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RESUMO 

 

O estresse oxidativo e as inflamações estão associados a muitas doenças como 
diabetes, câncer, doenças cardiovasculares e neurodegenerativas, incluindo a 
aterosclerose, causando preocupação em todo o mundo. Como alternativa, as 
plantas podem desempenhar um papel chave no combate a essas desordens devido 
suas propriedades farmacológicas que são relacionadas a uma ampla gama de 
compostos com atividade antioxidante, entre eles, os compostos polifenólicos. 
Nesse contexto as pimentas podem ser uma alternativa para a obtenção desses 
compostos. Porém, a concentração desses metabólitos secundários é baixa e 
afetada por diversos fatores abióticos. Como alternativa para contornar esse 
problema foram utilizadas metodologias relacionadas com as culturas in vitro de 
células e de tecidos vegetais. O presente trabalho teve como objetivo padronizar a 
obtenção de explantes (Capítulo 1) a serem utilizados em uma cultura de calos 
otimizada através de uma abordagem sistêmica (Capítulo 2). No capítulo 1, por meio 
de um delineamento experimental fatorial completoadois níveis (24) determinou-se 
numericamente o efeito de quatro fatores [O tipo de solução para condicionamento 
osmótico (água e solução aquosa de KNO3 a 1%), meio germinativo (ágar e ágar + 
ácido giberélico a 1,88 mg.L-1), tempo (15 e 30 dias) e dois genótipos (Pitanga e 
Cambuci)] nas taxas de surgimento de cotilédones e na germinação. As respostas 
dos genótipos a solução de condicionamento osmótico e ao meio de germinação 
foram diferentes. A melhor combinação de tratamentos para germinação in vitro e 
desenvolvimento de plântulas para Pitanga e Cambuci foram água + ágar e água + 
ágar-ácido giberélico (GA3), respectivamente. No capítulo 2, objetivando-se otimizar 
a etapa de cultura de calos da pimenta Cambuci para maior produção de biomassa e 
metabólitos secundários foram avaliados a origem do explante, o hormônio de 
crescimento e a concentração do mesmo através de um delineamento fatorial 
multiníveis. Os valores obtidos nas condições otimizadas foram: massa de calo 
(225,03 mg), atividade antioxidante (35,95%), fenóis totais (11,48mg de GAE / g DE) 
e flavonóides (15,92 mg de RU / g DE). 
 
Palavras-chave: Germinação in vitro. Cultivo de calos. Produção de metabólitos 
secundários através de bioprocessos. Capsicum baccatum var. pendulum. 
Modelagem estatística. 
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ABSTRACT 

 
The oxidative stress and inflammations are associated with many diseases such as 
diabetes, cancer, cardiovascular and neurodegenerative diseases including 
atherosclerosis causing concern worldwide. As an alternative, the plants can play a 
key role due to their pharmacological properties against these disorders; these 
attributes are most of the times associated with the presence of polyphenolic 
compounds. In this context, peppers can be an alternative to obtain these 
compounds. However, the presence of secondary metabolites is low and affected by 
several abiotic factors. As an alternative to circumvent this problem, methodologies 
related to in vitro cultures of plant cells and tissues were applied. The objective of the 
present work was to standardize the extraction of explants (Chapter 1) to be used in 
a callus culture optimized through a systemic approach (Chapter 2). In Chapter 1, 
through a two-level full factorial experimental design (24) was numerically determined 
the effect of four factors [The solution type for osmotic conditioning (water and 1% 
KNO3 aqueous solution), germination medium (agar and agar + gibberellic acid at 
1.88 mg.L-1, GA3), post-sowing time (15 and 30 days) and two genotypes (Pitanga 
and Cambuci)] in cotyledon emergence and germination rates. The genotypes 
responses to the osmotic conditioning solution and to the germination medium were 
different. The optimal combination of treatments for in vitro germination and 
development of seedlings for Pitanga and Cambuci was water + agar and water + 
agar-GA3, respectively. In Chapter 2, aiming to optimize systemically the Cambuci 
pepper callus culture stage for higher biomass and secondary metabolites 
productionwere evaluated explant’s origin, plant growth regulator type and their 
concentrations through a multilevel factorial design. The values obtained in the 
optimized conditions were: callus mass (225.03 mg), antioxidant activity (35.95%), 
total phenols (11.48mg of GAE/g DE) and flavonoids (15.92 mg of RU/g DE). 
 
Keywords: In vitro germination. Callus culture. Secondary metabolites production 
through bioprocesses. Capsicum baccatum var. pendulum. Statistical modeling.  
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INTRODUÇÃO GERAL 
 

Capsicum baccatum 

 

As pimentas e pimentões do gênero Capsicum pertencem à família 

Solanaceae são originárias da América Central e América do Sul, tendo centenas de 

variedades com frutos que variam em tamanho, formato, cor e sabor. Dentro desse 

contexto cinco espécies se destacam: Capsicum baccatum, Capsicum annuum, 

Capsicum chinense, Capsicum frutescens e Capsicum pubescens (ZIMMER et al., 

2012). Apresentam expressiva importância econômica e social para o agronegócio 

mundial, associada a seu alto aproveitamento na culinária para temperos. Possuem 

altos valores vitamínicos e são fonte de antioxidantes naturais. Entre os principais 

componentes químicos das pimentas destacam-se os caretonóides, o ácido 

ascórbico, os tocoferóis, a vitamina A e os capsaicinóides (Figura 1), além de 

minerais como molibdênio, manganês e potássio, cujas concentrações podem variar 

com o grau de maturação e o genótipo (KOTHARI et al., 2010; PINTO et al., 2013). 

 
Figura 1 – Estruturas químicas de alguns capsaicinóides naturais. Fonte: adaptado 

de DAVIS et al., (2007). 
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A culinária brasileira faz amplo consumo das diferentes variedades de 

Capsicum, entre elas, a Capsicum baccatum var. pendulum (Figura 2). 

Recentemente tem sido demonstrada atividade anti-inflamatória e antioxidante 

dessas pimentas devido aos seus compostos bioativos, entre eles, os compostos 

fenólicos (BERTÃO et al., 2016; ZIMMER et al., 2012). 

 

 
Figura 2 – Capsicum baccatum L. var pendulum (A). Fruto maduro de Capsicum 

baccatum L. var pendulum (B) 

 

Estresse oxidativo 

 

O estado pró-oxidante (estresse oxidativo) tem sido relacionado a diversas 

doenças inflamatórias, cardiovasculares e diferentes formas de câncer 

(MATKOWSKI, 2008; NIKI, 2010). Isso ocorre quando há um desequilíbrio entre a 

produção de radicais livres e sua neutralização pelos sistemas antioxidantes, sendo 

extremamente nocivo aos componentes celulares e indivíduos como um todo 

(BARREIROS et al., 2006). Os radicais livres podem ser definidos como qualquer 

espécie, de existência independente, que contém um ou mais elétrons 
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desemparelhados, fato que os torna instáveis e altamente reativos (HALLIWELL e 

CROSS, 1994). Podem ser gerados tanto por fontes endógenas como exógenas. As 

fontes endógenas estão relacionadas com reações metabólicas como a oxidação 

nas mitocôndrias durante a respiração celular, a fagocitose durante o processo 

inflamatório e a atividade de enzimas como oxidases, lipoxigenases e peroxidases. 

As fontes exógenas são a poluição do ar, a utilização de medicamentos, pesticidas, 

tabagismo, dieta alimentar e radiação ultravioleta. Em condições normais existe um 

equilíbrio entre a produção de radicais livres e sua neutralização pelos sistemas 

antioxidantes. Porém, quando esse equilíbrio é afetado pela produção excessiva de 

radicais ou pela deficiência dos sistemas gera-se o estresse oxidativo (BARREIROS 

et al., 2006; MARTELLI e NUNES, 2014). 

Os radicais livres envolvidos neste processo de estresse oxidativo podem 

estar relacionados com duas vias de oxidação: as espécies reativas de oxigênio 

(ERO) e a de nitrogênio (ERN). As ERO (Figura 3) estão divididas em dois grupos, 

os radicalares: superóxido (O2ˉ˙), hidroperoxila (HO˙2), hidroxila (OH˙), oxigênio 

singlete (1O2); e os não radicalares: ácido hipocloroso e peróxido de hidrogênio 

(H2O2). Entre as ERN encontram-se o radical óxido nítrico (NO˙), nitritos (NO2ˉ), 

nitratos (NO3ˉ), óxido nitroso (N2O3), ácido nitroso (HNO2) e peroxinitrito (ONOOˉ) 

que podem desencadear reações de oxidação nos ácidos graxos da membrana 

lipoprotéica, denominada de peroxidação lipídica, afetando a integridade estrutural e 

funcional da membrana celular e alterando sua fluidez e permeabilidade (MARTELLI 

e NUNES, 2014; TEIXEIRA, 2013).  

Além disso, os produtos da oxidação dos lipídios da membrana podem causar 

alterações em certas funções celulares, modificações nas proteínas celulares, 
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resultando em sua fragmentação, agregação e, em certos casos, ativação ou 

inativação de certas enzimas devido à reação dos radicais livres com aminoácidos 

constituintes da cadeia polipeptídica (BARREIROS et al., 2006;SOARES, 2002; 

TEIXEIRA, 2013). 

 
Figura 3 – Formação de algumas das espécies reativas de oxigênio (ERO) durante o 
transporte de elétrons na mitocôndria. O superóxido (O2

-.), peróxido de hidrogênio 
(H2O2) e radicais hidroxil (OH.) são formados como resultado da sucessiva 
transferência de elétrons isolados. A citocromo C oxidase transfere um total de 
quatro elétrons com extrema eficiência, mesmo assim, de 1-2% dos elétrons são 
constantemente perdidos dentro da célula como ERO potencialmente tóxicos. Fonte: 
HIRATA et al., (2004). 

 

Diante desses estudos que relacionam diversas doenças com o estresse 

oxidativo torna-se importante o combate desses radicais livres pela absorção e 

reação de compostos com características sequestradoras de radicais livres, sendo 

estes representados por substâncias com capacidade antioxidante. As substâncias 

antioxidantes podem ser definidas como aquelas, que mesmo em baixas 

concentrações, são capazes de atrasar ou inibir as taxas de oxidação (BARBOSA et 

al., 2010; SHAMI e MOREIRA, 2004). Tais substâncias têm a capacidade de inibir os 

processos oxidativos pelo bloqueio do início da oxidação, por meio da remoção de 

espécies reativas, ou ainda interrompendo a cadeia de reação, doando elétrons ou 

hidrogênio, convertendo as espécies radicalares em moléculas termodinamicamente 

estáveis. 

Alguns antioxidantes são encontrados no organismo, conhecidos como 

antioxidantes endógenos, e podem ser divididos em enzimáticos (superóxido 

dismutase, catalase e, glutationa peroxidase) e não enzimáticos (glutationa, 
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bilirubina e ácido lipóico) (ANGELO e JORGE, 2007; BARBOSA et al., 2010; SILVA 

et al., 2010). Além do sistema antioxidante endógeno o organismo utiliza ainda 

substâncias antioxidantes obtidas da dieta, como ácido ascórbico, α-tocoferol, β-

caroteno e compostos fenólicos, entre eles, os flavonóides (Figuras 4 e 5) que 

servem como um importante complemento no sistema de defesa humano contra os 

radicais livres (PEREIRA et al., 2009; STRINGHETA et al., 2006). 

 
Figura 4 – Estrutura nuclear dos flavonóides. Fonte: HEIM et al., (2002). 
 

 

 
Figura 5 – Quercetina parcialmente ionizada em C-4’. A doação do H radicalar para 
o radical livre ocorre principalmente nas posições C-4’ (A) e C-7 (B). Ambos os 
radicais livres formados podem ter seu elétron deslocalizado pela estrutura, com 
maior estabilidade para os radicais A, C e D, devido à estabilização resultante das 
ligaçõesde hidrogênio. Fonte: Adaptado de BARREIROS et al., (2006). 
 



18 

 

 

 

A partir disso observa-se a importância de estudos recentes que têm 

demonstrado capacidade antioxidante, anti-inflamatória e fotoprotetora de certas 

plantas e alimentos que formam as bases de sistemas tradicionais de medicina 

milenares (PETRUSSA et al., 2013; RAMKISSOON et al., 2013; RANILLA et. al., 

2010).  

 

Metabólitos secundários e sua obtenção por cultura de calos e em suspensão 

de células de plantas 

 

Metabólitos secundários das plantas são compostos pouco abundantes, com 

uma frequência inferior a 1% da massa seca, de baixa massa molecular, que 

desempenham um importante papel na adaptação das plantas aos seus ambientes, 

porém não afetam diretamente seu desenvolvimento e crescimento (FUMAGALI et 

al., 2008; WILSON e ROBERTS, 2012). Devido à sua grande atividade biológica 

esses metabólitos têm sido aplicados na medicina tradicional há muitos anos.  

Podem atuar como antibióticos, antifúngicos, antivirais e antioxidantes e são também 

comumente utilizados como inseticidas, corantes, saborizantes, cosméticos ou 

fragrâncias (AOYAGI, 2011; FUMAGALI et al., 2008). 

Em geral a síntese dos metabólitos secundários nas plantas é afetada por 

diversas condições ambientais como sazonalidade, índice pluviométrico, altitude e 

temperatura que alteram os níveis de metabólitos, dificultando a obtenção dos 

mesmos de modo reproduzível (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).  

Para contornar esse problema a cultura de células de plantas em suspensão 

tem sido utilizada na produção de diferentes metabólitos secundários. Pode-se citar 
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a produção de digoxina, morfina, paclitaxel, artemisina entre outros; sendo alguns 

destes produzidos em escala comercial como, por exemplo, o paclitaxel (taxol, droga 

anticâncer). Desta maneira a utilização de células de plantas pode constituir uma 

alternativa economicamente viável para obter metabólitos secundários de relativa 

alta complexidade química e alto valor agregado (NAILL et al., 2012; DORAN, 2010). 

O cultivo de células vegetais pode ser realizado a partir de qualquer 

fragmento da planta (explante), que são desinfectados utilizando um tratamento 

químico exógeno, para depois colocá-los em meio de cultura sólido formulado com 

os hormônios de crescimento e nutrientes necessários para cada espécie. Com uma 

correta formulação da composição dos meios, após 2 à 6 semanas, os explante 

proliferam em calos, massa de  células indiferenciadas (figura 6), que podem ser 

submetidos a um processo de triagem para o produto ou os produtos de interesse. 

Finalmente, são isolados, fragmentados e transferidos a um meio líquido para gerar 

uma cultura de células em suspensão (CARVALHO e VIDAL, 2003; MUSTAFA et al., 

2011). 

 

 
Figura 6 – Calos originados de cotilédones de C. baccatum var. pendulum 
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Parâmetros de operação críticos associados às etapas de cultura de calos e 

cultivos em suspensão de células vegetais 

 

Entre os parâmetros operacionais mais importantes a serem otimizados na 

etapa de cultivo de calos visando alta produtividade de biomassa e metabólitos de 

interesse, encontram-se o explante (principalmente tecidos meristemáticos: ex. 

gemas, folhas jovens) e a concentração de hormônio no meio de cultura. Também 

deve ser definido um protocolo de desinfecção dos explantes, tendo como variáveis 

fundamentais a seleção do desinfetante, a concentração do mesmo e o tempo de 

imersão do explante na solução desinfetante (FUMAGALI et al., 2008; MUSTAFA et 

al., 2011; GODOY-HERNÁNDEZ e VÁZQUEZ-FLOTA, 2006).  

Por outro lado, quando é pretendida a otimização da cultura de células 

vegetais em suspensão, outros parâmetros de operação como luminosidade, 

temperatura, velocidade de agitação, concentração de oxigênio dissolvido, 

composição do meio de cultura, devem ser considerados. Quando as culturas em 

suspensão são realizadas em frascos erlenmeyers, recomenda-se trabalhar com um 

volume de suspensão celular equivalente entre 20 e 40 % do volume do frasco, 

velocidade de agitação entre 90-125 rpm e a uma temperatura próxima a 

temperatura ambiente (24-25 oC). Entretanto, entre os componentes que necessitam 

ter suas concentrações estão as fontes de carbono, macroelementos (Mg, Ca, P, S, 

N, K), microelementos (Fe, Cu, Mn, Co, Mo, B, I, Ni, Cl, Al), vitaminas e hormônios 

de crescimento (auxinas ou citocininas) em concentrações na faixa de 10-7 a 10-5 

mol.L-1. O pH do meio de cultura é normalmente ajustado entre 5,75 e 5,85 antes da 

esterilização do meio. De maneira geral a aeração é outro fator crítico na cultura de 
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células vegetais em suspensão, mas o mesmo só é rigorosamente controlado 

quando a cultura é realizada em biorreatores. Geralmente as concentrações críticas 

de oxigênio dissolvido para este tipo de células encontram-se entre 15-20% de 

saturação. Entretanto, este parâmetro deve ser otimizado para cada sistema em 

particular (KIERAN et al., 1997; MUSTAFA et al., 2011; WILSON e ROBERTS, 

2012). 

Nesse contexto o presente estudo teve como objetivo a obtenção de 

explantes adequados germinados in vitro como alternativa aos tradicionais métodos 

de desinfecção para o desenvolvimento e otimização de cultura de calos de pimenta 

Cambuci – Capsicum baccatum L. var. pendulum buscando uma relação entre maior 

rendimento de biomassa, maior atividade antioxidante e maior teor de flavonóides e 

compostos fenólicos. 

Para a confecção dos capítulos a seguir foram utilizadas as normas dos 

periódicos American International Journal of Biology (Capítulo 1) e Biotechnology 

Progress (Capítulo 2). 
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CONCLUSÃO 

 

Foi possível a padronização dos explantes por meio de um delineamento 

experimental fatorial completoa dois níveis (24) no qual a melhor combinação de 

tratamentos para germinação in vitro e desenvolvimento de plântulasquanto ao tipo 

de solução para condicionamento osmótico e meio germinativo foram água + ágar e 

água + ágar-ácido giberélico (GA3)para os genótipos Pitanga e Cambuci, 

respectivamente. 

Os calos derivados de explantes do genótipo Cambuci – Capsicum baccatum 

var.pendulum apresentaram diferentes respostas para o delineamento fatorial 

multiníveis, no qual, os valores obtidos nas condições otimizadas foram: massa de 

calo (225,03 mg), atividade antioxidante (35,95%), fenóis totais (11,48 mg de GAE / 

g DE) e flavonóides (15,92 mg de RU / g DE), superando em termos de atividade 

antioxidante valores previamente relatados para esta espécie quando cultivada 

naturalmente. 

 




