Os mesmos autores, consideram que estes compostos sdo responsaveis por
exercer influéncia na reducdo do risco do desenvolvimento de doencas cronicas néo-
transmissiveis, como cardiovasculares, distdrbios metabdlicos, doengas neuro-
-degenerativas e enfermidades inflamatdrias. De entre os diferentes compostos bioativos
existentes, os compostos fendlicos assumem um enorme destaque, devido aos
variadissimos estudos sobre eles realizados. Estes compostos, devido a sua ampla
distribuicdo na natureza, constituem um dos grupos mais numerosos de metabolitos.
Pela sua ubiquidade e simultaneamente pela sua presenca caracteristica dentro de
grupos botanicos, alguns deles podem ser considerados marcadores quimicos em
sistemas taxondmicos, sendo muitas vezes utilizados no controlo de qualidade e na
avaliacdo da autenticidade de produtos naturais (Valentdo et al., 2005; Sousa et al.,
2005).
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Os compostos fendlicos estdo presentes praticamente em todas as partes dos
vegetais, distribuidos pelos diferentes oOrgdos e desempenham diversas funcGes
essenciais, nomeadamente no processo de polinizacdo, no crescimento celular, na defesa
contra pragas, contra infeces microbianas, na protecdo contra radiacdes ultravioleta, e
na modelacdo da distribuicdo de hormonas e como moléculas de sinalizacdo para
microrganismos simbidticos (Brand-Williams et al., 1995). Sdo substancias formadas
no minimo por um anel aromatico, em que pelo menos um hidrogénio é substituido por
um grupo hidroxilo. A maioria € encontrada na natureza sob a forma de ésteres ou de
anéis heterociclicos e ndo na forma livre (Simdes et al., 2000).

A acdo antioxidante dos compostos fendlicos assenta essencialmente no elevado
potencial que apresentam para sequestrar radicais livres. A estrutura da molécula é um
fator-chave, uma vez que a capacidade antioxidante dos compostos depende da
quantidade e da posi¢do dos grupos hidroxilo (Balasundram et al., 2006).

Existe uma grande diversidade de compostos fenolicos, sendo 0s mais comuns
os flavondides. Estes compostos encontram-se frequentemente oxigenados e a maioria
estd conjugada com acucares, sendo também chamados de heterosidos. J& na forma
livre, sdo denominados agliconas (Simdes et al., 2000). A Figura 3 mostra uma estrutura
béasica dos flavondides que consiste num esqueleto de difenil propano (C6-C3-C6) com
dois anéis benzénicos (A e B) ligado a um anel de pirano (C).
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Figura 3. Estrutura béasica dos flavonoides

A atividade antioxidante dos flavonoides é determinada pela sua estrutura, em
particular pelo nimero e arranjo dos grupos funcionais em torno do esqueleto base

destas moleculas. Assim, a configuracdo dos grupos hidroxilo do anel B é a principal
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responsavel pelo sequestro de espécies reativas de oxigénio e azoto; a existéncia da
dupla ligacéo entre C2 e C3 em combinagdo com grupo carbonilo na posi¢ao 4 do anel
C contribui também para o potencial antioxidante destes compostos e a presenca de
grupos hidroxilo na posi¢do 3 do anel C e na posicdo 5 do anel A facilita a deslocagéo
de eletrbes entre os anéis A e B e a estabilizacdo por ressonancia (Figura 3).
Relativamente aos carotenoides, embora sejam micronutrientes e por isso presentes em
concentragdes muito baixas, (microgramas por grama), estdo entre os constituintes
alimenticios mais importantes. Além de serem pigmentos naturais responsaveis pelas
cores de amarelo a laranja ou vermelho de muitas frutas e legumes, sdo também
substancias bioativas, com efeitos benéficos a salde.

Os carotenoides intervém na fotossintese e estdo localizados nos organelos
subcelulares, cloroplastos e cromoplastos. Nos cloroplastos encontram-se associados
principalmente as proteinas e sdo, normalmente, ocultados pela presenca de outros
pigmentos clorofilinos dominantes, o e B carotenos, B-criptoxantina, luteina, zeaxantina,
violaxantina e neoxantina, estando complexadas ndo-covalentemente com proteinas.
Quimicamente, classificam-se como terpenos e constituem-se de uma cadeia de
hidrocarbonetos contendo tipicamente de 9 a 13 duplas ligacdes conjugadas composta
por unidades denominadas isoprénicas. Essa estrutura conjugada dos carotenoides é que
permite a absorcdo da luz ultravioleta, que fornece as cores caracteristicas destes
compostos. Os carotenoides atuam em conjunto, e apesar das suas semelhancas
estruturais desempenham func@es bioldgicas distintas.

Existem na natureza, aproximadamente 600 carotenoides, 0s quais Sao
constituidos por dois grandes grupos: (i) carotenos, que consistem em hidrocarbonetos
puros e (ii) xantofilas, hidrocarbonetos que possuem grupos funcionais oxigenados
(Haegelle et al., 2000; Maldonade, 2003). Estes compostos apresentam isomerizacao
cis-trans, e ambos 0s grupos isoméricos, podem ser encontrados em diferentes culturas
horticolas, entre as quais feijao-verde, brocolos, cenoura, alface e tomate (Howard et al.,
2000; Nicolle et al., 2004; Mou et al., 2005). Os isémeros cis sd0 menos estaveis
termicamente do que as formas trans. Agentes como calor, acidos, luz, oxigénio e
enzimas, como lipoxigenases, provocam a alteracdo nos carotenoides, resultando em
formagéo de isdmeros cis, diminui¢do da cor, e quebra da cadeia com formacéao de apo
carotenoides (carotenoides com menos de 40 atomos de carbono) (Costa et al., 2002;

Melendéz-Martinéz et al., 2004), Os trans carotenos podem converter-se em cis
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carotenos pelo processamento de alimentos, tais como: coccdo, desidratacao e trituragdo
(Rodriguez-Amaya & Farfan, 1992).

Neste contexto, os estudos clinicos e epidemioldgicos sdo extremamente
importantes para avaliar a relacdo entre 0 consumo destes compostos na alimentacao ou
em suplementos nutricionais e os potenciais efeitos benéficos para a salude (Ross &
Kasum, 2002; Manach et al., 2004; Arts & Hollman, 2005).

3.3. Propriedades bioldgicas dos compostos bioativos

O ser humano aprendeu a utilizar matrizes naturais, principalmente de origem
vegetal, com o intuito de tratar diversas doencas. Assim, diversas atividades bioldgicas
tém sido atribuidas ao pimento, que como foi referido em secGes anteriores é uma
excelente fonte de compostos bioativos que tém sido alvo de varios estudos permitindo
o conhecimento da possivel ac¢do entre estes compostos e quais os alvos moleculares
associados a varios tipos de doencas. Contudo, a atividade antioxidante do pimento é a
qgue mais se tem destacado (Sun et al., 2007; Bae et al., 2012). Segundo Sun et al.
(2012) as diferentes colorac@es do fruto do pimento sdo caracteristicas importantes que
reflectem a actividade antioxidante deste horticola. No entanto, a atividade
antimicrobiana (Wahba et al., 2010; Olumuyiwa et al., 2013) e anti-inflamatéria
(Herméndez-Ortega et al., 2012; Chen et al., 2013) também tem sido descrita com
especial atencdo.

Os polifendis tém demonstrado, quer em modelos animais quer em sistemas in
vitro, ter outros efeitos para além das propriedades antioxidantes, como seja a:
regulacdo do oxido nitrico, inducdo da expressdo genética na proliferacdo celular e na
apoptose, inibicdo da proliferacdo celular e angiogénese, modulacdo da atividade
enzimatica, estimulacdo do sistema imunitario, regulacdo do metabolismo hormonal,
atividade anti-inflamatoria e agdo antibacteriana e antiviral. Estes efeitos parecem
contribuir para o papel protetor dos polifendis no cancro e em doengas cardiovasculares
(Ross & Kasum, 2002; Liu, 2004; Arts & Hollman, 2005). Também estudos
experimentais recentes em animais e humanos demonstraram que o aumento da ingestédo
de polifendis pode contribuir para a prevencdo da formacdo do LDL colesterol oxidado
(Sun et al.,2007), reduzir a tendéncia do sangue a formar coagulos, manter os niveis de

pressdo sanguinea e aumentar a capacidade antioxidante total do sangue (Manach et al.,

16



Composicdo quimica e actividade bioldgica de diferentes variedades de pimento (C. annuum L.)

2004). Outros estudos epidemioldgicos sugerem ainda que os flavonodides apresentam
diversas atividades bioldgicas, nomeadamente antiviral (Liu, Wang, Lee, Wang, & Du,
2008), antimutagénica, imunomodeladora, protec¢do do miocéardio e hepatoprotectora
(Kamalakkannan & Prince, 2006 ; Lopez-Lazaro, 2009), acdo anti- alérgica (Seelinger,
Merfort, & Schempp, 2008), anti-inflamatéria (Loke et al., 2008) e atividade
antibacteriana (Hong et al., 2006). Alguns autores indicaram também uma associacao
inversa entre a ingestdo dietética de flavonoides e o risco de acidente vascular cerebral
(Hertog et al, 1993; Knekt et al, 1996; Keli et al, 1996). Também o uso de extratos de
pimento na medicina tradicional deve-se ao seu efeito analgésico, que é associado ao
teor em flavonoides (Adnam et al., 2013). Por outro lado, os carotenoides sdo descritos
por apresentarem atividade bioldgica, apesar de se encontrarem em concentragdes
reduzidas nos pimentos (Mazourek et al., 2009; Meghvansi et al., 2010).

A capsaicina e a dihidrocapsaicina sdo alcaloides responsaveis pela pungéncia
dos pimentos, atuando sobre o mecanismo da perce¢do da dor. Atualmente, a capsaicina
é utilizada para o tratamento da neuropatia diabética, a osteoartrite, a neuralgia pos-
herpética e psoriase (Jin et al., 2011). Outros autores referem que a principal utilizacdo
médica da capsaicina é em formulac@es tdpicas para a artrite (Santos et al., 2006). Em
termos de aplicagdo industrial, a capsaicina é utilizada como aditivo alimentar (Rosa et
al., 2002; Meghvansi et al., 2010). A dihidrocapsaicina também tem sido descrita como
antioxidante (Meghvansi et al., 2010). As potencialidades bioldgicas do género
Capsicum na prevencdo ou tratamento de doencas relacionadas com o sistema nervoso
foram atribuidas a sua composicdo em capsaicindides e flavondides (Gomes et
al.,2009).

N&o s6 ao fruto do pimento tém sido direcionados estudos, também as sementes
tém sido valorizadas. Alguns autores isolaram alguns dos compostos da semente de
Capsicum tais como, saponinas e peptideos e, avaliaram a actividade antimicrobiana
concluindo que apresentavam uma forte atividade contra leveduras e fungos (lorizzi et
al., 2002). Mais recentemente, Diz et al. (2006) obtiveram a partir das sementes de C.
annuum extratos ricos em peptideos e demonstraram que também possuiam atividade
inibitdria sobre o crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae. Outros autores
relatam que também as folhas do pimento tém actividade bioldgica devido ao potencial
em carotenoides (Lee et al., 2002). Recentemente Ku & Kamu (2010) isolaram
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compostos biativos das folhas Capsicum e relataram a importancia deste subproduto

com actividade quimiopreventiva, atribuida ao elevado conteido em carotenoides.

3.4. Fatores que influenciam a disponibilidade dos compostos bioativos

Uma vasta gama de compostos organicos naturais de origem vegetal, produtos
do metabolismo primario e secundario, sdo biologicamente ativos, isto é, tém acéo
tranquilizante,  analgésica,  anti-inflamatoria, citotoxica,  anticoncepcional,
antimicrobiana, entre outras como foi referido na secdo anterior. Estes compostos séo
usados para as mais diversas finalidades, tanto na terapéutica médica para prevenir
doencas, como na industria de cosméticos e de alimentos, servindo como aromatizantes
ou antioxidantes. Estudos experimentais com seres humanos revelaram a capacidade
destes alimentos e de alguns dos seus constituintes em atuar como agentes antioxidantes
em processos de destoxificacdo, alterando o perfil enzimatico e o sistema imunitéario.
Muitos compostos tém sobreposicdo de mecanismos de acdo e, dentro do contexto de
alimento vegetal ou mesmo numa dieta a base de vegetais, podem ter um efeito aditivo,
sinérgico ou até efeitos inibitorios sobre outros. Assim, a disponibilidade dos compostos
biativos presentes nos alimentos de origem vegetal, neste caso o pimento, depende de
diferentes fatores que podem ser englobados em trés fases: uma primeira fase a
montante da colheita, uma segunda fase em periodo de pds-colheita e uma terceira fase
que compreende 0 organismo humano e a capacidade de absorcdo dos nutrientes em
funcdo do gendtipo e da matriz alimentar que cada individuo utiliza. De acordo com
Tiwari & Cummins (2013) nas duas primeiras fases podemos encontrar fatores como:
caracteristicas genéticas, condi¢bes edafo-climaticas, praticas culturais, corte e colheita.
Por outro lado, o processamento dos alimentos assim como os fatores de
armazenamento, transporte e conservacdo estdo relacionados com os fatores de pds-
colheita (Sikora et al., 2008). Contudo, quando avaliamos a variacdo dos diferentes
teores em compostos nas plantas e a sua disponibilidade para o consumidor é importante
considerar que fatores como o genoétipo (Kaur & Kapoor, 2002; Singh et al., 2006) e
condigdes de producdo, nomeadamente humidade do solo, temperatura, fertilizagéo e
irrigacdo, tém sido relatadas por afetar o teor fitoquimico em produtos vegetais (Oh et
al., 2009; Tiwiri & Cummins, 2009), mas também as condi¢des de colheita e pos-

colheita podem condicionar os seus teores, uma vez que o pimento pode ser objeto de
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diversos tipos de transformacdo industrial, dos quais se destacam a congelacdo, a
secagem (desidratacdo), seguida ou ndo de reducdo a po, e a extracdo de oleorresina,
processos que afetam qualitativamente e quantitativamente os teores de compostos
bioativos e consequentemente a sua atividade bioldgica. Contudo, outros autores
referem que na generalidade o gendtipo influencia mais significativamente os teores de
compostos bioativos presentes nas plantas que as condi¢fes de pos-colheita e
conservacdo (Matssura-Endo, 2006). Mais recentemente Lopez-Berengue et al. (2007)
relataram que as condicdes de refrigeracdo, transporte, tipo de atmosfera utilizada,
periodo de vida na prateleira, podem interferir de uma forma mais eficaz na qualidade e
na quantidade de compostos considerados benéficos.

Um outro fator a ter em conta quando abordamos o tema da biodisponibilidade
dos compostos bioativos é sua capacidade de absorcdo, uma vez que a sua presenca num
alimento podem néo ser indicativo de ingestdo por parte do organismo (Matusheki et
al., 2006). Assim, de um modo geral e tendo em contas todos estes condicionantes
devem ser encontradas formas de producéo, preparacdo e preservacao que efetivamente
retardem a degradacdo dos compostos bioativos, preservando ou até mesmo

incrementado o seu valor biologico (Tiwari & Cummins, 2013).
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CAPITULO IV - MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostras vegetais

Em Portugal a cultura do pimento (Capsicum annuum L.) tem uma larga
expressdo no seio das culturas horticolas de primavera-verdo. As variedades mais
produzidas em Portugal sdo o pimento-verde, pimento-vermelho e o pimento-amarelo,
seguindo-se em menor expressdo o pimento verde-padrdo e o pimenta-malagueta, mas
cuja producéo entre nos tem vindo a aumentar. Do ponto de vista de consumo alimentar
também sdo estas variedades mais consumidas. Com base neste pressuposto escolhemos
para a realizacdo deste trabalho diferentes variedades, de diferentes origens, que se

descrevem no Tabela 6.

Tabela 6. Material vegetal utilizado no estudo.

Nome vulgar Nome cientifico Origem
Pimento amarelo Capsicum annuum L Portugal
Pimento verde Capsicum annuum L Portugal
Pimento verde-italiano Capsicum annuum L Italia
Pimento verde-padrao Capsicum frutescens L Espanha
Pimento vermelho Capsicum annuum L Portugal
Pimento vermelho-italiano Capsicum annuum L Italia
Piri-piri ou pimenteiro-de caiena Capsicum frustescens L Comercial

4.1.1. Preparacao das amostras

Para a avaliacdo do teor em compostos bioativos e da atividade bioldgica das
variedades em estudo, houve a necessidade de proceder previamente a preparacao das
amostras em funcdo quer dos métodos de extragdo, quantificagdo e identificacdo de
compostos bioativos quer dos métodos de medicdo da atividade bioldgica. Essa

preparacédo e esses metodos sdo descritos nos paragrafos seguintes.
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4.1.2- Preparacao de Extratos

Depois de reunidas para o estudo, as amostras vegetais foram liofilizadas (Dura-
dry™ uP-FTS Systems, EUA) e trituradas separadamente (Figura 4). De seguida, de
cada uma das amostras retirou-se 20 g de peso seco. Cada um destes 20 g foi submetido
a uma extracdo em Soxhlet com 500 mL de diferentes solventes com polaridade distinta
segundo a ordem: hexano, acetato de etilo, metanol 80% e metanol 100%. Cada
extracdo demorou 4 h. Decorrido esse periodo, os extratos foram filtrados e evaporados
em evaporador rotativo a 40 °C até a evaporacgdo total do solvente. Os extratos secos

foram armazenados a -20 ° C até posterior analise.

Figura 4. Algumas das amostras preparadas para extracdo em Soxhlet (1-pimento amarelo; 2- Pimento
vermelho; 3-Pimento verde-italiano; 4-Pimento vermelho-italiano; 5- pimento verde).

4.2. Determinacdo do teor médio em fendis totais (capacidade redutora total)
e flavonoides totais

O teor em fenois totais, também hoje conhecido como capacidade redutora total,
foi determinado pelo método espectrofotométrico de Folin & Ciocalteu adaptado de
Dewanto (2002). Existem varios métodos para a quantificacdo dos compostos fendlicos.
O método que utiliza o reagente de Folin (Fluka) foi utilizado na quantificacdo destes
compostos. A base quimica desta metodologia € a reducdo pelos grupos hidroxi-
fendlicos de ides Fe3* a Fe?t formando complexos com ferrocianeto, produzindo
pigmentos de coloracdo azul. A partir dos extratos obtidos anteriormente (4.1.2)
prepararam-se concentracdes de 5 mg.mL™ com metanol 90% e determinou-se o teor
em fenolicos totais. Para tal, em tubos de 10 mL adicionou-se 50 pL de cada um dos
extratos (4.2) 2,5 ml do reagente Folin-ciocalteu (Folin: agua, 1:10, v/v) e 2,0 mL de
carbonato de sddio 7,5 %. A mistura resultante foi incubada durante 15 minutos a 45°C
em banho-maria, apds o qual se leu as absorvancias a 765 nm no espectrofotometro de
UV visivel (U-2000, Itachi, Japao) contra um branco (solvente usado na extracdo das

amostras, em vez destas). Para a quantificacdo realizou-se uma curva padrdo com acido
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galico (Sigma-Aldrich). Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido
galico (GAE).g™ de peso seco. As analises foram realizadas em triplicado. A curva de
calibracdo obtida originou a seguinte equacdo utilizada na quantificacdo dos fendlicos
totais: y=0,5915x - 0,0681 (R?=0,9927).

Para a avaliagdo do teor de flavonoides totais utilizou-se o método
espectrofotométrico baseado no ensaio colorimétrico de cloreto de aluminio (AICI5)
adaptado por Javanmardi (2003) e Chun (2004). Para tal, em tubos de 10 mL adicionou-
se 1 mL de extracto obtido anteriormente (4.1.2), contendo 4 mL de agua ultrapura e 0,3
mL de nitrito de sodio 5%. A mistura ficou em repouso durante 5 min a temperatura
ambiente e seguidamente adicionou-se 0,3 mL de cloreto de aluminio. Seguiu-se um
repouso de seis minutos a temperatura ambiente e adicionou--se prontamente 2 mL de
hidroxido de sodio 1M, e completou-se o volume para 10 mL com &gua bidestilada.
Seguidamente leram-se as absorvancias a 510 nm no espectrofotometro de UV visivel
contra um branco. Para a quantificacdo realizou-se uma curva padrdo com o padréo
comercial catequina (Sigma-Aldrich). Os resultados foram expressos em mg de
equivalentes de catequina (CAE).g™ de peso seco. As anélises foram realizadas em
triplicado. A curva de calibracdo obtida originou a seguinte equacdo: Y = 1,218x +
0,0976 (R?=0,9953).

4.3. Determinacdo de teor médio em clorofila a, clorofila b e carotenoides

totais

A avaliagdo quantitativa do teor médio em carotenoides totais e clorofilas a e b,
presentes nas diferentes variedades de pimento, foi realizada pelo método
espectrofotométrico de Lichtentaler & Wellburnn (1985) com ligeiras adaptacdes.
Assim, a partir dos extratos obtidos anteriormente (4.1.2) e mediram-se diretamente as
absorvancias das amostras a diferentes comprimentos de onda, de acordo com 0s

solventes utilizados e de acordo com as equagdes seguintes:

m Acetato de etilo:
C,=10,05%A¢, - 7,340% Ag,,4
Cp=16,37*Ag4q — 3,140% A,
Cyrc=1000%A,,, — 1,280*C,— 56,7* C;, / 230
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m Metanol:
Cq=15,65%Ag66- 7,340* Ag53
Cp=27,05*Ag53 — 11,21*Age6
Cyyc =1000*%A47o— 2,860*C, — 129,2*C,, | 245
m Hexano:

C,=11,75*Aggy- 2,350% Agys
Cy=18,61%Ag,cA_645 — 3,960*A g, A_662
Cpone= 1000% 4,4 — 2,270%C,— 81,4 *C,, | 227

4.4. Determinacéo do teor médio de Vitamina C total

Para a determinacdo do teor de vitamina C total, presente nas diferentes
amostras, foi utilizado o método espectrofotométrico de Klein e Perry (1982), com
ligeiras modificacdes. A partir de cada um dos extratos secos pesou-se 20 mg ao qual se
adicionou 10 mL de &cido metafosférico a 5% ((HPO3)n, 79615, Fluka)). A mistura
resultante ficou em agitacdo a temperatura ambiente durante 45 minutos. Decorrido esse
periodo de incubacdo filtrou-se o extrato obtido, retirou-se 1mL do filtrado obtido e
adicionou-se 9 mL da solucdo de 2,6 dicloroindofenol (DIP) preparada previamente.
Agitou-se em vortex e leram-se as absorvancias de imediato em espectrofotometro UV
visivel a 515 nm. A reacdo que se verificou foi uma reacdo redox, na qual a solucdo
acida do acido ascorbico com DIP torna-se incolor ao ser reduzido pelo acido ascorbico.
Quando todo o &cido ascorbico foi oxidado, o remanescente DIP deu a solugdo uma cor
rosa.

Para a quantificacdo do teor de vitamina C foi necessaria a realiza¢cdo de uma
curva padrédo sendo que o padrdo utilizado foi o acido L- ascorbico (Sigma-Aldrich) que
foi preparado como se de uma amostra se tratasse. Este procedimento foi necessario
para expressar o teor de vitamina ¢ das amostras em mg.g~. equivalentes de 4cido L-
ascorbico.

A curva de calibragdo obtida originou a seguinte equacdo utilizada para
avaliacdo do teor de vitamina C: Y = -4,9171 x + 0,7135 (R?=0,9989).
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4.5. Determinacao do teor médio em p — Caroteno por HPLC

Para a quantificagdo de B-caroteno por HPLC pesou-se 1 g de amostra seca e
liofilizada para tubos de centrifuga de 12 mL ao qual foi adicionado 10 mL da mistura
hexano: éter-dietilo (Sigma-Aldrich) na proporcéo de 1:1. Seguidamente foi adicionado
25 uL de padréo interno APO (trans-B-Apo-8'-caroteno, Sigma-Aldrich). A mistura foi
deixada em agitacdo durante 10 minutos. Decorrido este periodo de tempo,
centrifugaram-se as amostras a 4000 rpm durante 10 minutos. Reservou-se 0
sobrenadante, desprezou-se o precipitado e repetiu-se 0 processo de extracdo duas
vezes. No final, combinaram-se 0s sobrenadantes e evaporaram-se 0S extratos até a
secura total em evaporador rotativo a 40 °C. Seguidamente, ressuspendeu-se 0
evaporado em 2 mL de hexano: acetona (1:1) e transferiram-se 2 mL para vials de
HPLC. A partir daqui procedeu-se a identifica¢do ¢ quantificagdo do teor em B-caroteno
por HPLC, utilizando uma coluna C18 de fase reversa (250 x 4.6 mm, 5 puL)
(Spherisorb ODS2, Phase Separations da Waters), uma fase mével de acetonitrilo:agua
(90:10) (solvente A) e acetato de etilo (solvente b). A eluicdo foi realizada a um fluxo
de solvente de 1,0 mL.min™, com gradiente a comecar com 100 % de A, com uma
duracdo de 55 minutos, sendo o volume de injecdo de 20 pL. Os cromatogramas foram
registados a 447, 470, e 520 nm. A identificagdo do foi feita por comparagdo com
padrGes comerciais externos (Extrasynthese, Franca), através dos respetivos tempos de
retencgdo e espectros UV. A quantificagdo do B-caroteno foi feita utilizando parametros
como o volume de extracdo, volume de injecdo, area do padrdo interno, area do
composto em questdo. Os resultados foram expressos em pg.g™ de peso seco. Todas as

determinacGes formam feitas em triplicado.

4.6. Determinacdo do teor médio em fendlicos e flavonoides individuais por
HPLC

A identificacdo e quantificagdo dos principais compostos fendlicos e flavonoides
individuais foram realizadas em HPLC. Numa primeira fase, procedeu-se a extracéo e
preparacdo das amostras e numa segunda fase procedeu-se a realizacdo da analise em
HPLC. Assim na fase de extracdo pesaram-se 40 mg de peso seco cada uma das
amostras vegetais para microtubos com tampa de 2 mL e adicionou-se 1 mL de metanol
a 70 %. Seguidamente os microtubos contendo extratos foram colocados num bloco de

aquecimento (Thermobloc) a 75 °C durante 30 minutos, sendo agitados no vortéx a cada
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5 minutos. Decorrido este tempo, procedeu-se a centrifugacdo dos extratos a 4000 rpm
durante 15 minutos a temperatura ambiente (Kubota 2100, Japan). Recolheu-se e
filtrou-se (Spartan 13/0,2 RC, 0,2 pm, Whatman™) o sobrenadante para vials de HPLC
e rejeitou-se o precipitado. O sobrenadante foi transferido para vials de HPLC, os quais
foram mantidos a -20 °C até sua analise. A partir daqui procedeu-se a identificacao e
quantificacdo dos fendlicos individuais por HPLC equipado com um detetor UV fixado
a 229 nm, uma coluna C18 de fase reversa (250 x 4.6 mm, 5 pL) (Spherisorb ODS2,
Phase Separations da Waters), uma fase mével de agua com 1% de acido tricloroacético
(TFA) (solvente A) e acetonitrilo (acetonitrilo, CH3CN, HPLC gradient, Merck) com
1% de TFA (solvente B). A eluicdo foi realizada a um fluxo de solvente de 1,0
mL.min~1, com gradiente a comecar com 100 % de A, sendo o volume de injecdo de
10 pL. Os cromatogramas foram registados a 280, 320, 370 e 520 nm. A identificagdo
dos compostos fenolicos individuais foi feita por comparacdo com padrdes comerciais
externos (Extrasynthese, Franca), através dos respetivos tempos de retencao e espectros
UV. A quantificagéo foi feita utilizando parametros como o volume de extragéo, volume
de injecdo, area do padrdo interno e area do composto em questdo. Os resultados foram

expressos em mg.g™ de peso seco. Todas as determinacdes formam feitas em triplicado.

4.7. Determinacédo do teor médio em capsaicindides por HPLC

O teor médio em capsaicina e dihidrocapsaicina foi determinado de acordo com
a metodologia descrita por Othman et al. (2011), com ligeiras modificagdes. Assim a
partir dos extratos secos das amostras extrairam-se em etanol na de 1:10 (m/v) (5g de
peso seco para 50 mL de etanol) a 80°C durante 4 h. Decorrido este periodo o0s extratos
etanolicos foram deixados em repouso até atingirem a temperatura ambiente.
Seguidamente, retirou-se 5 mL do sobrenadante e filtrou-se diretamente (filtros Spartan
13/0,2 RC, 0,2 pm, Whatman™) para vials de HPLC que foram armazenados a -4 °C
até serem os extratos serem analisados por HPLC. Em HPLC utilizou-se uma Coluna
C18 (dimensao 150 x 4.6 mm, 3 pm) a 60°C, com uma fase mével acetonitrilo:agua
(50:50 v/v), um gradiente isocratico com um fluxo de 1,5 mL.minuto-1 e um volume de
injeccdo de 5 pL. A detecédo destes dois compostos foi feita a um comprimento de onda
de 222 nm. A identificacéo e quantificagcdo foram feitas por comparacdo dos tempos de

retencdo dos padrBes comerciais capsaicina e dihidrocapsaicina (Sigma-Aldrich) e
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respetivas curvas de calibracdo externas. Todas as determinacdes foram feitas em

triplicado.

4.7.1. Determinacéo da pungéncia (Unidades de Scoville)

As unidades de Scoville permitem a classificacdo de um produto alimentar em
funcdo da sua pungéncia (Sanatombi & Sharma, 2008). Estas unidades fazem parte de
uma escala, também conhecida como a escala de Scoville que é por sua vez definida
pela quantidade de capsaicina presente nos frutos. As unidades de Scoville calculam-se
multiplicando o teor da capsaicina em gramas por peso seco das amostras pelo
coeficiente correspondente & concentracdo capsaicina pura, que é 1,6x10’ (Sanatombi &
Sharma, 2008). Em termos de classificacdo, a pungéncia dos frutos é medida em
maultiplos de 100 unidades, existindo as seguintes classes: ndo pungentes (0 - 700 SHU),
levemente pungentes (700 -3000 SHU), moderadamente pungentes (3000 - 25000
SHU), muito pungentes (25000 - 70000 SHU) e altamente pungentes (> 80000 SHU).

4.8. Atividade Antioxidante

Nos ensaios in vitro da atividade antioxidante foram usados os extratos
anteriormente preparados para a caracterizacdo do perfil quimico das diferentes
amostras (4.2). O potencial antioxidante foi avaliado segundo diferentes métodos: (1)
efeito bloqueador de radicais livres de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), (11) captura
do radical livre ABTS®, (lll) poder redutor, (IV) quelatizacio de metais, (V)
descoloracdo da emulsdo B-Caroteno/acido linoleico e por ultimo (VI) através do

método de aprisionamento de radicais hidroxilo.

4.8.1. Determinacao da atividade antioxidante pelo método do DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método de DPPH, foi realizada
de acordo com Sanchez-Moreno (1998), com ligeiras modificagcbes. O método foi
conduzido em microplacas de 96 pocos (Costar, Thermofisher, EUA). Assim, em cada

poco da microplaca, colocou-se 100 pL dos extratos a 5 mg.mL™ e adicionou-se 100 pL

26



Composicdo quimica e actividade bioldgica de diferentes variedades de pimento (C. annuum L.)

de uma solugdo metandlica contendo radicais de DPPH (6 * 107> M). A mistura foi
colocada no escuro durante 60 minutos a temperatura ambiente. Terminado este
periodo, procedeu-se a leitura das absorvancias num leitor automéatico de microplacas
(Multiskan FC, Thermo Scientific) a 517 nm. Os resultados foram expressos em
percentagens, através da seguinte equacdo que corresponde a quantidade de DPPH

aprisionada pelos compostos antioxidantes nas amostras:

% AA = [(AbSBranco - AbSAmostra/AbsBranco]* 100

Fez-se igualmente a leitura de um branco (solvente de preparacdo das amostras)
como se de uma amostra tratasse por forma a ser utilizado na equacdo matematica que
foi utilizada na quantificacdo da atividade antioxidante. Todas as determinacfes foram
feitas em triplicado e os resultados expressos como a média + desvio padrdo da média

(SD) das trés repeticdes.

4.8.2. Determinacdo da atividade antioxidante pelo método da captura do
radical livre ABTS*

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método da captura do radical
ABTS* foi realizada segundo o método descrito por Sratil (2006) com ligeiras
modificacdes. Esse método, normalmente designado por método de ABTS esta baseado
na capacidade dos antioxidantes em capturar o catido ABTS*. Para a determinacdo da
actividade antioxidante através deste método preparou-se antecipadamente a solucéo
ABTS™"a partir de 7 mM de ABTS (Sigma-aldrich) com 4,95 mM de Persulfato de
Potassio (Sigma-Aldrich) em metanol. A solucdo ficou em repouso, no escuro, durante
pelo menos 16 h a temperatura ambiente para formar catides radicais ABTS™. Esta
solucdo é considerada solucdo stock. Em seguida diluiu-se esta solucdo stock em
metanol 50 %, até se obter absorvancias compreendidas entre 0,70 e 0,85 a 734 nm.
Esta solucéo foi entdo utilizada na determinacdo da atividade antioxidante. A partir dos
extratos preparados a uma concentracdo de 5 mg.mL-1 foram aplicados 50 pL em
microplacas de 96 pocos (Costar, Thermofisher), adicionou-se 100 pL de solucdo
ABTS". E colocou-se a placa com a mistura ficou em repouso durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Decorrido este periodo, as absorvancias foram a 734 nm em

leitor automatico de microplacas (Multiskan FC, Thermo Scientific).
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Esse método, baseia-se na geracdo ABTS* que apresenta cor azul esverdeado
por meio da reaccdo do ABTS com persulfato de potassio. Com a adi¢cdo de um
antioxidante, ocorre a reducdo d ABTS* a ABTS promovendo a perda da coloragéo.
Com a perda de cor, a percentagem de inibicéo é determinada em func¢do do branco, de

amostra e/ou padrao, atraves da seguinte formula:

% AA = [(Absy — AbSgmosira)lAbs, T* 100

O valor de Abs, é dado pelo valor da representa a absorvancia do ABTS sem
extracto. Todas as determinacdes foram feitas em triplicado. E as percentagens de
atividade antioxidante foram expressas como a media + desvio padrdo da média (SD)

das trés repetigdes.

4.8.3. Determinacédo da atividade antioxidante pelo método da quelatizacéo

de metais

O potencial de quelatizacdo de Fe?* foi avaliado por espectrofotometria
adaptando o método de Gulcin (2004). Esta metodologia utiliza como agente
complexante o ido 2,4,6-tris (2-piridil)-1,3,5-triazina (ferrozina) (Sigma-Aldrich). As
concentracdes aplicadas neste método foram de 5 mg.mL™. Para a reacdo foram
utilizados 0,4 mL de extrato. Aos extratos adicionou-se 0,2 mL de 2 mM Cloreto de
Ferro (1) (Sigma-Aldrich) e seguidamente 0,4 mL de Ferrozina (5mM) (Sigma-
Aldrich). A reacdo é iniciada pela adicdo deste agente complexante que ao reagir com
ferro origina uma coloracdo magenta. O volume foi ajustado com etanol até perfazer 4
mL. A mistura foi agitada vigorosamente e mantida & temperatura ambiente durante 10
minutos. A absorbancia da solucdo foi medida espectrofotometricamente a 562 nm
assim como a absorvancias do controle (apenas Ferrozina e Cloreto de Ferro (I)). A
percentagem de inibicdo da formacdo do complexo ferrozina Fe?* foi dada pela
equacéo:

(%) de quelatizacdo de metais = [(4, —A1) /A, * 100]

Onde, A, € a absorvancia do controlo e A; a absorvancia na presenca de amostras.
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Todas as determinacdes foram feitas em triplicado e as percentagens de
quelatizacdo de metais foram expressas como a média + desvio padrdo da média (SD)
das trés repetigdes.

4.8.4. Determinacdo da atividade antioxidante pelo método do poder

redutor

O poder redutor das amostras foi determinado pelo método de Giilcin (2006). De
cada uma das amostras foi retirado 1 mL e adicionado 2,5 mL de solucdo tampéo
fosfato (pH= 6,6 0,2 M) e 2,5 mL de solucdo aquosa de ferrocianeto de potassio
(Sigma-aldrich). Apds a agitagdo em vortéx, incubou-se a mistura a 50°C durante 30
minutos. Decorrido este periodo e adicionou-se 2,5 mL de acido tricloroacético 10%
(Sigma-aldrich) a mistura, sendo esta agitada em vortéx. Seguidamente foram
recolhidos 2,5 mL da mistura para tubos de ensaio de 10 mL e adicionados 2,5 mL de
agua destilada. No ensaio do poder redutor, a presenca de agentes redutores provoca a
redugdo do complexo Fe3+/ferricianeto a uma forma ferrosa (Fe?*). Dessa forma, a
formacgdo de azul “Perl’s Prussian”, medida a 700 nm, pode ser usada para monitorizar a
concentracéo de Fe®".

Apos a adicdo de cloreto de ferro (I11) procedeu-se a leitura das absorvancias em
espectrofotometro (U-2000, Itachi, Japdo) para um comprimento de onda 700 nm.
Tradicionalmente, neste método, os valores de absorvancias medidos no
espectrofotometro a 700nm sdo suficientes para demostrar a capacidade antioxidante
das amostras. Ndo obstante, também é frequente usar um composto com atividade
antioxidante conhecida e utilizad-lo como controlo para efetuar uma curva de calibracao,
que servira para encontrar uma equacao que permitira expressar a atividade antioxidante
como mg de equivalentes.g™ de peso seco. Foi o que optamos realizar neste ensaio.

Paralelemente a determinacdo do poder redutor dos diferentes extratos de
pimento, efetuamos uma curva de calibracdo com diferentes concentragfes de acido
ascorbico, um conhecido composto antioxidante, cuja equacdo encontrada foi a
seguinte: Y = 27,343 x - 0,2359 (R? = 0,9947).

Esta equacdo serviu para expressar a atividade antioxidante do poder redutor em

mg de equivalentes de &cido ascérbico.g™ peso seco.
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4.8.5. Determinacao da atividade antioxidante pelo método de descoloracao

do B-Caroteno/4cido linoleico

A metodologia aplicada na avaliagdo da atividade antioxidante segundo este
método, foi baseada no modelo descrito por Selleh, 2012. Este método mede a atividade
antioxidante de um dado extrato ou amostra pela capacidade desta em descolorar o
complexo PB-Caroteno/&cido linoleico. Previamente preparou-se uma emulsdo de -
caroteno/acido linoleico, adicionando-se 0,5 mg de p-caroteno (Sigma-Aldrich) em 1
mL de cloroférmio (Sigma-Aldrich). A mistura foi homogeneizada e transferiu-se 1 mL
desta solu¢ao para um baldo de fundo redondo contendo 25 pL de acido linoleico
(Sigma-Aldrich) e 200 uL de Tween 40 (Sigma-Aldrich). O cloroférmio da mistura foi
evaporado em evaporador rotativo a 40°C. Ap0s a evaporacao, foi adicionada a mistura
100 mL de perdxido de hidrogénio (H20,, Sigma-Aldrich). A mistura foi entdo agitada
por forma a formar uma emulsdo. Seguidamente foram a 500 pL de extrato, preparado a
uma concentracgdo de 5 mg.mL™1, adicionou-se 2,5 mL da emuls&o. Para a determinagéo
da atividade antioxidante foi necessaria a medicdo das absorvancias em dois tempos:
logo apds a mistura do extrato com a emulsdo e ap6s um periodo de incubacdo de 120
minutos a 50°C em banho-maria. As absorvancias das amostras foram medidas a 470
nm em espectrofotometro (UV-vis), contra o controlo (BHT e trolox).

A atividade antioxidante das amostras (percentagem de inibicdo, 1%), foi

determinada através da seguinte equacao (Selleh, 2012):

I (%) = (AbSB—caroteno depoisde 2h ~ AbSB—Caroteno Inicial) * 100

Todas as determinac6es foram feitas em triplicado e as percentagens de inibicédo

foram expressas como a média + desvio padrdo da média (SD) das trés repeticGes.

4.8.6. Determinacdo da atividade antioxidante pelo método de

aprisionamento de radicais hidroxilo

A metodologia aplicada na determinagéo da atividade antioxidante pelo método
de aprisionamento de radicais hidroxilo, foi baseada no modelo sugerido por Youwei et
al. (2008). Com algumas modificacBes. Para tal a 0,1 mL de extracto a 5 mg.mL™

adicionou-se 0,15 mL de 2-deoxiribose (5 mM) (Sigma-Aldrich), 0,4 mL de solugéo
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fosfato (0,75M, PBS, pH=7,4) (Sigma-Aldrich), 0,25 mL de &gua ultrapura, 0,1 mL de
FeSO, (7,5 mM) (Sigma-Aldrich) e 0,1 mL de &gua oxigenada 1% (Sigma-Aldrich). A
reacdo ocorre com a adicdo da agua oxigenada. Esta mistura foi incubada durante 1 hora
a 37°C. Decorrido este periodo, procedeu-se a leitura das absorvancias a 536 nm no
espectrofotometro UV-visivel. A atividade antioxidante das amostras foi expressa em
termos percentuais e a percentagem de aprisionamento de radicais hidroxilo foi

determinada pela seguinte equagéo:

AARH %= [(AbSBranco - AbSAmostra)/AbSBranco]*100

Todas as determinacGes foram feitas em triplicado e as percentagens de inibigéo

foram expressas como a média + desvio padrdo da média (SD) das trés repeticoes.

4.9. Analise estatistica

Todos os dados obtidos apresentam-se sob forma de média + desvio padréo da
média de ensaios efetuados em triplicado. Os valores obtidos forma submetidos a uma
analise ANOVA, tendo as diferencas entre médias sido separadas pelo teste de Duncan
para um nivel de significAncia de P<0,05. Foi ainda realizada uma andlise de
componentes principais (PCA). Nesta analise utilizaram-se os softwares SPSS, v.17
(SPSS-IBM, USA) e 0 IMP® v.7 (SAS, USA).
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CAPITULO V - RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antioxidante de diferentes espécies vegetais envolve compostos
bioativos, como os polifendis, inclusive os flavonoides, carotenoides, capsaicinoides,
acido ascorbico entre outros, presentes na composicdo quimica dos mesmo. Neste
sentido o elevado ou reduzido potencial antioxidante dos diferentes extratos em estudo
pode ser justificado pelo seu maior ou menor teor em compostos biativos. Assim, nas as
secOes seguintes encontram-se expressos o0s resultados para a composi¢do quimica de
diferentes variedades de pimentos do género Capsicum produzidas em Portugal bem
como o potencial antioxidante deste horticola e a possivel relacdo entre a composi¢édo

quimica e a atividade antioxidante.

5.1. Caracterizacao Quimica

5.1.1. Teor em fenais totais e flavondides totais.

Os compostos fendlicos englobam um grande numero de férmulas quimicas
presentes na natureza. Tais compostos tém sido muito pesquisados principalmente por
inibirem a oxidacdo lipidica, agindo como sequestradores de radicais e em alguns casos
como quelantes de metais. O teor em fendis totais, expressos em mg equivalente de
acido galico por g de peso seco, encontrados para 0s extratos hexano, acetato de etilo,
metanol 80% e metanol 100% das espécies C. annuum e C. frustescens, estdo expressos
na Tabela 7. Na Figura 5 estd exemplificada a amostra de piripiri com os diferentes
solventes de extracdo utilizados para quantificacdo de fendis totais, para posterior leitura
espetrofotométrica e quantificacdo do teor de fendis totais.

O solvente metanol foi 0 que mais se destacou na extracdo de fendis totais,
contudo, verificou-se que o0 hexano e o acetato de etilo séo solventes pouco adequados
para a extracdo destes compostos. No ponto de vista quantitativo o pimento vermelho e
0 pimento verde destacaram-se pelo elevado teor em fendis totais, com 49,70 e 49,97
mg equivalentes de &cido galico.g™ de peso seco, respetivamente, comparativamente as
restantes amostras. Por outro lado, os extratos do pimento amarelo apresentaram

concentragfes minimas, com teores médios compreendidos entre 2,22 e 27,06 mg
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equivalentes de 4cido galico (GAE).g" de peso seco, dependendo da natureza do

solvente extrator.

Figura 5. Amostra de piripiri

espetrofotométrica e quantificacdo do teor em fenois totais

Tabela 7. Teor em fendis totais nas diferentes variedades em estudo.

nos diferentes solventes de extracdo, para posterior leitura

Concentragdo em mg equivalentes &cido gélico (GAE) .g™'de peso seco”

Pimento
Hexano Acetato de etilo  Metanol 100% Metanol 80%

Vermelho 2,54+0,05* 4,62+0,27*° 49,700,32¢ 27,700,19°*
Vermelho italiano  2,52+0,06* 2,52+0,06* 32,32+0,49 19,32+0,52"*
Amarelo 2,2240,12** 2,2240,1% 26,54+0,19"* 27,06+0,77°*
Verde 2,96+0,39 2,74+0,07** 49,97+4,26°¢ 45,77+0,92°¢
Verde italiano 2,61+0,05* 3,23+0,4% 38,17+2,00°® 32,17+1,48"
Verde padrao 3,70+0,02°° 6,26+0,13°° 33,930,93" 30,77+1,10™
Piripiri 8,61+0,80%° 4,35+0,17° 24,42+2,31" 38,44+0,27"

“Valores expressos em média + desvio-padrdo de trés ensaios. Na mesma linha, letras mintsculas
diferentes correspondem a diferencas significativas (p <0,05) entre solventes. Na mesma coluna, letras
mailsculas diferentes correspondem a diferencas significativas diferentes (p <0,05) entre extratos.

Hassimoto et al. (2005), avaliando o teor em fendis totais em diferentes espécies
de vegetais encontraram em extratos metanélicos do pimento C. annuum, teores médios

de 131 mg.g™ de peso seco, que sdo ligeiramente superiores aos encontrados neste
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trabalho. De acordo com a literatura consultada e numa analise aos resultados da Tabela
7, verificamos que no presente estudo os teores de fenois totais foram inferiores ao
esperado. Contudo, Ranilla et al. (2010) avaliaram os pardmetros quimicos e a atividade
antioxidante dos frutos de C. annuum, e também constataram que apresentavam baixo
teor destes compostos. Ja Sun et al. (2007) relataram que a maior concentracdo de
fendis totais se encontra no pimento amarelo e laranja com 3,3 e 3,4 umol equivalentes
de catequina.g™ de peso fresco respetivamente. Estes resultados s&o muito semelhantes
aos ja descritos anteriormente por Vision et al. (1998).

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho e a bibliografia
consultada, ha alguma discrepancia no teor de fenois totais observado, que podem ser
devidas a diferentes aspetos como sejam as praticas culturais a que 0s pimentos
estiveram sujeitos, a variedade, as condi¢cBes ambientais, a idade da planta, o
armazenamento, entre outros factores que ja foram detalhadamente relatados em
seccOes anteriores.

Da mesma forma, para a extracdo de flavonoides totais (Figura 6), analisando os
resultados obtidos (Tabela 8), o metanol foi o solvente mais indicado para a extracao

destes compostos.

Figura 6. Alguns dos extratos preparados para posterior leitura espectrofotométrica para quantificacéo de
flavonoides totais.

O teor de flavondides totais foi maximo para o metanol nos extratos de pimento
vermelho-italiano, pimento vermelho, com 6,07 e 4,89 mg de equivalentes de
catequina.g” peso seco, respetivamente. Bea et al. (2012), também verificaram que o
metanol é o solvente mais indicado para a extracdo destes polifendis. Embora o teor de
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flavonoides totais sejam comumente extraidos pelo metanol, para as amostras de
pimento verde-padréo e piri-piri 0 acetato de etilo foi o solvente que mais se destacou.
Foi observado um declinio na concentracdo de flavondides no extrato de piri-piri
comparativamente as restantes amostras. Contudo estes resultados sdo muitos
semelhantes aos relatados por Bae et al. (2012). Os mesmos autores identificaram e
quantificaram os flavonodides totais presentes em diferentes espécies de pimentos e
concluiram que o teor minimo limite era 0,02 pg.g™ de peso seco. A baixa concentracio
de flavonoides pode ser justificada pelo desvio de percursores fendlicos para

capsaicindides (Howard et al., 2000).

Tabela 8. Resultados para a quantificacdo de flavondides totais, presentes nas diferentes variedades de
pimento em estudo.

Concentracéo em mg de equivalentes de catequina (CAE).g™de peso seco”

Pimento .
Hexano Acetato de etilo  Metanol 100%  Metanol 80%

Vermelho 1,70+0,25%® 2,87+0,25°¢ 2,72+0,30™ 4,89+0,04°
Vermelho italiano 1,43£0,14%® 1,34£0,12%® 6,07+1,82°° 3,49+0,27"¢
Amarelo 0,75+0,06"™ 0,41%0,01** 2,58+0,16° 2,970,01°®
Verde 0,69+0,29** 2,02+0,03™ 4,47+0,52% 3,50+0,03°
Verde italiano 2,31+0,03¢ 2,72+0,05™ 4,99+0,06° 2,80+0,04"®
Verde padréo 1,88+0,01°® 1,93+0,02® 0,37+0,02°* 0,65+0,02**
Piripiri 0,39+0,22% 1,18+0,64 0,91+0,56* 0,15+0,01°*

“Valores expressos em média + desvio-padrdo de trés ensaios. Na mesma linha, letras mindsculas
diferentes correspondem a diferencas significativas (p <0,05) entre solventes. Na mesma coluna, letras
maiusculas diferentes correspondem a diferencas significativas diferentes (p <0,05) entre extratos.

Além da quantificacdo do teor em fenois e flavonodides totais procedeu-se a
caracterizagdo individual dos compostos fendlicos existentes nos frutos Capsicum,
analisadas por HPLC-UV/DAD de acordo com as condigdes descritas em 4.6. e cujos
cromatogramas tipo se apresentam nas Figuras 7, 8 e 9. A quantificagdo dos compostos
fenolicos individuais revelou diferencas entre as variedades analisadas. Algumas das
amostras apresentaram reducdes aprecidveis a nivel dos compostos fenodlicos

dificultando a sua identificagéo e quantificacdo (Tabela 9). De acordo com os resultados
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obtidos todas as amostras apresentaram acido galico como constituinte maioritario, ha
excecdo do piri-piri, com destaque para a luteolina. Por outro lado, o &cido clorogénico
apenas foi detetado na amostra de pimento verde padrdo, com 34,34 pg.g™. O pimento
verde padrdo apresentou consideraveis teores em quercetina, com 26,12 pg. g
Contudo a luteolina também se destacou, com 13,16 pg.100 g de peso seco. A
concentracdo minima de quercetina corresponde ao extrato de pimento vermelho, com
teores minimos de apenas 1,30 pg. g* de peso seco. Também o pimento vermelho-

italiano apresentou concentracdes muito similares a do pimento vermelho (Tabela 9).

Tabela 9. Fendlicos individuais identificados, expressos em pg. g™ de peso seco.

Concentraco (ug.g” de peso seco) ~
Acido Acido

clorogénico aélico Luteolina Quercetina
Vermelho n.d 59,34+1,7 nd 1,30£0,2
Vermelho italiano nd 60,65+4 5 n.d 1,65+0,2
Amarelo n.d 42,34%3,7 n.d 10,63+0,4
Verde nd 55,78+2,6 n.d 4,64+0,4
Verde italiano nd 42,20+4,2 n.d 5,08+0,5

Verde padrdo 34,34+3.,1 6,00£0,5 13,16+2,2 26,12+0,44
Piripiri nd n.d 10,1240,2 1,68+0,2

-
Valores expressos em média + desvio-padréo de trés ensaios.

Os dados obtidos, confirmam os resultados encontrados por outros autores para
outras variedades de pimento, ainda que com ligeiras diferencas nos teores encontrados.
Sun et al. (2007), também avaliaram a concentracdo dos compostos fenolicos
individuais luteolina e quercetina, em pimentos de diferentes coloragdes (vermelho,
verde, amarelo e laranja) e constataram que o teor de quercetina no pimento vermelho é
significativamente maior comparativamente aos restantes extratos, com valores médios
de 34,0 pg.g* de peso seco. Por outro lado, e segundo os mesmos autores, o teor de
luteolina foi maximo no pimento vermelho, seguido por amarelo e por ultimo o pimento
laranja. O pimento verde apresentou a menor quantidade de luteolina, cerca de um

quinto do teor presente no pimento vermelho.
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Outros compostos derivados dos flavondides quercetina, luteolina e miricetina
foram descritos por Howard et al. (2000) e Sun et al. (2007) no pimento,
nomeadamente: acidos 5-O-cafeoilquinico, cafeico e sinépico, luteolina-7-O-glucosido,
quercetina-3-O-rutindsido, miricetina-3-O-ramnosido, quercetina-3-O-ramnosido e
luteolina-7-O-(2-apiosil-6-malonil)-glucésido. Os derivados da quercetina e da luteolina
tém nos frutos um efeito protetor contra a foto oxidagdo causada pela radiagdo UV
(Stefanelli et al., 2010). Além disso, e como ja foi referido anteriormente, estes
compostos apresentam uma diversidade de atividades bioldgicas. A miricetina também
tem revelado capacidade anticancerigena (Lu et al., 2006) e antioxidante (Moure et al.,
2001).
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27,26

Acido clorogénico Luteolina

Acido galico 18,94 .
Quercetina

Néo fendlicos 25,22
J\th\ww LWM
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12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
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Figura 7. Perfil cromatogréafico de fendlicos individuais do pimento verde-padrdo obtido por HPLC-
UV/DAD a 280 nm.
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Figura 8. Perfil cromatogréafico de fenolicos individuais do pimento verde-padrdo obtido por HPLC-
UV/DAD a 320 nm.
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Figura 9. Perfil cromatografico de fendlicos individuais do pimento verde-padrao obtido por HPLC-
UV/DAD a 370 nm.
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5.1.2. Carotenoides totais

A presenca de pigmentos nos tecidos vegetais da cor a legumes e frutas, que €
diferente dependendo do gendtipo e da espécie. Os pigmentos sdo substancias com
diferentes estruturas quimicas, que estdo presentes sob a forma de pigmentos de
porfirina, carotenoides, antocianinas e flavonas (Costache et al., 2012).

O grupo dos carotenoides e os seus derivados incluem cerca de 70 compostos
presentes na maioria das frutas e legumes. Entre os carotenoides com 40 atomos de
carbono identificados em frutas e legumes, o B-caroteno € o mais popular e difundido.
Contudo, o licopeno tem sido amplamente identificado em produtos horticolas. Tal
como no pimento, também o tomate tem sido alvo de varios estudos, devido ao
potencial em licopeno e [-caroteno. O teor total em carotenoides no tomate varia entre
0s 6,55 e 0s 12,0 mg. g™ de peso fresco. No pimento o intervalo relatado é ligeiramente
maior, com variacdes entre 8,0 e 25,0 mg. g™ de peso fresco (Costache et al., 2012).

Na Figura 10 estdo representados o0s extratos preparados para leitura
espectrofotométrica, para posterior quantificacdo de carotenoides totais.

Nas Figuras 11 e 12 estdo expressos 0s resultados relativos ao teor de

carotenoides totais em funcdo do solvente de extracgéo.

@)

@)

Figura 10. Amostras dos diferentes pimentos em estudo, preparadas para posterior leitura
espectrofotométrica, com os respetivos solventes de extragdo (1) Solventes hexano e acetato de etilo; (2)
Solventes metanol 100% e metanol 80%.
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Figura 11. Teor maximo de carotenoides totais expresso em pg.g™ de peso seco para as amostras: (A)
pimento verde padrdo e (B) piripiri. Valores expressos em média + desvio-padrdo de trés ensaios. Letras
diferentes correspondem a diferencas significativas (p <0,05).

De acordo com os resultados obtidos, o teor de carotenoides totais foi maximo
para os extratos de pimento verde-padrao e piri-piri respetivamente (Figura 11). Para a
extracdo de carotenoides totais, 0 hexano e o0 acetato de etilo foram os solventes que
melhor quantificaram estes pigmentos. O pimento verde-padrdo destacou-se pelo
elevado teor de carotenoides totais, com 1432,18 pg.g™* de peso seco para a extragdo em
hexano, seguido o piri-piri que apresentou valores muito semelhantes, com 1335,39
ng.g™ de peso, para o solvente acetato de etilo. Também o pimento vermelho, pimento
vermelho-italiano e pimento verde apresentaram elevados teores em carotenoides,
compreendidos entre 1000< Teor (ug.g*) < 1120. Em contrapartida, no fruto do
pimento amarelo e pimento verde italiano foram encontrados valores minimos. Os
resultados obtidos, em funcdo do solvente, estdo especificados na Figura 12.Nazzaro et
al. (2009) avaliaram o contetdo de alguns componentes bioativos em duas variedades
de pimento e constataram que os valores de carotenoides totais das espécies C. annuum
eram muito semelhantes aos valores encontrados na espécie C. frutescens, com 3190,0
1g.100 g* e 3350,0 pg.100 g respetivamente. Por outro lado, Topuz & Ozdemir
(2007), detetaram em variedades de pimento (C. annuum), através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia a concentracdo de carotenoides com teores compreendidos
entre 2310,0-2390,0 pg.g™ de peso seco, ligeiramente superiores aos detetados nos

NOSSOS extratos.
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Figura 12. Teor de carotenoides totais expresso em pg.g™ de peso seco para as amostras: (C) pimento
amarelo e (D) verde-italiano. Valores expressos em média + desvio padrdo de trés ensaios. Letras
diferentes correspondem a diferencas significativas (p <0,05).

Numa andlise aos resultados da Figura 12, constatou-se que o pimento amarelo
apresentou 881,98 ug.g™, sequido do pimento verde-italiano, com 816,36 pg.g™* de peso
seco de peso seco. Estes foram os teores minimos encontrados no fruto do pimento.

Segundo um estudo recente de Bae et al. (2012), em diferentes variedades de
pimentos da espécie C. annuum constataram que o hexano € o solvente mais indicado
para a extracdo de carotenoides, extraindo o maximo, com 722 pg.g™ de peso seco.
Segundo o mesmo autor, o metanol ndo é um solvente indicado para a extracdo de
carotenoides. Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados no presente estudo.
Howard et al. (2000), ao quantificar os carotenoides presentes em frutos imaturos e
maduros de espécies do C. annuum, C. frutescens e C. chinense, constataram que as
concentragdes de B e a criptoxantina, [3-caroteno, capsantina e zeaxantina em todos 0s
pimentos aumentaram extensivamente com a maturacdo, e juntamente verificaram que a
atividade antioxidante destes pimentos também aumentou. Os carotenoides capsorubina
e a capsantina também tém sido descritos como compostos de extrema importancia na
composi¢do do pimento, uma vez que constituem 30 a 60% do total de carotenoides dos
frutos inteiramente maduros (Matsufuji et al.,1998).

Estudos revelam que durante o processo de amadurecimento do pimento verde o
teor de carotenoides tende a diminuir. Em contrapartida, no pimento vermelho, durante

0 amadurecimento do fruto o teor total destes compostos tendem a aumentar (Sun et al.,
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2007). Relativamente a clorofila a e b, presentes amostras em estudo, os resultados
encontram-se expressos na Tabela 10. Comparando os resultados dos quatros solventes
de extracdo, os melhores resultados obtiveram-se com o metanol 100% e acetato de
etilo. Tal como era esperado, o pimento verde destacou-se pelo elevado teor de clorofila
a e b comparativamente as restantes amostras, com 9,82 e 13,84 ug.g‘1 peso seco,
respectivamente. De acordo com a bibliografia disponivel a coloracdo verde dos
pimentos é uma caracteristica tipica das clorofilas. O pimento vermelho italiano também
apresentou elevados teores de clorofila b, com 15,68 pg.g™* de peso seco. Por outro lado,
os teores de clorofila a foram pouco significativos. Estes resultados sdo muito
semelhantes aos descritos por Costache et al., 2012.

Os teores relativos a amostra de piripiri encontram-se representados na Figura
13. Os teores minimos de clorofilas foram detetados no extrato de piripiri. A respetiva
amostra apresentou concentragdes minimas de clorofila b, ndo permitindo a
quantificacdo. No entanto, para a clorofila a, o solvente metanol 80 % foi o mais
indicado para a extragdo deste pigmento, com 5,11 pg.g™ peso seco. Contrariamente ao
metanol 80% o hexano foi o solvente menos indicado para extracdo. Por outro lado,
também o metanol 100% extraiu concentraces relativamente baixas com 0,12 pg.g™.
Os resultados obtidos para o teor de clorofila a, em fungéo do solvente de extracdo para
a amostra de piripiri, estdo esquematizados na Figura 13.
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Tabela 10. Resultados expresso em pg/. g~ peso seco, de clorofilas existentes nos pimentos em estudo
de acordo com o solvente de extracao.

Concentragéo (ug.g™

. Solvente de
Pimento -
extracao ) _
Clorofila a Clorofila b
Hexano 0,59+0,01 0,93%0,01
Acetato de etilo 0,58+0,03 0,84+0,03
Vermelho
Metanol 100% 3,78+1,18 7,72+1,80
Metanol 80% 0,90+0,00 2,01+0,00
Hexano 0,76%0,06 15,68+1,07
Acetato de etilo 0,71+0,06 1,1040,08
Vermelho-Italiano
Metanol 100% 0,55+0,01 1,05+1,24
Metanol 80% 0,51+0,00 1,05+0,00
Hexano 7,85+0,11 12,31+0,21
Aceto de etilo 4,92+0,43 7,01+0,60
Amarelo
Metanol 100% 2,06+0,34 3,97+0,69
Metanol 80% 3,27+0,58 0,55+0,74
Hexano 1,82+0,23 2,49+0,37
Acetato de etilo 9,82+1,75 13,84+2,49
Verde
Metanol 100% 4,04+0,25 7,71+0,48
Metanol 80% 3,10+0,03 5,93+0,57
Hexano 1,03+0,13 1,12+0,20
Acetato de etilo 7,61+0,69 9,71+0,26
Verde Italiano
Metanol 100% 0,81+0,02 1,55+0,03
Metanol 80% 0,63%0,01 1,38+0,01
Hexano 4.86+0,00 2,27+0,00
Acetato de etilo 4,82+0,00 4,48+0,00
Verde Padréao Metanol 100% 4,11+0,00 7,88+0,00
Metanol 80% 1,53+0,00 3,09+0,00

*Valores expressos em média + desvio-padréo de trés ensaios
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Figura 13. Concentragdo (Hg.g™" peso seco) de clorofila a, na amostra de piri-piri de acordo com o
solvente de extracéo.

5.1.3. Quantificacéo p- Caroteno

Para o estudo da concentracdo de B-caroteno, procedeu-se a analise das amostras
por HPLC-UV/DAD. Os resultados encontram-se descritos na Tabela 11.

Tabela 11. Concentragdo de - caroteno nas amostras de pimento em estudo

Concentracdo (mg.g™ de peso seco)*

Pimento
- Caroteno

Vermelho 0,47610,10
Vermelho Italiano 0,335+0,03
Amarelo 0,095+0,03
Verde 0,706+0,11
Verde Italiano 0,259+0,02
Verde Padréo 1,156+0,07
Piripiri 0,996+0,07

*Valores expressos em média + desvio-padréo de trés ensaios
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A concentragdo de B-caroteno nas diferentes variedades em estudo variou de 0,095-
1,156 mg. g™ de peso seco. Do ponto de vista quantitativo, o pimento verde padréo
destacou-se pela excelente fonte de p-caroteno, com 1,156 mg. g™ de peso seco. Por
outro lado, o pimento amarelo registou teores minimos, com 0,095 mg. g* de seco
fresco (Tabela 11).

Sun et al. (2007) constataram que o pimento verde contém teor médio de P-
caroteno com 5,8 ug.g™ peso fresco. Por outro lado, concluiram que o pimento amarelo
apresenta teores minimos, com apenas 0,2 pg.g” peso fresco. O mesmo se comprovou
no presente estudo embora os teores de B-caroteno para a amostra do pimento amarelo
sejam ligeiramente abaixo dos valores relatados por estes autores. Bae et al. (2012)
quantificaram o teor dos B-caroteno e capsantina em diferentes variedades de pimentos
e constataram que o limite minimo de detecdo para os carotenoides capsantina e [-
caroteno, com 0,24 e 0,21 pg.g™ de peso fresco, respetivamente.

O perfil cromatogréfico das amostras do pimento amarelo, vermelho e verde
encontram-se respetivamente esquematizados nas Figuras 14, 15 e 16.
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Figura 14. Perfil cromatografico do B-caroteno do pimento amarelo obtido por HPLC-UV/DAD a 540 nm.
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Figura 15. Perfil cromatografico do B-caroteno do pimento vermelho obtido por HPLC-UV/DAD a 540 nm.
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Figura 16. Perfil cromatografico do p-caroteno do pimento verde obtido por HPLC-UV/DAD a 540 nm.
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5.1.4. Capsaicinodides

Os capsaicinoides sdo alcaloides ndo volateis, responsaveis pela pungéncia das
espécies Capsicum. Os parametros diferencias entre os capsaicindides sao: (1) o
comprimento da cadeia lateral alifatica, (II) a presenca ou auséncia de uma ligacédo
dupla, (111) o ponto de ramificacdo e (IV) a sua relagdo relativamente a pungéncia. Na
Figura 17 esta representada a estrutura quimica dos principais capsaicindides de fruto

OH OH
Q 0]
\ \
: CH, : CH
HN HN
O
CH, CHs
H3C H3C

Capsaicina Dihidrocapsaicina

Capsicum.

0]

Figura 17.Estrutura quimica dos principais alcaléides do fruto Capsicum.

Geralmente, a capsaicina e dihidrocapsaicina sdo responsaveis por 90 % da
pungéncia do fruto do pimento (Madhumathy et al., 2007). Estes alcaldides estdo
presentes em maiores quantidades nas variedades caracterizadas por uma forte
pungéncia (Perucka & Oleszek, 2000; Kozukue et al., 2005; Meghvansi et al., 2010).
Contudo, estes alcaldides também apresentam atividade antioxidante interessante, pois
inibem a peroxidacdo dos lipidos, presentando um desempenho comparavel ao
tocoferol, luteolina e BHT (Rosa et al., 2002). No entanto, existe grande variacdo na
concentra¢do de capsaicindides nos frutos de distintas espécies e entre gendtipos da
mesma espécie. Além disso, o seu teor depende do estagio de desenvolvimento do fruto,
ocorrendo uma acumulacdo no inicio do amadurecimento e decréscimo no estagio do
mesmo (Perucka & Oleszek, 2000; Kozukue et al., 2005; Meghvansi et al., 2010).

As determinagBes de capsaicindides nas amostras foram obtidas por HPLC-

UV/DAD. As variedades analisadas neste estudo, excetuando o piri-piri comercial,
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apresentaram valores residuais de capsaicinoides, alids inferiores ao limite de detecédo
do HPLC (Figura 18).
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Figura 18. Perfil cromatografico dos capsaicindides, (1) capsaicina e (2) dihidrocapsaicina na amostra
piripiri, obtido por HPLC-UV-/DAD a 222 nm.

Numa andlise ao cromatograma da Figura 18, correspondente & amostra de
piripiri, extraiu-se respetivamente dois alcaldides: capsaicina (1) e a dihidrocapsaicina
(2). O cromatograma revela que os alcaldides capsaicina e dihidrocapsaicina s&o eluidos
a 4,42 e 6,16 min, respetivamente, com detecdo a 222,5 nm. A concentracdo de
capsaicina presente na solucdo padrao do piri-piri foi de 17571,24 ug.g™ de peso seco.
por outro lado, a dihidrocapsaicina apresentou quantidades reduzidas, apenas 41,70
Hg.g” de peso seco (Tabela 12). Estes valores parecem confirmar dados obtidos por
outros autores, que descrevem a capsaicina como sendo o alcal6ide predominante no
fruto do pimento (Kozukue et al., 2005; Chinn et al., 2010). Recentemente Hayaman &
Kam, (2008) e Dewick et al. (2009), definiram a capsaicina como o alcal6ide
predominante no pimento (70%) seguida da dihidrocapsaicina  (20%),
nordihidrocapsaicina (7%), homocapsaicina (1%) e homodihidrocapsaicina (1%).

Othman et al. (2011) quantificaram os alcal6ides presentes no fruto C. annuum e
C. frutescens e verificaram que os alcaloides capsaicina e dihidrocapsaicina
apresentaram teores médios de 4294,0 pg.g™ de peso seco e 4482,2 ug.g™ de peso seco
(67984,60 SHU) respetivamente, caracterizando-os como altamente pungentes. No

entanto, também detetaram teores minimos do alcaléide capsaicina na amostra de
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pimento verde, com 1,0 pg.g™ de peso seco. J4 Diaz et al. (2004) reportam que por
vezes ocorre uma diminuicdo nos teores em capsaicinoides devido a provavel oxidacao
destes compostos durante o processo de amadurecimento do fruto. Aliés, anteriormente
Govindarajan et al. (1987) determinaram que para algumas espécies de pimentos de C.
baccatum e C. pubescens a concentracdo capsaicindides foi muito diminuta, cerca de
0,106 a 0,358%, enquanto para C. annuum C. frutescens e C. chinense os valores
formam j& ligeiramente superiores, mas ainda assim baixos: entre 0,098 a 1,477 % para
C. annuum e entre 0,264 a 1,218 % para C. frutescens e C. chinense. Uma das raz0es

apontadas por estes autores tera sido a degradacao dos capsaicinoides por oxidacéo.

Tabela 12. Resultado para a concentragdo de capsaicina e dihidrocapsaicina, expressos em pg.g™ de peso
seco. Classificacdo da pungéncia do piri-piri em Unidades de calor Scoville.

Capsaicina Dihidrocapsaicina  Scoville heat Nivel de

(ug.g™l) (ng.g™) units (SHU)  pungéncia
L Altamente
Piri-piri 17571,24%2,350 41,7+0,004 280 322,16 pungente

“Valores expressos em média + desvio-padrao de trés ensaios

De acordo com a classificagdo descrita, a pungéncia dos pimentos em estudo foi
avaliada da seguinte forma: piri-piri altamente pungente e as restantes amostras
(pimento verde italiano, pimento verde padrdo, pimento verde, pimento amarelo,
pimento vermelho, pimento vermelho italiano) como ndo pungentes. Alguns estudos
mostram que 0s pimentos cultivados na primavera-verdo sdo mais pungentes que as do
outono-inverno. Tal fendmeno ocorre devido ao stress que influencia a via dos
fenilpropandides e afeta indiretamente a sintese de capsaicindides (Kirschbaum-Titze et
al., 2002). No entanto, tal ndo é possivel asseverar com estes resultados uma vez que

ndo se comparou pimentos produzidos em diferentes épocas.

5.1.5. Teor em vitamina C

Por ser um nutriente com comprovada acdo antioxidante, 0 mais potente e o
menos toxico dos antioxidantes naturais, a vitamina C (acido ascorbico) tém sido alvo
de varios estudos. O alto teor de acido ascdrbico no pimento é uma de suas qualidades
nutricionais primarias. Por exemplo, de acordo com Lee & Kade (2000), o consumo de

100 g de peso fresco de pimentos fornece entre 100 e 200 % da ingestdo diéria
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recomendada de acido ascérbico A quantificacdo do teor de acido ascérbico foi

determinada de acordo com a seccdo 4.4 e cuja ilustracao se apresenta na Figura 19.

Figura 19. Amostras preparadas previamente para leitura espectrofotométrica apds a reagdo redox.

Na Tabela 13 sdo apresentados os teores médios de acido ascorbico obtido nas
diferentes variedades em estudo. Os teores médios variaram entre 0,49-0,64 mg.g™* de
peso seco. A amostra de pimento verde-padrdo foi a que apresentou teores em acido
ascorbico mais elevado (0,64 mg.g™ peso seco). Em contrapartida, o pimento vermelho
apresentou teores minimos (0,49 mg.g™ peso seco).

Tabela 13. Concentracéo de 4cido ascérbico (mg.g™ peso seco) nas diferentes amostras de pimentos.

Teor de Vitamina C (mg.g™ peso seco)

Vermelho Verde Verde L
Vermelho - Amarelo Verde ~ o Piripiri
italiano padrao italiano
0,49+0,02* 0,50+0,01° 0,56+0,01° 0,59+0,01° 0,64+0,01° 0,62+0,01° n.d ***

*Valores expressos em média + desvio-padréo de trés ensaios

**Na mesma linha, letras diferentes correspondem a diferengas significativas (p <0,05) entre as diferentes
variedades de pimento.

*** ndo detetado

Recentemente, Nazzaro et al. (2009), ao avaliarem duas variedades de pimento
doce da espécie C. annuum L. detetaram 7,9 mg. g~ de peso seco, valores acima dos
constatados no presente estudo. Comparando com os resultados de outros autores
(Howard et al., 2000), verificou-se que as amostras em estudo apresentaram teores de
acido ascorbico relativamente baixos. Vérias poderdo ter sido a razGes, desde o modo de

producdo até as condicBes de determinacdo da vitamina C que para o corrente caso,
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forma espectrofotométrica, e por isso talvez seja um método menos eficiente e
reprodutivel. Outros métodos como o HPLC serdo mais fidedignos. Outros estudos
revelam que a intensidade da luz estimula o aumento das concentragdes de acido
ascorbico e glicose no fruto do pimento (Osuna- Garcia et al., 1998). Por outro lado,
Rahman et al. (1978), Howard et al. (1994), Osuna-Garcia et al. (1998) e Lee (2000)
comprovam que o teor de vitamina C tende a aumentar com o estado de
amadurecimento do fruto. Zhang et al. (2003) avaliaram o teor de &cido ascorbico de
diferentes gendtipos da espécie C. annum e verificaram que o pimento vermelho

apresenta teores mais elevados de vitamina C em relacdo ao pimento verde.

5.2.- Atividade antioxidante

Nos ultimos tempos, diversos trabalhos tém-se focado no estudo do perfil de
compostos bioativos em diferentes géneros de vegetais, entre os quais do género
Capsicum, com o0 objetivo de avaliar quais os que apresentam naturalmente elevada
atividade antioxidante (Marino et al., 2006). Alguns destes estudos, tém referenciado o
pimento como uma excelente fonte de compostos bioativos com capacidade
antioxidante (Deepa et al., 2007). E também neste contexto que surge este trabalho. O
termo “antioxidante” sera utilizado para abordar as seguintes atividades: acdo anti-
radicalar (atividade de sequestrar os radicais livres) e a acdo antioxidante (atividade de
prevenir ou retardar a oxidacdo lipidica). Nas se¢fes seguintes encontram-se expressos
os resultados relativos ao potencial antioxidante dos extratos de pimentos em estudo
segundo diferentes métodos: (i) efeito bloqueador de radicais livres DPPH, (ii) captura
do radical livre ABTS+, (iii) Inibicdo da oxidacdo lipidica pelo sistema f-
caroteno/acido linoleico, (iv) aprisionamento de radicais hidroxilo, (v) quelatizacdo de
metais e (vi) poder redutor.

5.2.1. Efeito blogueador de radicais livres DPPH

Os resultados obtidos para a atividade antioxidante através do efeito bloqueador
de radicais livres DPPH foram descritos em atividade antioxidante (AA%). Na Figura

20 ilustra a mistura resultante para posterior leitura espetrofotometrica em leitor de
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microplacas para avaliacdo da atividade antioxidante dos diferentes extratos pelo

método do efeito bloqueador de radicais livres DPPH.
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Figura 20-Mistura resultante para posterior leitura espectrofotométrica para avaliacdo da
atividade antioxidante pelo método DPPH.

Os resultados encontram-se expressos na Tabela 14 em funcdo da eficiéncia dos

solventes de extracdo (hexano, acetato de etilo, metanol 100% e metanol 80%).

Tabela 14. Resultados da atividade antioxidante (% AA) dos diferentes pimentos em estudo em fungéo
do solvente de extragdo, através do efeito bloqueador de radicais livres DPPH.

%AA*
Pimento .
Hexano Acetato de etilo Metanol 100%  Metanol 80%

Vermelho 8,57+0,15 74,78+0,66 58,12+3,46* 87,52+0,15°°
Vermelho italiano 85,08+0,69°® 84,1240,75° 72,34+1,89" 67,80+0,69*
Amarelo 86,02+0,43°® 84,38+0,40° 74,69+0,84" 70,50+1,44*
Verde 72,680,154 85,25+0,84°° 80,19+1,21°° 79,49+0,30"
Verde italiano 87,35+0,30° 81,36+3,42°C 81,410,26% 80,23+0,40%®
Verde padréo 85,43+0,66%° 83,68+0,15"° 82,02+0,15% 81,15+0,26%
Piripiri 71,20£2,9" 57,94+1,49* 78,88+1,49° 79,84+2,24°

“Valores expressos em média + desvio-padrdo de trés ensaios. Na mesma linha, letras mindsculas
diferentes correspondem a diferencas significativas (p <0,05) entre solventes. Na mesma coluna, letras
maiusculas diferentes correspondem a diferengas significativas diferentes (p <0,05) entre extratos.

.De acordo com os resultados (Tabela 14), verificamos que de um modo geral a

atividade antioxidante foi varidvel em funcdo do tipo de solvente usado na extragdo e
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tipo de variedade de pimento, ainda que por vezes as diferencas entre os teores medios
ndo tenham sido significativamente diferentes (p<0,05). O metanol 100% demonstrou
ser menos eficaz que todos os outros e 0 hexano demonstrou, neste caso, ser 0 mais
adequado. Apesar destas diferencas, constatou-se que 0s extratos tém um
comportamento bastante similar na intercecdo do radical DPPH. No entanto, segundo os
dados obtidos, o pimento vermelho apresentou maior poder antioxidante com variagoes
médias entre 0s 58 e 0s 88 % de atividade antioxidante (Tabela 14).

5.2.2. Captura do radical livre ABTS™

O método ABTS apresenta algumas vantagens relativamente ao método do
DPPH, pois é possivel medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e
lipofilica, enquanto o DPPH s pode dissolver-se em meio organico.

Os resultados relativos a atividade antioxidante pelo método do ABTS,

encontram-se expressos em % de inibi¢do na Tabela 15.

Tabela 15. Resultados da atividade antioxidante (% inibicdo) dos diferentes pimentos em estudo em
funcéo do solvente de extragdo, através da captura do radical livre ABTS™*

% Inibigdo”
Pimento .
Hexano Acetato de etilo  Metanol 100% Metanol 80%

Vermelho 39,21+1,65% 76,50+2,40°¢ 74,94+0,75 79,26+0,42°°
Vermelho italiano 11,03+1,36% 19,665,714 51,80+5,58% 62,47+10,11%
Amarelo 5,52+1,66* 42,81+1,30™ 83,93+0,21°P 81,77+11,66
Verde 57,67+1,81°° 43,88+1,30%® 52,64+6,75% 57,07+4,638
Verde padrao 6,23+1,36 20,98+3,22" 52,52+3,76 46,64+3,24
Verde italiano 10,19+1,26% 72,90+3,98" 71,34+1,10°° 78,90+1,36°°
Piripiri 82,49+0,55" 75,06+2,34% 86,09+0,42°° 84,65+1,10°°

“Valores expressos em média + desvio-padrdo de trés ensaios. Na mesma linha, letras mindsculas
diferentes correspondem a diferencas significativas (p <0,05) entre solventes. Na mesma coluna, letras
maiusculas diferentes correspondem a diferengas significativas diferentes (p <0,05) entre extratos.

Observando os resultados, verificamos que tal com o aconteceu com o método

do DPPH também aqui os valores da capacidade antioxidante dos diferentes extratos
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variaram em funcdo do tipo de solvente utilizado na extracdo, mas neste metodo as
maiores percentagens de atividade antioxidante forma obtidos, de um modo geral, para
0s extratos preparados com metanol 100 e 80 % (entre 68 e 70 % respetivamente). J& os
extratos preparados com o solvente hexano apresentaram menores percentagens de
atividade antioxidante (em media 30%) De um modo geral também neste método a
atividade antioxidante variou em fungéo do tipo de variedade de pimento, variando
entre 5,55 e 84,65%, mas o piri-piri foi aquele que apresentou maior atividade, com
valores médios a variarem entre 0s 75 e 86 % de inibicdo de radicais de ABTS, seguido
do pimento vermelho com variacfes entre os 39 e 79 % de inibicdo de radicais de
ABTS (Tabela 15).

5.2.3. Inibicéo da oxidacéo lipidica pelo sistema B-caroteno/acido linoleico

Os resultados obtidos com a aplicagdo deste método, encontram-se descritos
seguidamente na Tabela 16, expressos em percentagem de inibi¢do da descoloragdo do

[-caroteno/acido linoleico.

Tabela 16. Resultados relativos a atividade antioxidante (% inibi¢do) dos diferentes pimentos em estudo
em funcdo, do solvente de extracdo através da inibigdo da oxidacao lipidica.

% Inibigdo”
Pimento )
Hexano Acetato de etilo Metanol 100% Metanol 80%

Vermelho 3,10+0,00%® 9,34+0,51° 3,200,004 6,67+0,06"C
Vermelho italiano 9,27+0,93°P 4,40+0,50%® 5,23+0,65" 5,43+0,68"C
Amarelo 9,59+0,09°° 1,65+0,05* 5,3+1,258 4,67+0,67"
Verde 1,13+1,05% 3,27+0,21% 3,83+0,35" 3,030,314
Verde italiano 3,27+0,06°® 7,30+2,14°C 4,53+0,93% 13,67+0,15%°
Verde padréo 1,13+1,05" 1,93+0,72" 6,83+0,84° 1,43+0,06*
Piripiri 7,00£0,44°¢ 9,4+0,45° 6,50+2,96°° 4,03+1,31%

“Valores expressos em média + desvio-padrdo de trés ensaios. Na mesma linha, letras mindsculas
diferentes correspondem a diferencas significativas (p <0,05) entre solventes. Na mesma coluna, letras
maiusculas diferentes correspondem a diferencas significativas diferentes (p <0,05) entre extratos.
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Numa andlise aos resultados, verificamos que os diferentes extratos apresentaram uma
baixa atividade antioxidante, variando entre 1,13 e 13,67%. Contudo, constatou-se que a
atividade antioxidante do pimento verde italiano, foi ligeiramente superior as restantes,
com 13,67%. Por outro lado, o pimento verde padrdo apresentou baixa atividade
antioxidante, com apenas 1,13%. A percentagem de inibi¢do pela oxidacéo lipidica ndo
foi dependente do solvente de extracdo, pois a atividade percentual de inibicdo foi
igualmente baixa para todos os solventes extratores.

No entanto, a fraca capacidade antioxidante pela inibicdo da oxidacgéo lipidica
pode estar relacionada com a presenca de outros compostos bioativos, existentes nos
frutos mas que ndo foram determinados nos extratos testados, na qual ndo deveréo ser
ignorados, como por exemplo compostos volateis, como o limoneno e a f-ionona (Shan
et al., 2005), &cidos organicos, como o oxalico, citrico, malico e sucinico, (Materska &
Perucka, 2005; Seabra et al., 2006).

5.2.4. Aprisionamento de radicais hidroxilo

Na Tabela 17 estdo apresentados os resultados referentes a capacidade
sequestrante dos extratos obtidos a partir dos pimentos de diferentes variedades sob
estudo para o radical hidroxilo e cuja ilustracdo da aplicacdo do método se apresenta na
Figura 21.
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Figura 21. Extratos preparados para posterior leitura espectrofotométrica para determinacdo da atividade
antioxidante pelo aprisionamento de radicais hidroxilo
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Tabela 17. Resultados relativos a atividade antioxidante (%AA) dos diferentes pimentos em estudo em
funcdo do solvente de extracdo através do aprisionamento dos radicais.

%AA*
Pimento .
Hexano Acetato de etilo Metanol 100% Metanol 80%

Vermelho 34,80+0,83* 85,85+0,00° 55,88+0,55°° 55,15+2,30°®
Vermelho italiano 90, 50+2,30"° 88,69:0,28" 46,14+1,68" 44,18+2,43
Amarelo 46,14+0,00%® 45,77+0,00% 92,34+1,05P 61,52+0,11%°
Verde 52,21+0,37" 54,96+4,22°° 42,89+1,47%¢ 89,89+0,92°
Verde italiano 75,61+5,15% 48,47+5,38%0 97,24+0,00°° 89,58+0,46°
Verde padrio 77,57+0,18" 31,25+0,00%® 88,05+0,00° 43,08+0,83"*
Piripiri 37,13+4,28" 22,18+3,96% 39,83+4,97° 51,84+3,62°®

“Valores expressos em média + desvio-padrdo de trés ensaios. Na mesma linha, letras mindsculas
diferentes correspondem a diferencas significativas (p <0,05) entre solventes. Na mesma coluna, letras
maiusculas diferentes correspondem a diferencas significativas diferentes (p <0,05) entre extratos.

De acordo com os resultados expressos na Tabela 17, verificou-se que o metanol
100% foi o solvente mais adequado ao aprisionamento do radical hidroxilo, por outro
lado, o hexano revelou-se 0 menos apropriado, embora os resultados ndo apresentem
diferencas significativas.

Contudo, o pimento verde italiano apresentou maior atividade antioxidante
relativamente a este método, com 97,24%. Também o pimento amarelo apresentou
resultados percentuais similares ao pimento verde italiano, com 92,34%. Em
contrapartida o piri-piri foi o extrato com menor poder antioxidante, seguido do pimento

verde padrdo, com 22,18 e 31,25% respetivamente.

5.2.5. Quelatizacéo de metais

Os resultados relativos a atividade antioxidante pelo método de quelatizacdo de

metais dos extratos de pimentos, encontram-se expressos na Tabela 18.
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Tabela 18. Resultados relativos a atividade antioxidante (% AA) dos diferentes pimentos em estudo em
funcdo do solvente de extracdo pelo método de quelatizacdo de metais.

% AA *
Pimento .
Hexano Acetato de etilo Metanol 100% Metanol 80%

Vermelho 1,50+0,49% 1,76+1,01% 42,28+1,02° 51,02+5,30F
Vermelho italiano 0,92+0,00°® 0,26+0,00% 14,02+1,29°° 1,471,028
Amarelo 0,00+0,00%* 0,07+0,00°* 0,000,004 9,70+4,09P
Verde 0,00+0,00%* 2,29+0,00"8 7,93+0,00 7,57+0,00%
Verde italiano 0,00+0,00% 8,29:+0,00°C 17,17+4,38 0,00+0,00%
Verde padréo 0,00+0,00* 0,00+0,00** 0,74+0,20* 21,46+1,70°
Piripiri 0,00+0,00* 0,00+0,00** 1,21+0,23% 10,55+3,35°

“Valores expressos em média + desvio-padrdo de trés ensaios. Na mesma linha, letras mintsculas
diferentes correspondem a diferencas significativas (p <0,05) entre solventes. Na mesma coluna, letras
maiusculas diferentes correspondem a diferencas significativas diferentes (p <0,05) entre extratos.

Assim como a inibicdo da oxidagdo lipidica pelo Sistema [-caroteno/acido
linoleico, o0 método de quelatizacdo de metais também apresentou resultados baixos
comparativos a outros métodos de determinacédo de atividade antioxidante. Os solventes
metanol 100 e 80% foram aqueles em que se registaram as maiores atividades
antioxidantes (Tabela 18), o que poderd ser indicativo que estes serdo 0s mais
adequados para extracdo de compostos quando for este 0 método de quantificacdo da
atividade antioxidante. Apesar destes fracos resultados, verificamos que foi o pimento
vermelho que apresentou maiores teores médios de atividade antioxidante, confirmando

os resultados obtidos em métodos anteriores.

5.2.6. Efeito do poder redutor

Neste tipo de método de determinacdo da atividade antioxidante o aumento de
absorvancia indica um maior poder redutor, ou seja uma maior atividade antioxidante.
De acordo com a metodologia descrita na seccdo 4.8.4. o ido Fe3* é reduzido na
presenca do antioxidante para a forma Fe?*. Dessa forma, a formacio de azul “Perl’s

Prussian”, medida a 700 nm, pode ser usada para monitorizar a concentracio de Fe?*.
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Nas Figuras 22 e 23 mostram-se os diferentes extratos, sujeitos ao método do poder
redutor com as respetivas alteracdes de cor. O grau de intensidade da cor € varidvel em
funcéo do poder antioxidante de cada extrato (Figura23).

Os resultados obtidos relativos ao efeito do poder redutor encontram-se descritos

na Tabela 19, expressos em mg de equivalentes de acido ascérbico.g™ de peso seco.
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Figura 22. Extratos obtidos antes da adigdo do cloreto de ferro (111)

Figura 23. Extratos obtidos apds a adicéo de cloreto de ferro (l11)
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Tabela 19. - Resultados relativos a atividade antioxidante (mg de acido ascdrbico equivalente/g peso
seco) dos diferentes pimentos em estudo em funcdo, do solvente de extracéo através do poder redutor

Poder redutor (mg de acido ascorbico equivalentes.g ™ peso seco)

Pimento .
Hexano Acetato de etilo Metanol 100% Metanol 80%

Vermelho 8,84+0,13%® 25,40+1,03°° 26,94+1,14% 36,25+0,88°
Vermelho italiano 13,55+0,33% 12,10+0,90% 25,11+3,01® 24,250,208
Amarelo 6,7610,13% 9,64+0,50"® 28,05+1,28® 26,35+4,07%¢
Verde 5,22+0,10% 9,45+0,19"8 35,37+1,68P 19,89+13,40°
Verde italiano 4,45+0,06%° 12,65+0,22°¢ 32,62+1,79% 23,51+1,48®
Verde padréo 8,960,18°® 12,87+0,32°¢ 30,32+0,46° 28,29+0,64™
Piripiri 5,94+0,15* 6,54+0,20* 10,27+1,03 7,54£0,27"

“Valores expressos em média + desvio-padrdo de trés ensaios. Na mesma linha, letras mintsculas
diferentes correspondem a diferencas significativas (p <0,05) entre solventes. Na mesma coluna, letras
maiusculas diferentes correspondem a diferencas significativas diferentes (p <0,05) entre extratos.

Numa analise aos resultados obtidos para os diferentes extratos e diferentes tipos
de pimento, apresentados na Tabela 19, constatou-se que as maiores percentagens de
atividade antioxidante se encontraram para os solventes metanol 100 e 80%, o que
significa que para este tipo de método de determinacdo de atividade antioxidante o
metanol serd o solvente mais adequado. Dos extratos sujeitos ao método, o pimento
verde apresentou maior poder redutor com 35,37 mg.g™" de peso seco. Resultados
similares foram encontrados para as amostras de pimento verde italiano e pimento verde
padrdo, com 32,62 e 30, 32 mg.g™ respetivamente. Também o pimento vermelho
apresentou elevado poder redutor, no contexto global dos resultados relativos a este
método. Contudo, contrariamente ao metanol 100% o hexano e o acetato de etilo

revelaram-se os solventes menos adequados ao método do poder redutor.

5.3. Atividade antioxidante versus compostos bioativos

A forte capacidade antioxidante dos extratos do pimento contra o efeito
bloqueador de radicais livres de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), a captura do
radical livre ABTS*, poder redutor, descoloracdo da emulsdo PB-Caroteno/acido

linoleico, quelatizacdo de metais, e através do método de aprisionamento de radicais
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hidroxilo pode ser justificada pelo seu maior ou menor contetdo de compostos
bioativos. Diferentes autores tém revelado que os efeitos antioxidantes apresentados
pelos frutos e vegetais estdo relacionados com trés grandes grupos de compostos: acido
ascorbico, fenolicos (como antioxidantes hidrofilicos) e carotenoides (como
antioxidantes lipofilicos) (Halliwell et al., 1996). No entanto, a presenca de outros
compostos e seus respetivos derivados, presentes na composicdo quimica do pimento
que ndo foram determinados nos extratos testados, ndo devera ser ignorada.

Para avaliar esta possivel relacdo entre os teores medios em compostos bioativos
detetados nas diferentes variedades de pimento e a respetiva atividade antioxidante foi
realizada uma analise de componentes principais (PCA), cujos resultados se apresentam
nas Figuras 24 e 25. A Figura 24 mostra a projecao das variaveis agrupadas, no plano

composto pelos eixos principais componente 1 e componente 2.
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Figura 24. Diagrama de componentes principais (PCA) da atividade antioxidante e
compostos bioativos analisados nos diferentes extratos.

Diversos estudos tém referenciado o pimento como uma excelente fonte de
compostos bioativos com capacidade antioxidante (Kahkonen et al., 1999; Conforti et
al., 2007; Deepa et al., 2007). Numa analise ao diagrama dos componentes principais, a
forte atividade antioxidante do pimento pelo método do DPPH projetada pelos eixos da
componente 1 negativo e componente 2 positivo, pode ser justificada pelo teor de

carotenoides (Clorofila a, carotenoides totais e [B-caroteno) j& reconhecidos como
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antioxidantes (Bae et al., 2012). A acdo antioxidante do extrato acetato de etilo e
hexano para o método de DPPH justifica-se pela presenca significativa de clorofilas a e
b encontrados nesta fragcdo, embora o extrato metanol 100% no pimento verde padrdo
ter apresentado elevada concentracdo de clorofilas, a sua acdo antioxidante
possivelmente foi afetada por outros compostos que interagiram de forma negativa neste
sistema. Segundo Young & Lowe (2001) e Tapiero et al. (2004), os carotenoides
apresentam propriedades antioxidante devido principalmente ao sistema de duplas
ligacGes conjugadas, fazendo com que sejam capazes de capturar os radicais livres.

Ranilla et al. (2010) avaliaram o0s parametros quimicos e a atividade
antioxidante dos frutos de C. annuum, e constataram que apresentavam baixo teor em
fendis totais. No entanto, apresentaram alta atividade contra o radical DPPH, sugerindo
que a capacidade antioxidante do pimento ndo se deve apenas aos compostos fendlicos,
mas também a presenca de outros metabolitos.

Bae et al. (2012) avaliaram a atividade antioxidante em diferentes variedades de
pimentos pela inibicdo do DPPH e constataram que o pimento apresenta média a
elevada atividade antioxidante, com uma variacdo entre 22,5% a 95,1%. Contudo,
indicaram que a quantidade de componentes extraiveis a partir de pimentos estava
associada com o poder redutor. Além disso, 0s extratos ndo polares apresentaram maior
poder redutor do que os extratos polares.

Os resultados obtidos para o efeito do poder redutor podem ser justificados pelo
conteido de flavonoides totais. Os resultados mostraram que a quercetina e 0 acido
galico destacaram-se pela maior concentra¢do nos pimentos em estudo, com 26,12 ug.g
! de peso seco para o pimento verde padréo e 60,65 pg.g™ de peso seco para o pimento
vermelho. O pimento vermelho italiano também apresentou concentracfes semelhantes
ao pimento vermelho. Os resultados da atividade antioxidante através do método do
poder redutor, podem estar associados a estes flavonoides. Isso ocorre devido a
quercetina ser um flavonol com cinco hidroxilos reativos, sendo que dois deles estéo
ligadas ao anel que possui maior atividade redutora, apresentando estabilidade por
ressonancia. Por outro lado, a atividade antioxidante pelo método ABTS também pode
estar correlacionada com estes compostos.

Bae et al. (2012) comprovaram que 0s carotenoides e fenois totais tém
correlagdes positivas com o méetodo do poder redutor e a degradacdo da desoxirribose.

Contudo, Jeong et al. (2011) demostraram que a atividade antioxidante usando DPPH,
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ABTS e poder redutor tém resultados muito similares. No presente estudo o método do
poder redutor apresentou menor atividade antioxidante comparativamente aos métodos
DPPH e ABTS. Isso porque os resultados dependem segundo Dorman et al. (2003), da
natureza e estrutura quimica dos compostos fenolicos presentes no extrato. Também o0s
compostos que possuem acao antioxidante podem variar em funcdo da espécie do
pimento, das condigdes de cultivo da mesma e da forma de extracdo, afetando
diretamente a atividade inibitdria do extrato (Deans et al., 1987). Contudo, o estagio de
maturacdo do pimento pode também influenciar a atividade antioxidante dos compostos
bioativos. Conforti et al. (2007) constataram que os frutos mais imaturos apresentaram
melhor atividade antioxidante, devido a uma composicdo mais rica em compostos
fendlicos e fitosterais.

Numa anélise ao diagrama dos componentes principais (Figura 24), a reduzida
atividade antioxidante do pimento pelo método de quelatizacdo de metais projetada
pelos eixos da componente 1 e componente 2 positivos, pode estar associada ao
reduzido teor de fendlicos totais quantificados. O fraco desempenho dos extratos acetato
de etilo e hexano nas amostras de pimento provavelmente ocorreu pela presenca de
outros compostos fenolicos, ndo identificados no presente trabalho, bem como outros
compostos antioxidantes que interagiram entre si, proporcionando melhor acgéo
antioxidante, pois extratos altamente polares como metanol segundo Simdes et al.
(2000), extraem heterosideos em geral, praticamente todos os constituintes de interesse
para analise fitoquimica, apresentam alguma solubilidade em misturas etanolicas ou
metandlicas a 80%. Contudo, a reduzida atividade percentual de inibicdo da oxidagdo
lipidica pelo sistema [-caroteno-acido linoleico, pode ser justificada pelo teor de
capsaicindides, dado que os extratos em estudo apresentaram concentracdes reduzidas
destes alcaldides, dificultando a sua identificacdo, ha excecdo do piripiri, onde foram
detetadas elevadas concentracdes de capsaicina, 17.571,24 pg.g™~. Na analise aos
resultados verificou-se que a atividade antioxidante pelo método p-caroteno/acido
linoleico apresentou maior atividade antioxidante para o piripiri comercial. No entanto o
pimento verde italiano também apresentou atividade antioxidante muito semelhante ao
piripiri.

Howard et al. (2000), obteve para o extrato metandlico do pimento da espécie C.
frutescens, fruto maduro, 91,85 % de atividade inibitdria da oxidagdo pelo sistema

B-Caroteno/acido linoleico, e correlacionou o efeito antioxidante com as concentragdes
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crescentes de carotendides nos frutos maduros: 414 pg. g'1 de peso seco de pB-
criptoxantina; 1252 pg. g™ de peso seco de a-caroteno;1187 pg. g™ de peso seco de p-
caroteno; 1443 pug. g de peso seco de capsantina e 1958 pg. g de peso seco de
zeaxantina.

A Figura 25 correlaciona os pimentos em estudo entre si, de acordo com o seu

potencial antioxidante e composi¢do quimica.
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Figura 25. Diagrama de componentes principais da actividade antioxidante e compostos
bioactivos analisados nos diferentes extractos de acordo com o0s respectivos solventes de
extraccao.

Através dos componentes em estudo, o pimento verde italiano, o pimento verde
e o piri-piri estdo relacionados entre si, devido em parte pelo conteudo fendlico total e
como o0 B-caroteno que comparativamente aos restantes pimentos foi mais elevado.
Contudo, também o pimento verde italiano e o piripiri também se correlacionam pela
elevada concentracdo de quercetina. No entanto outros compostos os assemelham. Por
outro lado, o pimento amarelo, pimento verde-padrdo e pimento vermelho-italiano
apresentam caracteristicas quimicas que lhes confere proximidade, talvez por
apresentarem teores em clorofilas a, clorofila b e teores médios em fenois totais muito
proximos. J& o pimento vermelho e pimento vermelho italiano apresentaram teores

médios em quercetina, - caroteno e acido galico muito semelhantes.
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CAPITULO VI- CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos com a realizacdo deste estudo, podemos
concluir que os objetivos a que nos propusemos foram atingidos na medida em que
conseguimos caracterizar convenientemente a composicao nutricional e teor médio em
compostos bioativos das diferentes cultivares de pimento mais representativas em
Portugal. Conseguimos claramente diferenciar as variedades de pimento em estudo
sendo 0 pimento verde padrdo aquele que apresentou maior teor em [-caroteno,
vitamina C e fendis totais e individuais e clorofilas. O pimento verde, pimento
vermelho, pimento vermelho italiano e piripiri apresentaram teores intermédios em
compostos fendlicos, vitamina C, clorofilas. O piripiri que serviu para comparagdo com
as diferentes variedades de pimento apenas apresentou maior teor de capsaicina que
alias foram exclusivos desta cultivar. Relativamente & riqueza em compostos fenolicos
individuais apenas foram determinados trés compostos, nomeadamente acido galico,
luteolina e quercetina cujos maiores teores foram encontrados para o pimento verde,
pimento verde padrdo. Relativamente ao teor médio em vitamina C, e contrariamente ao
que estdvamos a espera, as diferentes variedades de pimento em estudo apresentaram
teores médios inferiores aos encontrados por outros autores para outras variedades de
pimento. Estes resultados poderdo ser explicados ndo s6 pelo fator cultivar, fatores
edafo-climaticos e época de producéo.

Relativamente a atividade antioxidante verificamos que a escolha do método
bem como do solvente utilizado na extragdo pode influenciar os valores médios
alcancados. Assim, tivemos variagdes entre os 58,12 e 87,52% para o método de DPPH,
entre 5,52 e 83,93% para 0 método de ABTS, entre 1,13 e 9,34% para 0 método de -
caroteno, entre 22,18 e 92,4% para 0 método dos radicais hidroxilo e entre 0 e 51,02%
para 0 método da quelatizacdo de metais. Ja no poder redutor verificamos variacGes de
atividade antioxidante entre 0s 6,5 e 0s 36,3 mg de equivalentes de 4cido ascérbico.g™
de peso seco. Assim, em funcdo destes resultados parece-nos que o metodo de DPPH e
radicais hidroxilo s&o os mais adequados para a determinacgdo da atividade antioxidante
neste tipo de material vegetal, talvez por estes métodos serem o0s mais adequados

guando estdo em causa compostos como acidos fenodlicos e flavonoides
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(&cido galico, quercetina, luteolina), clorofilas a e b e carotenoides, compostos
identificados neste tipo de material vegetal.

Perante estes resultados podemos assim afirmar que as variedades de pimento
produzidas em Portugal apresentam teores moderados a elevados de compostos
bioativos, com uma moderada a elevada atividade antioxidante, pelo que este tipo de
material deve ser ndo s incorporado na dieta alimentar como o seu consumo deve ser
incrementado numa perspetiva de uma dieta saudavel.

Finalmente, este estudo permitiu demostrar que as diferentes variedades de
pimento produzidas em Portugal apresentam um potencial bioldgico elevado pela
capacidade em ser uma fonte de natural de compostos antioxidantes relativamente a

outros frutos e vegetais.
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