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Resumo

Objetivo: este trabalho teve como objetivo caracterizar as linhagens de
pimentas cabacinha e dedo-de-moca amarela, determinando os teores de
compostos primarios e secundarios, atividade antioxidante e o perfil dos
compostos fendlicos. Métodos: Para realizagdo do estudo foram utilizadas
dez linhagens de pimentas, sendo cinco linhagens de pimenta cabacinha
(CB1204; CB1505; CB1517; CB1531 e CB1541) e cinco de pimenta dedo-
de-moca amarela (DM1404; DM1427; DM1433; DM1439 e DM1441), obtidas
pelo método de melhoramento genético descendente de uma Unica semente
(Single Seed Descente-SSD) a partir de dois acessos do Banco Ativo de
Germoplasma de Capsicum — BAG. As caracteristicas fisico-quimica dos
frutos foram realizados de acordo com as metodologias estabelecidas pela
Association of Official Analytical Chemistry (2008). Para caracterizacao
bioquimica, foram realizadas anéalises de compostos fendlicos, flavonoides,
carotenoides totais e acucares redutores usando a técnica
espectrofotométrica, com a metodologia especifica para cada composto,
utilizando a curva de calibracdo padréo para cada composto, com leituras de
absorbancias em comprimento de onda de 750, 425, 453 e 540 nm,
respectivamente. A atividade antioxidante foi determinada pela técnica
espectrofotométrica, utilizando as metodologias de captura do radical DPPH,
HOCI/OCI e taurina cloramina com leituras de absorbancias em 734, 655 e
655 nm, respectivamente, expressos em meédias de ICs. O perfil de
compostos fendlicos foi avaliado pela técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia-HPLC-DAD. Os compostos fendlicos foram identificados por
comparacao do tempo de retencédo e do espectro de absor¢cdo UV/Vis com
os padrBes analiticos, e por similaridade dos espectros UV/Vis da classe
quimica. Os compostos fendlicos foram quantificados através da construcao
de curvas de calibracdo dos padrbes puros e dos compostos representantes
da classe quimica. Resultados: As pimentas cabacinha e dedo-de-moca
amarela, apresentam valores médios, respectivamente: pH (5,48; 5,08),
soélidos sollveis totais (1,65; 2,83 °Brix), acidez total titulavel (3,91; 4,93 mg
AC 100g™), proteinas (1,87; 1,45 g 100g™), lipideos (2,55; 2,73 g 100g%) e
aclcares redutores (1,78; 3,03 pg 100g™). Também apresentam alto teor de
compostos fendlicos totais (818,17; 677,25 mg EAG 100g™), flavonoides
totais (330,54; 218,86 mg EQ 100g™), &cido ascorbico (178,21; 106,05 mg
100g™) e carotenoides totais (212,28; 192,55 mg EBC 100g™), comparadas
com outras pimentas do género Capsicum. Estas linhagens, possuem alta
atividade antioxidante frente a captura dos radicais DPPH (3,52; 5,12) ICs
mg mL™), HOCI/CI" (3,44; 4,96 ICso mg mL™) e Taurina cloramina (6,08; 8,14
ICso mg mL™), podendo considera-las com forte potencial inibitério de
radicais livres e espécies reativas de oxigénio. Na determinacéo do perfil de
compostos fenolicos foram identificados e quantificados por comparacéo
com os padrdes analiticos, os flavonoides naringina (CB1204 e DM1433) e
naringenina (DM1433), e os acidos galico (DM1433) e p-cumarico (CB1531,
DM1439 e DM1433). Por similaridade com os espectros representantes da
classe quimica foram identificados e quantificados nos extratos de pimentas:
trés compostos derivados de acido hidroxibenzoico, um composto derivado
do acido hidroxicinamico, dois derivados das flavonas e dois compostos



derivados de flavondis. As linhagens DM1433 e CB1204 foram as que
apresentaram o maior teor de compostos fendlicos. Entre todas as linhagens
avaliadas a pimenta DM1433 foi a que apresentou o melhor perfil de
compostos fendlicos. Conclusdo: Os resultados apontam que as linhagens
de pimentas cabacinha e dedo-de-moca amarela apresentam elevado teor
de metabdlitos secundarios, com propriedades bioativas como os compostos
fendlicos, carotenoides e o acido ascorbico. As linhagens CB1505, CB1204
e DM1433 foram as que apresentaram O maior teor dos compostos
avaliados. Portanto, do ponto de vista nutricional, as linhagens podem ser
cultivadas e introduzidas na agricultura brasileira.

Palavras-chave: Capsicum, linhagem, compostos bioativos, alimento
funcional, atividade antioxidante e composto fendlicos.



Abstract

Objective: the objective of this work was to characterize the lines of
cabacinha peppers and yellow girl finger, determining the contents of primary
and secondary compounds, antioxidant activity and the profile of phenolic
compounds. Methods: in order to carry out the study, ten strains of peppers
were used: five cabinal pepper strains (CB1204, CB1505, CB1517, CB1531
and CB1541) and five yellow peppercorns (DM1404, DM1427, DM1433,
DM1439 and DM1441). obtained by the method of genetic improvement
descending of a single seed (Single Seed Descente-SSD) from two accesses
of the Active Bank of Germplasm of Capsicum - BAG. The physical-chemical
characteristics of the fruits were carried out according to the methodologies
established by the Association of Official Analytical Chemistry (2008). For
biochemical characterization, analyzes of phenolic compounds, flavonoids,
total carotenoids and reducing sugars were performed using the
spectrophotometric technique, with the specific methodology for each
compound, using the standard calibration curve for each compound, with
wavelength absorbance readings of 750, 425, 453 and 540 nm, respectively.
The antioxidant activity was determined by the spectrophotometric technique,
using the method of capturing the radical DPPH, HOCI/OCI and taurine
chloramine with absorbance readings at 734, 655 and 655 nm, respectively,
expressed as means of IC50. The profile of phenolic compounds was
evaluated by high-performance liquid chromatography-HPLC-DAD technique.
The phenolic compounds were identified by comparing the retention time and
the UV / Vis absorption spectrum with the analytical standards, and by
similarity of the chemical class UV/Vis spectra. The phenolic compounds
were quantified by constructing calibration curves of the pure standards and
the chemical class representative compounds. Results: The yellow and
white peppers, respectively, presented pH (5.48, 5.08), total soluble solids
(1.65, 2.83 °Brix), titratable total acidity (3.91, 4 (1.78, 1.45 g 100g™), lipids
(2.55, 2.73 g 100g™), reducing sugars (1.78, 3.03 ug 100 g™), total phenolic
compounds (818.17, 677.25 mg EGA 100g-1), total flavonoids (330.54,
218.86 mg QE 100g™), ascorbic acid (178.21, 106.05 mg 100g™) and total
carotenoid content (212,28; 192,55 mg ECB 100g-1) were very high
compared to other peppers of the same genus Capsicum. The antioxidant
activity against the DPPH radicals (3.52; 5.12) IC50 mg mL™), HOCI/CI
(3.44; 4.96 1C50 mg mL™) and Taurine chloramine (6.08; 8.14 IC50 mg mL™).
Flavonoids naringin (CB1204 and DM1433) and naringenin (DM1433), and
gallic (DM1433) and p-coumaric acids (CB1531, DM1439 and DM1433) were
identified and quantified in the extracts of peppers. In the determination of the
profile of phenolic compounds, flavonoids naringin (CB1204 and DM1433)
and naringenin (DM1433) and gallic (DM1433) and p-coumaric acids
(CB1531, DM1439 and DM1433) were identified and quantified by
comparison with analytical standards . By similarity with the representative
chemical class spectra were identified and quantified in pepper extracts:
three compounds derived from hydroxybenzoic acid, a derivative of
hydroxycinnamic acid, two derivatives of flavones and two compounds
derived from flavonols. The DM1433 and CB1204 strains were the ones with
the highest content of phenolic compounds. Among all the strains evaluated
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the DM1433 pepper was the one that presented the best profile of phenolic
compounds. Conclusion: The results indicate that the lineages of cabacinha
and yellow-bellied peppers present high levels of secondary metabolites, with
bioactive properties such as phenolic compounds, carotenoids and ascorbic
acid. The lines CB1505, CB1204 and DM1433 were the ones that presented
the highest content of the evaluated compounds. Therefore, from the
nutritional point of view, the lineages can be cultivated and introduced in
Brazilian agriculture.

Keywords: Capsicum; lineage; biaactive compounds; functional food,;
antioxidant activity and phenol compounds.
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INTRODUCAO

1 ORIGEM E DISTRIBUIC}AO GEOGRAFICA DAS PIMENTAS

Os registros arqueoldgicos mais antigos apontam que o cultivo de
pimentas teve inicio nos anos 9.000 a.C. em Tehuacan no México, e entre
5.200 e 3.400 a.C no Peru e na Bolivia (1). Esses sitios arqueol6gicos
revelam que as pimentas tiveram origem no continente americano, mais
precisamente no Sul da Bolivia, e posteriormente migraram para os andes e
terras baixas da Amazb6nia, onde surgiram novas espécies desses frutos
(figura 1) (2). Entretanto, a propagag¢ao das pimentas como alimento pelo
mundo sé aconteceu, a partir das grandes navegacdes entre 0s séculos XV

e XVI (3).

B C. annuum
B C. pubescens
[] C. baccatum
[ C. chinense

J

Figura 1. Mapa das zonas de expansao pré-colombiana para quatro
espécies domesticadas de Capsicum (2).
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A primeira publicacdo cientifica sobre pimenta foi em 1543 no livro “De
histéria stirpium commentarii insignes”, escrito pelo médico alemé&o Leonhart
Fuchs que descreveu, detalhadamente, em suas ilustracées informacdes
sobre a raiz e o fruto, mostrando também, o uso das pimentas como agentes
medicinais pelos indigenas (3). Embora a pimenta tenha sido reportada
cientificamente somente no século XVI, o primeiro registro foi feito no século
XV em uma carta escrita pelo espanhol Diego Alvarez Chanca, um médico e
fisico a servico dos reis catolicos, que acompanhou Cristovdo Colombo em
sua segunda viagem para as indias ocidentais entre os anos de 1493 e
1494. Acredita-se que Colombo, em uma de suas lendarias viagens a
América, foi o primeiro europeu a conhecer a pimenta vermelha, depois de
procurar uma fonte alternativa que substituisse a pimenta-do-reino muito
consumida pelos europeus naquela época. Ao se deparar com aquela
pequena vagem picante, muito consumida pelos indios, percebeu o seu
potencial, e a pimenta logo foi introduzida na Europa, em seguida na Africa e
Asia, atingindo distribuicdo mundial no século XVII (4,5).

No Brasil, a pimenta era cultivada pelas tribos indigenas bem antes da
chegada dos colonizadores portugueses. O naufrago alemao Hans Staden
quando foi prisioneiro de guerra de uma tribo de indios tupinambas entre
1547 e 1555, relatou na sua obra intitulada “Duas viagens ao Brasil” que a
pimenta era muito consumida pelos nativos como tempero de peixes, cacas
e acompanhamento de refeicbes. Além de fazer parte da alimentacdo, a
pimenta também era utilizada como arma de guerra, na qual, eram
colocadas nas pontas das flechas e queimadas para que 0S compostos

volateis fossem liberados, e quando estes compostos entravam em contato
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com as cabanas dos inimigos, estes eram forgcados a deixar rapidamente os

locais pela forte pungéncia, saindo derrotados em suas batalhas (3).

2 CULTIVO E ASPECTO ECONOMICO DAS PIMENTAS

Atualmente existe uma diversidade de pimentas cultivadas
mundialmente com diferentes formatos, cores, tamanhos e sabores. O
continente asiatico € o maior produtor de pimentas do mundo, com
aproximadamente 89% das areas de cultivo localizadas na india, Coréia,
Tailandia, China, Vietnd, Srilanka e Indonésia. Os Estados Unidos da
Ameérica e 0 México ocupam a segunda posicao no ranking com cerca de 7%
do total cultivado. Por ultimo temos os paises da Europa, Africa e Oriente
Médio com éarea plantada em torno de 4%. A distribuicdo desse efetivo no
mercado € de, aproximadamente, 50% da producdo para 0 consumo in
natura e os outros 50% para 0 processamento industrial das pimentas em
forma de molhos, desidratados e outros produtos (6,7).

No Brasil a producéo de pimentas vem crescendo nos ultimos anos,
com cultivos em regides de clima subtropical como no Sul, ou de clima
tropical como no Norte e Nordeste. Contudo, o cultivo de pimenta no Pais
estd concentrado, principalmente, nas regifes sul (Rio grande do Sul),
sudeste (Minas Gerais e S&o Paulo) e centro-oeste (Goiads), sendo
cultivadas diversas variedades, dentre as mais comuns encontram-se a dedo
de moca, cumari, chapéu de bispo, malagueta, cabacinha, pimenta de
cheiro, entre outras (6-8).

No ultimo levantamento de dados feito no Brasil, estimou-se que a

producdo média de pimentas se encontra na faixa de 10,0 a 45,0 toneladas

21



por hectare ao ano, com média mundial de 15,8 toneladas por hectares.
Neste cenério, a pimenta malagueta ocupa a posicdo de maior destaque,
com uma producao de aproximadamente 10 toneladas por hectare, sendo a
variedade mais cultivada no pais (9). Apesar da importancia da pimenta, as
informacdes e dados estatisticos a respeito do seu cultivo séo deficientes, e
os dados disponiveis ndo retratam a sua realidade econémica, uma vez que,
grande parte da producdo é feita por pequenos e médios agricultores e
comercializada em mercados regionais e locais que nao fazem parte das
estatisticas (10).

O mercado de pimentas é bastante atrativo e diversificado, indo
desde a comercializacdo para 0 consumo in natura e conservas caseiras em
pequenas quantidades no atacado e varejo, até o seu uso em grande escala,
como matéria prima para fabricacdo de corantes e flavorizantes, produtos
alimenticios (geleias, paprica, p6, pastas, desidratadas, molhos liquidos,
entre outras), farmacéuticos (pomadas), cosméticos e ornamentais,
caracterizando essa atividade como uma importante movimentagcéo

socioecondmica para 0 agronegocio do pais (8,11).

3 PIMENTAS DO GENERO Capsicum

O nome do género Capsicum deriva da palavra grega Kapto, que
significa picar, enquanto que, a pimenta origina-se do latim, da palavra
pigmenta, que significa corante. As espécies de pimentas do género
Capsicum, segundo a classificacdo taxondmica, pertencem a divisdo
Spermatophyta, ao filo Angiospermae, classe Dicotiledénea, ramo Malvales-

Tubiflorae, Ordem Solanales (Personatae) e a familia Solanaceae (12). Sao
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conhecidas também como pimentas horticolas para serem diferenciadas de
outras pimentas como a pimenta-do-reino ou pimenta-preta (Piper nigrum
L.), pimenta rosa (Schinus molle L.) e pimenta da jamaica (Pimenta officinalis
Lindl.), que embora sejam chamadas de pimentas e usadas como
condimento, ndo possuem parentesco entre si, e cada qual apresenta
propriedades quimicas distintas (13).

O género Capsicum possui em torno de 35 espécies e mais de 200
variedades, classificadas em trés categorias, de acordo com o grau de
domesticacdo. Assim, O género é composto por cinco espécies
domesticadas (largamente cultivadas e utilizadas pelo homem) cerca de dez
semi-domesticadas (pouco cultivadas) e vinte silvestres (ndo cultivadas
comercialmente) conforme mostra o quadro (12,14,15).

Quadro 1. Espécies e variedades do género Capsicum distribuidas de
acordo com o grau de domesticacao.

Grau de domesticacao Espécies

. annuum var. annuum*

. baccatum var. pendulum*
. chinense*

. frutescens*

. pubescens

Domesticadas

. annuum var. glabriusculum*

. baccatum var. baccatum*

. baccatum var. praetermissum*
. chinense (forma silvestre)

. frutescens (forma silvestre)

. cardenasii

. eximium

. tovarii

. chacoense

. galapagonense

Semi-domesticadas

. buforum*

. campylopodium*

. chacoense var. tomentosum
. Ciliatum

. coccineum

. cornutum

. dimorphum

O000000000000000000O0000
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Continuacao

. dusenii*

. flexuosum*

. geminifolium
. hookerianum
. minuflorum

. lanceotatum
. mirabile*

. parvifolium*
. schottianum*
. scolnikianum
. villosum*

Silvestres

O000000000O0

Fonte: (14).
*espécies encontradas no Brasil.

De acordo com Ribeiro et al. (8), as pimentas do género Capsicum
fazem parte da biodiversidade e da riqueza -cultural brasileira,e sao
cultivadas em todo territério nacional. Esses frutos possuem grande
variabilidade de cores, tamanhos, formas, sabores, aromas, composi¢ao
quimica e teor de pungéncia, decorrentes de diferentes condicdes
ambientais,  geograficas, formas de manejo, armazenamento,
processamento e especialmente a variabilidade genética (16,17).

O fruto é uma baga bi a hepta-locular, polispérmica, estrutura oca, de
coloracdo, geralmente, vermelha ou amarela quando maduros (relacionado
aos carotenoides), podendo variar também do laranja ao roxo devido as
antocianinas. No entanto, alguns frutos podem apresentar uma coloracéo
castanha atribuida a persisténcia da clorofila, concorrendo com a sintese de
licopeno e beta caroteno. O formato varia com as espécies, existindo frutos
alongados, arredondados, triangulares, coénicos, quadrados ou
campanulados. O comprimento vai desde menos de 1,0 cm até mais de 20,0
cm, e a pungéncia varia do doce ao muito picante. Com relacdo a polpa,

esta apresenta consisténcia firme e as sementes, no geral, sdo uniformes,
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achatas, com diametro longitudinal de 3,0 a 5,0 mm, amareladas, pretas ou

na cor de palha (14,18).

3.1 Pimenta cabacinha

A espécie Capsicum chinense foi uma das primeiras pimentas
encontras pelos colonizadores. E originaria do México, cultivada em clima
quente e umido com solo bem drenado e rico em matéria organica, sendo
encontrada principalmente na bacia amazénica, por isso, € considerada a
mais brasileira das espécies domesticadas (19).

A pimenta cabacinha, cabaca ou fidalga (figura 2) é uma variedade da
espécie Capsicum chinense cultivada no Brasil, principalmente, no inteiror
de S&o Paulo e no Sul de Minas Gerais, cujos frutos apresentam cor
alaranjada quando maduro, sementes na cor palha, altura de 1,20 m, largura
de 70,0 cm, folhas verde-escuras ovais com medidas de 15,0 mm de
comprimento e 8,0 mm de largura, polpa firme, aroma intenso e alto teor de

pungéncia (13, 19).

Figra 2. |
Renato Silva Soares (2015).
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Essa pimenta € muito utilizada na culinaria regional, principalmente
em molhos e saladas, sendo bastante apreciada na decoragdo de pratos

sofisticados pela sua bela cor, formato e aroma (19).

3.2 Pimenta dedo-de-moca

A espécie Capsicum baccatum var. pendulum é a mais cultivada e
comercializada no Brasil. E encontrada em toda américa latina,
especialmente na Colébmbia, Equador, Peru, Bolivia, Argentina e Sul e
Sudeste do Brasil, que é considerado um centro secundario de producao.

A pimenta dedo-de-moca (figura 3) também conhecida como chifre-
de-veado, pimenta-vermelha ou calabresa, possui frutos alongados, de
coloracdo vermelha ou amarela quando maduros, com medidas de
aproximadamente 7,5 a 10,0 cm de comprimento e de 1,0 a 1,5 cm de
largura, com sementes na cor palha, polpa firme e pungéncia variavel, de

nao picante a picante, sendo na sua maioria de pungéncia suave e pouco

aromatica (6,8,12,14).

A
& s

marela produzida no Brasil.

2

Figur 3. IIustraq:éo da pimenta dedo-de-moca
Fonte: Luis Sérgio Rodrigues Vale (2015).
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A dedo-de-moca é uma das variedades de pimentas mais conhecidas
e consumidas no Brasil, principalmente nos estados de Sao Paulo, Rio
Grande do Sul e Goias. E um fruto, cuja casca € fina, lisa e brilhante. Muito
saborosa, essa pimenta pode ser encontrada na forma de molho, fresca, em

conserva ou desidratada em flocos com sementes (6,12).

4 METABOLITOS PRIMARIOS E PROPRIEDADES NUTRICIONAIS DAS
PIMENTAS DO GENERO Capsicum

O metabolismo primario dos vegetais, também conhecido como
metabolismo basal, € um agrupamento de processos metabdlicos
essenciais, que origina compostos com func¢des nutricionais importantes
como 0s aminoacidos, proteinas, carboidratos, lipideos, nucleotideos, entre
outros (20).

As pimentas, em geral, possuem alto valor nutricional e baixo teor de
calorias. Embora a pungéncia seja o seu atributo mais atrativo, seus frutos
sdo ricos em fibras, carboidratos, lipideos, proteinas, sais minerais e
vitaminas. Estes componentes sdo encontrados em concentracdes variaveis,
de acordo com a espécie, cultivar, condicdes de cultivo, maturacdo dos
frutos, manuseio pos-colheita e armazenamento (21-23).

Os carboidratos sdo componentes predominantes nas pimentas
Capsicum, sendo a frutose o principal agucar. Frutose e glicose juntas
constituem cerca de 70% dos agucares totais e redutores do fruto. Os teores
de proteinas e lipidios em polpas de pimenta sao reduzidos, mas de grande

valor nutricional, pois séo capazes de assegurar a manutencao das funcdes
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vitais do organismo, suprindo suas necessidades de producao de energia,
de elaboracdo e manutencéo tecidual e de equilibrio biolégico (24).

O teor de fibras nas pimentas € consideravelmente superior aos
teores de algumas frutas e cereais, tendo na casca ou pele cerca de 80%
das fibras totais do fruto. Além destes compostos, os frutos contém
concentragbes significativas de sais minerais como potassio, magnésio,

ferro, célcio e fésforo (24).

5 METABOLITOS SECUNDARIOS EM PIMENTAS DO GENERO
Capsicum

Os metabdlitos secundarios sao derivados dos compostos do
metabolismo priméario dos vegetais, que por vias do acetato, chiquimato,
mevalonato e desoxixilulose fosfato, formam como produtos a acetil
coenzima A, o &cido chiguimico, acido mevalénico e 1-desoxixilulose 5-
fosfato, respectivamente, que por sua vez, formam oito unidade basicas, que
quando combinadas entre sim, produzem os metabdlitos secundarios como
0s compostos fendlicos, acido ascoérbico, alcaloides, entre outros (20).

Os metabdlitos secundarios das pimentas do género Capsicum vém
sendo muito estudados nos Ultimos anos por apresentarem diversas
propriedades terapéuticas benéficas a salde. Dentre estes, destacam-se as
vitaminas A, C e E, os compostos fendlicos, carotenoides e capsaicinoides.
Além destes, outros compostos bioativos com atividades antioxidantes, anti-
inflamatorias, antimicrobianas e anticarcinogénicas também sdo encontrados

nos frutos (25).

28



5.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo derivados do metabolismo secundario
dos vegetais, no qual, apresentam em sua estrutura quimica um ou mais
grupos hidroxilas substituintes e/ou seus derivados funcionais (ésteres,
metoxilas, glicosideos e outros), ligados diretamente a um anel aromético na
forma simples ou de polimeros (26). Estes compostos de defesa sé&o
largamente distribuidos na natureza e sdo essenciais para o crescimento,
reproducdo e pigmentacdo das plantas. Sdo também responsaveis pela
estabilidade oxidativa (devido a sua capacidade de doar elétrons e da
estabilidade dos seus radicais intermediarios) e qualidade sensorial dos
alimentos como cor, sabor, aroma e adstringéncia (27-29).

Os compostos fenodlicos sdo categorizados como &cidos fendlicos e
polifendis, entre os quais estdo os flavonoides, taninos, ligninas, lignanos,
entre outros (30,31). Em pimentas Capsicum, os fendlicos mais encontrados
séo os flavonoides (mirecitina, quercetina, luteolina, kaempferol e apigenina)
e &cidos fendlicos (acido galico, acido protocatecuico, &cido clorogénico,

acido p-cumarico, entre outros) (15,32,33).

5.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos fendélicos complexos, de baixo peso
molecular, biossintetizados pela via do chiquimato e do metabolismo dos
fenilpropanoides, amplamente distribuidos no reino vegetal. S&o
caracterizados por apresentarem em sua estrutura quimica 15 atomos de
carbono, configurados na forma molecular C6-C3-C6, com dois anéis

aromaticos (A e B) ligados por um anel heterociclico oxigenado (C) como
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mostra a figura 4 (31,34). Sabe-se que o arranjo espacial dos flavonoides,
especialmente o anel B, € o principal contribuinte para a atividade
antioxidante destes compostos, visto que, o anel B possui a maior
capacidade eletrodoadora. No entanto, os anéis A e C também sao
responsaveis por substituicbes de grupamentos que concedem propriedades

biolégicas a estes compostos (35).

Figura 4. Estrutura quimica tipica dos flavonoides (31).

De acordo com as caracteristicas quimicas e biossintéticas, 0s
flavonoides sdo subdivididos em classes que incluem as flavonas,
flavanonas flavonois, flavanois, flavanonois, isoflavonas, chalconas,
antocianidinas, cumarinas, auronas, neoflavonoides, entre outros (figura 5)
(30,31). Essa classificacdo esta diretamente associada a quantidade e
posicionamento dos grupos hidroxilas nos anéis aromaticos A e B,
decorrentes das substituices feitas por oxigenacao, alquilacéo, glicosilacéo,

acilacao e sulfacao (34).

30



seade

Flavona Flavanona Flavonol
0
Y OL
OH = 0
(0]
Flavanol Flavanonol Isoflavona
l ® +
| @\l O\
Vs
S 0" N0 OH
Chalconas Cumarinas Antocianidinas
O 7 ’
o (I
S g
Auronas Neoflavonoides

Figura 5. Classificacao dos flavonoides segundo as caracteristicas quimicas
(30,31).

Em pimentas do género Capsicum, os principais flavonoides

descritos na literatura sdo a quercetina, luteolina, apigenina, miricetina e
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kaempferol, mas também podem ser encontrados derivados glicosilados

destes compostos (figura 6) (15,33).

OH
HO 0
OH O
Quercetina Luteolina Apigenina

Miricetina Kaempferol

Figura 6. Principais flavonoides das pimentas do género Capsicum (15,33).

5.3 Acidos fenolicos

Os acidos fendlicos sdo compostos que apresentam em sua estrutura
um anel benzénico, um grupamento carboxilico, € um ou mais grupos
hidroxila e/ou metoxila na molécula (figura 7). Sdo compostos agrupados em
duas classes, os derivados do acido benzoico, constituidos de sete atomos
de carbono (C6-C1), e os derivados do &cido cindmico formados por nove
atomos de carbono (C6-C3). Fazem parte da classe dos acidos benzoicos o
acido galico, salicilico, siringico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico, elagico,

vanilico, entre outros. Os acidos caféico, ferulico, p-cumarico, clorogénico e
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figura 6 (34,36,37).

(a)

R: Rt

R1 = OH (acido salicilico)

R1 = R4 = OH (acido gentisico)

R3 = OH (acido p- hidroxibenzoico

R2 = R3 = OH (acido protocatecuico)

R2 = OCH3; R3s = OH (acido vanilico)

R2 = R3 = R4 = OH (acido galico)

R2 = R4 = OCH3; R3 = OH (acido siringico)

sinaptico, sdo 0os mais comuns da classe dos acidos cinamicos, conforme a

(b)

R1

Rz OH

Ry

R¢

R1=R2=R3 = R4 =H (acido cinamico

R1 = OH (acido o-cumarico)

R2 = OH (acido m-cumarico)

R3 = OH (acido p-cumarico)

R2 = R3 = OH (acido caféico)

R2 = OCH3; R3 = OH (acido fertlico)

R2 = R4 = OCH3; R3 = OH (acido sinapico)

Figura 7. Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoicos (a) e dos &cidos
hidroxicinamicos (b) (34,38).

Sabe-se que a atividade biologica, especialmente, a atividade
antioxidante dos acidos fendlicos esta relacionada ao numero de hidroxilas
presentes nas moléculas, e a proximidade entre o grupo carboxila e o grupo
fenil, pois quanto mais proximo estiverem estes grupos, maior o potencial
antioxidante do grupo hidroxila na posicdo meta (39). Os derivados do &cido
cindmico possuem maior potencial antioxidante do que os derivados do
acido benzoico, isso se deve a dupla ligacdo que compdem a estrutura
guimica da primeira classe supracitada, que € responsavel pela estabilidade

do radical por deslocamento do elétron emparelhado (34).

5.4 Espectros de absorcédo dos compostos fendlicos
Os compostos fendlicos, em geral, apresentam espectro de absorgéo
na regido do ultravioleta-visivel (UV/VIS), entre 200 e 400 nm, peculiar de

cada classe. Esta peculiaridade deve-se ao arranjo estrutural dos
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compostos, qgue mesmo pertencendo a mesma classe, podem sofre efeitos
hipsocromicos ou batocromicos (40,41).

De acordo com Mesquita e Monteiro (42), os &cidos fendlicos
possuem espectro de absorcao entre 210 e 340 nm, com pelo menos trés
espectros tipicos de acidos benzoicos e dois de &cidos cindmicos. Contudo,
neste trabalho constatou-se que ha quatro tipos de espectros tipicos de
acidos benzoicos, e dois de acidos cinamicos.

Os flavonoides geralmente possuem duas bandas de absorcdo. A
primeira banda com absorcdo méxima entre 300-400 nm, que esta
relacionada ao anel A da estrutura quimica, e a segunda entre 240-285 nm,
referente ao anel aromatico B do arranjo estrutural (figura 3) (20).

De acordo com Assimos (38) e Mesquita e Monteiro (42), as flavonas
apresentam espectro de absor¢cdo maximo entre 304-350 nm na banda |, e
entre 240-280 nm na banda Il. Nos flavondis, o espectro de absorcao
maxima da banda | é de 352-385 nm e da banda Il ocorre entre 240-280 nm.

As flavanonas possuem pouca ou nenhuma conjugacdo entre 0s
anéis, por isso, apresentam apenas um ombro de baixa intensidade na
banda |, com comprimentos de onda maximos na faixa de 320-340 nm,
enquanto que, a banda Il € mais intensa, com absorcdo méaxima entre 270-
295 nm (42,43).

E importante destacar que os espectros de absorcdo do UV/VIS
podem sofrer pequenas variagcdes, causados pelos efeitos hipsocrémicos ou
batocromicos. Esses efeitos sdo decorrentes do aumento do grau de
hidroxilagdo na estrutura quimica dos compostos fendlicos, da metilagcao ou

esterificacdo dos grupos hidroxilas substituintes. Os dois Ultimos processos
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nao costumam alterar o espectro de absor¢cdo da maioria dos flavonoides,

exceto para a classe dos flavonois (40,44).

5.5 Carotenoides

Os carotenoides sao pigmentos amarelos, laranjas e vermelhos,
presentes em muitas frutas e vegetais. Sdo compostos lipossollveis,
polisoprendides, de cadeia polieno, com um longo sistema de duplas
ligacGes conjugadas. Esta cadeia geralmente possui grupos terminais
ciclicos e sistema conjugado rico em elétrons, sendo responsavel pela
atividade antioxidante destes compostos (45-47).

Os carotenoides sédo divididos em duas classes, os carotenos e as
xantofilas, de acordo com as suas propriedades quimicas. Os carotenos,
também conhecidos como carotenoides hidrocarbonos, sdo compostos que
apresentam em sua estrutura apenas carbono e hidrogénio, como o a e B-
caroteno e o licopeno (figura 8), enquanto que, as xantofilas sdo derivados
oxigenados dos carotenos e contém pelo menos uma funcao hidroxi, cetona,
epoxi, metoxi, ou &cido carboxilico no seu arranjo estrutural. Neste grupo
estdo a luteina, zeaxantina, astaxantina, entre outros (45). Dentre os
carotenoides, o B-caroteno e o licopeno sao 0s que possuem maior atividade
pré-vitamina A, sendo considerados poderosos antioxidantes, capazes de
estabilizar os radicais livres e atuar na prevencdo de cancer, infarto e

doencas coronarianas (48,49).
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Figura 8. Estrutura quimica dos principais carotenoides da classe dos
carotenos. Fonte: nutricaoclinica.com.br (2018).

Em pimentas maduras, a capsantina e a capsorubina sao O0s
principais carotenoides dos frutos vermelhos, contribuindo com mais de 50%
dos carotenoides totais. Nos frutos amarelos, o (B-caroteno, zeantina e a
criptoxantina sado 0s principais constituintes, enquanto que, nos frutos
laranjas o alfatocoferol é o carotenoide predominante (50). Vale destacar
que o teor de carotenoides nas pimentas depende muito do -cultivar,

condicBes de cultivo e estagios de maturacéo (51,52).

5.6 Acido L-ascérbico (vitamina C)

O &cido ascorbico, também conhecido como vitamina C, € um
composto hidrossoluvel essencial ao ser humano e pode ser encontrado
tanto em animais como em vegetais (figura 9). Nos vegetais, essa vitamina &

comumente encontrada em frutas, legumes e hortalicas (53).
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Figura 9. Estrutura quimica do L-acido ascoérbico. Fonte:
manualdaquimica.uol.com.br (2018).

A vitamina C € muito importante pelas suas propriedades nutricionais
e efeitos benéfico a saude, mas também, é bastante utilizada pela industria
de alimentos como agente antioxidante, para inibir a formacdo de
metabdlitos nitrosos carcinogénicos e estabilizar cor, sabor e aroma em
alimentos. Além disso, € empregada na fabricacdo de produtos para
enriquecimento ou restauragdo, a niveis normais, do valor nutricional desta
vitamina perdido durante o processamento (52,54).

As pimentas apresentam elevado teor de acido ascorbico, que varia
de 52,0 a 104,0 mg 100g™ de fruto fresco (52). A ingestdo diaria de vitamina
C recomendada (55), para um individuo adulto, de ambos os sexos é 45,0
mg, quantidade que pode ser facilmente obtida com o consumo de 20,0 g de
pimentas suaves ou doces (52). De acordo com Bontempo (48), 30,0 g de
pimentas do género capsicum contém 70,0 mg de vitamina C, logo o
consumo de cerca de 20,0 g de pimenta desse género forneceria a

guantidade diaria de vitamina C que um individuo necessita.

5.7 Capsaicinoides
Os capsaicinoides sdo alcaloides, formados por grupos amidas da

vanililamina (4-hidroxi-3metoxi-benzilamina) e de acidos graxos saturados e
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insaturados, presentes exclusivamente em pimentas do género Capsicum
(56). Estes compostos séo sintetizados pela enzima capsaicina sintase por
duas vias metabdlicas dos fenilpropanoides, sendo a primeira via gerada da
vanililamina e a segunda de um derivado da AcetilCoA (57).

Os capsaicinoides séo responséaveis pela pungéncia ou picancia das
pimentas, percebida pelas terminacdes nervosas quimiorreceptoras do
organismo humano denominadas de valindides de potencial transitorio
(TRPV1), os quais provocam diversos processos fisiolégicos. Um deles é a
liberacdo de endorfinas, que despertam uma sensacdo de bem-estar
provocada pela ardéncia, razdo pela qual existem pessoas adeptas do
consumo de frutos do género Capsicum para tratar ou prevenir a depressao
(58).

Entre os capsainoides existentes nos frutos, tem-se a capsaicina
como 0 composto majoritario (69-71%), seguida da dihidrocapsaicina,
nordihidrocapsaicina, homocapsaicina e homodihidrocapsaicina,
respectivamente (48). Cada um destes capsaicinoides apresentam um efeito
diferenciado quanto a sensacéo de ardor, percebido imediatamente apds a
ingestao da pimenta. A nordihidrocapsaicina, por exemplo, causa um efeito
menos irritante na frente da boca e no palato. JA a capsaicina e a
dihidrocapsaicina provocam maior irritacdo nas mucosas, principalmente no
meio da boca e no palato, mas o ardor pode ser percebido também na
garganta e na parte superior da lingua (6,59).

A capsaicina € um composto incolor, inodoro, cristalino e pouco
hidrossoluvel, que apresenta em sua estrutura quimica além da amida, a

funcéo éter e a funcéo fenol (60). Além de ser a principal responsavel pelos
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atributos sensoriais, este capsaicinoide possui diversas propriedades
biolégicas, podendo atuar no sistema cardiovascular e gastrointestinal, age
como antioxidante, antidepressivo, anti-inflamatério, antimicrobiano e

anticarcinogénico. A capsaicina também é conhecida por ser afrodisiaca,

analgésica, hipoglicémica, antidiabética e atuar na reducéo de peso (61).

6 POTENCIAL ANTIOXIDANTE

Um antioxidante é definido como uma substancia capaz de reduzir,
inibir ou prevenir reagfes quimicas que envolvam transferéncia de elétrons,
impedindo a formacdo de radicais livres e os danos oxidativos (62). Esta
substancia apresenta diversas propriedades protetivas e, podem agir em
diferentes etapas do processo oxidativo, por diferentes mecanismos de
acdo. Os antioxidantes séo classificados como antioxidantes primarios e
secundarios, sendo considerados primarios aqueles capazes de retardar o
processo oxidativo por inativacdo dos radicais livres. JA os antioxidantes
secundéarios sdo aqueles que podem inibir ou retardar a oxidacdo pela
inativacdo de ERO (espécies reativas de oxigénio), conversdao de
hidroperéxidos em espécies ndo radicais, ligacdo de ions metalicos
(alteracdo de valéncia) ou pela absorcéo de radiacao ultravioleta (63).

Em pimentas horticolas, os principais antioxidantes naturais sdo o0s
capsaicinoides, vitaminas C e E, carotenoides e os flavonoides. Estes frutos
fornecem cerca de quatro vezes mais vitamina C do que a laranja, ajudam a
repor o dano genético celular, reduzindo o processo de envelhecimento
precoce, além de apresentarem atividades preventivas contra o cancer, mal-

de-Alzheimer, mal-de-Parkinson, doencas cardiovasculares, arteriosclerose
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e atividades anti-Ulcera e anti-tumor (1,48,64-71). O extrato de pericarpo e
sementes de pimentas sdo considerados alimentos saudaveis e de alta
atividade antioxidante, com isso a industria de alimentos comecou a
emprega-los em produtos carneos e a base de peixes como uma alternativa
ao uso de antioxidantes sintéticos. A pimenta dedo-de-moca também tem
sido utilizada como agente antioxidante para conservacdo de molhos
fermentados (72).

Considerando os efeitos téxicos provocados pelo consumo de
antioxidantes sintéticos e a gradual rejeicdo destes pelo mercado, tem
aumentado a procura por produtos naturais com atividade antioxidante, no
intuito de substituir os antioxidantes sintéticos ou fazer associacdes entre
eles, visando diminuir a sua quantidade nos alimentos e consequentemente,

reduzir os problemas que poderao provir da sua ingestao (36).

7USOE APLICAC}OES DAS PIMENTAS

As pimentas do género Capsicum tém sido muito empregadas pelas
industrias de alimentos como corantes naturais e flavorizantes em molhos,
sopas, carnes processadas, queijos, lanches, doces e bebidas alcodlicas,
devido a altas concentracdes de carotenoides, 6leos volateis essenciais e
oleorresinas (extrato nao volatil) responsaveis pela cor, aroma e sabor.
Assim, pode-se considerar as caracteristicas sensoriais das pimentas um
fator importante para a qualidade sensorial dos alimentos que utilizam esses
frutos na sua formulacéo (73).

A vitamina C também presente em altas concentracfes nas pimentas,

esta vitamina pode ser empregada como agente antioxidante natural e

40



sintético para estabilizar cor, sabor e aroma em alimentos (73). A
provitamina A, também encontrada em grandes proporc¢des nestes frutos
vem sendo muito utilizada na prevencao de problemas oftalmolégicos (64).

Estudos apontam que a pimenta € indicada para estimular o apetite e
desinfetar a mucosa bucal e géastrica sem prejudicar a flora bacteriana
normal (69), exceto para portadores de Ulceras, gastrites, hemorréidas e
diverticulites (3).

Os frutos apresentam ainda efeitos neurologicos e imunolégicos com
a liberacdo de endorfina no cérebro (3,70), diminuicdo do nivel de gordura
no sangue, alivio de flatuléncia, ajuda descongestionar as vias respiratorias
e aliviar a dor de cabeca (3,74).

As pimentas também séo afrodisiacas, analgésicas, anti-inflamatorias,
antidepressivas, antibacterianas, antioxidantes, anticarciogénica,
hipoglicémica e hipocolesterolémicas provavelmente associadas a presenca
de capsaicindides, de vitaminas e de compostos fendélicos. Por apresentarem
essas propriedades sédo empregadas no tratamento de artrite, reumatismo,
erupcbes de pele, picadas de cobras, tratamento de feridas, reducao de
colesterol, tratamento odontol6gico, sistema cardiovascular, trato

gastrointestinal, entre outros (75-78).
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8 ASPECTOS DO MELHORAMENTO GENETICO EM PLANTAS

O melhoramento de plantas é definido como a arte e a ciéncia de
melhorar geneticamente plantas para o beneficio da humanidade (79). E um
processo considerado continuo, onde muitas vezes € necessario recorrer a
antigas variedades ou a populagbes primitivas, em busca de genes
especificos para que novas cultivares possam ser desenvolvidas (17) .

O desenvolvimento de novas cultivares, biofortificadas e ricas em
compostos funcionais, tem se tornado um dos principais objetivos dos
programas de melhoramento genético de hortalicas. No entanto, para que
estes objetivos sejam alcancados, os programas de melhoramento precisam
explorar a variabilidade genética disponiveis em bancos de germoplasma
(conjunto de gendtipos que podem doar genes para determinada espécie),
para que combinacdes génicas superiores sejam desenvolvidas (13,80). De
maneira geral, pode-se dizer que estes programas buscam alterar
caracteristicas genéticas que irdo beneficiar o agricultor (aumento da
produtividade e cultivares resistentes a doencas e pragas), a industria de
transformacdo e o consumidor final com a qualidade do produto, atendendo
toda a cadeia do agronegécio (79).

O Instituto Federal Goiano, Campus Ceres, mantém um Banco Ativo
de Germoplasma (BAG) de exemplares de Capsicum desde 2009, onde
estdo conservadas diversas linhagens de pimentas deste género: cabacinha,
dedo-de-moca amarela, malagueta e bode. Estes materiais de pimentas
estdo sendo caracterizados, para que até o ano de 2020 sejam testados no
campo e, posteriormente, ap0s aprovacao, registrados no Ministério da

Agricultura como cultivares.
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Com isso, este trabalho teve como objetivo caracterizar
bioquimicamente as linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-moca
amarela, verificando o teor de metabolitos primarios, secundarios e a
atividade antioxidante, no intuito de conhecer melhor a composi¢do quimica
destes materiais, para que sejam introduzidos na agricultura brasileira como

cultivares.
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Capitulo 1.

Avaliacdo de compostos bioativos e atividade antioxidante de
linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-moga amarela

Artigo enviado para publicacdo em dezembro de 2018 para Brazilian Journal
of Agricultural Sciences
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Avaliacdo de compostos bioativos e atividade antioxidante de
linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-moc¢a amarela
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de Faria Oliveira®, Luis Vitor Silva Sacramento®
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Resumo

O cultivo dos frutos de pimentas Capsicum possui um mercado pouco
dindmico no Brasil, porém este fruto € rico em compostos bioativos e possui
alto valor nutricional. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
compostos bioativos e atividade antioxidante de linhagens de pimenta
cabacinha e dedo-de-moca amarela para auxiliar os processos de
melhoramento genético na introducdo de novas cultivares na agricultura
brasileira. As pimentas cabacinha e dedo-de-moca amarela apresentam,
respectivamente, teores médios de compostos fendlicos totais (818,17;
677,25 mg EAG 100g™), flavonoides totais (330,54; 218,86 mg EQ 100g™),
acido ascérbico (178,21; 106,05 mg 100g™), carotenoides totais (212,28;
192,55 mg EBC 100g™) e atividade antioxidante frente a captura dos radicais
DPPH (3,52; 5,12 ICso mg mL™), HOCI/CI' (3,44; 4,96 ICso mg mL™) e Taurina
cloramina (6,08; 8,14 ICso mg mL™) elevados comparados com outras
pimentas do género Capsicum. Os resultados apontam que as linhagens de
pimentas cabacinha e dedo-de-moca amarela apresentam alto teor de
compostos bioativos e forte potencial antioxidante influenciada pela
presenca de compostos fendlicos, carotenoides e acido ascérbico. Portanto,
do ponto de vista nutricional, estas linhagens podem ser cultivadas e
introduzidas na agricultura brasileira.

Palavras-chave: Capsicum, alimento funcional, compostos fendlicos,
antioxidante e carotenoides.
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INTRODUCAO

O primeiro relato sobre o uso de pimentas do género Capsicum se
deu em torno de 9.000 a.C. no México e 2.500 a.c no Peru, porém somente
pela acdo dos colonizadores portugueses e espanhdis que estes frutos
foram disseminados pelo mundo. No entanto, s6 em 1543 o uso da pimenta
teve seu primeiro registro no livro “De histéria stirpium commentarii insignes”,
escrito por Leonhart Fuchs que apresentou cientificamente as trés primeiras
ilustracdes de pimentas, mostrando detalhes da raiz até o fruto, e 0 seu uso
como agentes medicinais pelos indigenas (Reifschneider, 2000). A partir
disso, a pimenta do género Capsicum foi cultivada em varios paises e sua
producéo s6 vem aumentando ao longo do tempo.

No Brasil, os primeiros exploradores da era colonial relataram o
cultivo e a importancia da pimenta na alimentacdo de tribos indigenas. O
naufrago alemdo, Hans Stadem, que ficou entre os indios Tupinambds entre
1547 e 1555, relatou que além de fazer parte da dieta, a pimenta também
era utilizada como arma de guerra, pois plantas de pimentas eram
queimadas e quando os compostos volateis entravam em contato com as
cabanas dos inimigos estes tinham que sair pela forte pungéncia. Relatos
apontam que os indios Caetés foram o0s primeiros a usar a pimenta como
arma de guerra em suas batalhas (Reifschneider, 2000).

As pimentas do género Capsicum possuem em sua COmpoSicao
macro e micronutrientes de valor nutricional. Além desses compostos, estao
presentes substancias com propriedades bioativas, tais como 0s compostos
fendlicos e antioxidantes naturais como vitamina C, carotenoides,

antocianinas e vitamina E (Neitzke, 2012). As pimentas também séo fontes
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de capsaicindides, compostos responsaveis pela pungéncia ou sabor
picante, que apresentam alta atividade bioldgica e antioxidante (Ogiso et al.,
2008; Neitzke, 2012). Estudos demonstram que 0s antioxidantes presentes
em frutos sdo compostos com propriedades bioldgicas que previnem
doencas degenerativas como o0 cancer, as doencas cardiovasculares,
catarata, mal-de-Parkinson e o mal-de-Alzheimer por sequestrarem radicais
livres (Neitzke, 2012). Além dos efeitos benéficos a saude, os antioxidantes
presentes nas pimentas podem também auxiliar na conservagdo dos
alimentos. Dessa maneira, ha grande interesse em encontrar, nas plantas
condimentares, principios ativos que possam ser aplicados ndo s6 na
culinaria, mas na industria de alimentos, na farmacologia, na odontologia e
na medicina (Costa et al., 2010).

No Brasil a producdo de pimentas vem crescendo, porém o consumo
desses frutos é pequeno comparado a outros frutos. Porém, mesmo com o
baixo consumo de pimentas, o Brasil € considerado o segundo maior
produtor de pimenta no mundo e o centro da diversidade do género
Capsicum com cultivo desse fruto em todas as regies do pais, tendo as
regibes Sudeste e Centro-oeste como as principais areas de cultivo (Rufino
& Penteado, 2006). O mercado para pimentas no Brasil poderia ser muito
dindmico, estimulado pela aplicagcdo destes frutos na culinaria e no
desenvolvimento de produtos com alto valor agregado na indudstria de
alimentos e farmacéutica, devido as propriedades nutricionais dos frutos. No
entanto, a composicao nutricional das pimentas e seus beneficios ainda sao
pouco conhecidos pela populagéo, o que torna o mercado brasileiro desse

fruto pouco atrativo. (Carvalho et al., 2003).
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Dessa forma,este trabalho teve como objetivo verificar o teor de
compostos bioativos, com a determinacdo de metabolitos primarios e
secundarios, e a atividade antioxidante de linhagens de pimentas cabacinha
e dedo-de-moca amarela, pertencentes ao género Capsicum, no intuito de
conhecer melhor sua composi¢cdo quimica para que possivelmente novas

cultivares sejam introduzidas na agricultura brasileira.

MATERIAL E METODOS

Material

Para realizacdo do estudo foram utilizadas dez linhagens de
pimentas, sendo cinco linhagens de pimenta cabacinha (CB1204; CB1505;
CB1517; CB1531 e CB1541) e cinco de pimenta dedo-de-mocga amarela
(DM1404; DM1427; DM1433; DM1439 e DM1441) com quatro repeticdes de
cada (R1, R2, R3 e R4), disponibilizadas pelo Prof. Dr. Luis Sérgio
Rodrigues Vale, coordenador do grupo de pesquisa de Melhoramento
genético do Instituto Federal Goiano, localizado na cidade de Ceres, Goias.

As linhagens foram obtidas pelo método de melhoramento
descendente de uma Unica semente (Single Seed Descente-SSD) a partir de
dois acessos, um de cada tipo de pimenta, do Banco Ativo de Germoplasma-
BAG.
Preparo da amostra

Os frutos foram colhidos maduros e as sementes extraidas, secas em
estufa por 48 h a 38°C, seguido do armazenamento em refrigerador a 4 °C.

Foram realizados cinco ciclos de autopolinizagdo com duracdo de 6 meses
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cada ciclo de melhoramento. Apds os tratamentos, as linhagens foram
testadas a campo aberto para a producao dos frutos.

Os frutos foram coletados maduros, secos em estufa a vacuo (39 °C),
triturados em micro moinho e peneiradas em malha tamis 70 mesh. As
andlises de caracterizacdo foram realizadas em triplicata para as quatro
repeticbes (R1, R2, R3 e R4) de cada linhagem de pimentas, totalizando

doze resultados por linhagens para cada parametro e composto avaliado.

Obtencéao dos extratos

A obtencdo dos extratos das linhagens de pimentas cabacinha e
dedo-de-moca amarela foi baseada na metodologia descrita por Zimmer et
al. (2012) com condi¢des de ensaios ajustadas.

Os frutos foram submetidos a quatro sucessivas extracbées com etanol
absoluto na concentracdo 0,1 g mL™’ totalizando quatro horas com
evaporacdao do solvente a 70° C, seguido de 20 minutos em banho
ultrassom, filtracdo a vacuo e centrifugacao (15 minutos, 32258 x g). Os
sobrenadantes foram coletados, armazenados em frascos de vidro e

refrigerados até a realizagcdo das andlises.

Analises Fisico-Quimicas dos frutos

As andlises de pH, acidez total (expressa em &cido citrico, mg AC
100g™ de fruto), sélidos soliveis (a 25 °C, expresso em °Brix), lipideos (g
100g™ de fruto) e proteinas (g 100g™ de fruto) foram realizadas, em base
seca, segundo as metodologias descritas pela Association of Official
Analytical Chemistry (2008). O teor de acucares redutores foi determinado

pela metodologia descrita por Miller (1959), utilizando-se o acido 3,5-
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dinitrossalicilico (DNS) e a solu¢cdo padrdo de glicose, com leituras

espectrofotométricas em 540 nm, expressos em ug 100 g™ de fruto.

Determinacdo de compostos fendlicos totais

A dosagem de compostos fendlicos totais foi realizada usando a
reacdo de Folin-Ciocalteau, com &cido galico como padrao (Singleton et al.,
1999; Wang, et al., 2008). Essa reacéo baseia-se na oxidagao dos fenolatos
pelo reagente de Folin- Ciocalteau formando um complexo de coloracéo azul
no meio reacional, com banda de absor¢do maxima em 750 nm. O teor de
compostos fendlicos totais foi calculado usando a curva de calibracdo e os
resultados obtidos expressos em miligramas equivalente de acido galico (mg

EAG 100g™ de fruto).

Determinacao de flavonoides totais

Os flavonoides totais foram quantificados pelos métodos descrito por
Chang et al. 2002; Woisky & Salatino (1998) e Markham (1982) utilizando a
quercetina como padréo e leituras de absorbéncia em 425 nm. O teor de
flavonoides totais foi calculado usando a curva de calibragéo e os resultados
obtidos expressos em miligramas equivalente de quercetina (mg EQ 100g™

de fruto).

Determinacao de 4cido ascoérbico
O teor de acido ascorbico foi determinado pelo método titulométrico
baseado no processo de oxireducédo do sal sodico 2,6-diclorofenollindofenol

(DCPIP) pelo &cido L-ascorbico, segundo a metodologia descrita por
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Association of Official Analytical Chemistry (1984). Os resultados foram

expressos em mg 100g™ de fruto.

Determinacgao de carotenoides totais

A determinacdo do teor de carotenoides totais (B caroteno) foi
realizada pela extracdo destes compostos com solventes de diferentes
polaridades, e quantificacdo por espectrofotometria na regido visivel com
leituras de absorbancias a 453 nm, segundo o método de Godoy e
Rodriguez-Amaya (1994). Os resultados foram expressos em miligrama

equivalente de B-caroteno (mg EBC 100g™ de fruto).

Determinacdo da atividade antioxidante pela captura do radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante foi determinada pelo método descrito por
Brand-Willians et al. (1995), utilizando o radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) que sofre reducéo pelos antioxidantes com mudanca de coloracao
violeta para amarela, proporcional a substancia redutora da amostra. A
leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotometro com leitor de
microplacas em comprimento de onda de 734 nm com incubacéo no escuro.

Os resultados deste ensaio foram expressos como média do ICso (que
significa a concentracdo de amostra necessaria apresentado pela reacdo

para capturar 50% do radical DPPH) + Intervalo de confianca 95%.

Determinacdo da atividade antioxidante pelo ensaio da captura do

acido hipocloroso (HOCI/OCI’)
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O ensaio foi realizado de acordo com Kettle & Winterbourn (1994);
Costa et al. (2004) e Dypbukt et al. (2005). Esse método baseia-se na
habilidade da amostra em capturar o HOCI, impedindo que o0 mesmo oxide a
3,3’,5,5'- tetrametilbenzidina (TMB). A oxidagdo do TMB gera um composto
de coloracdo azul com banda de absor¢cdo méaxima em 655 nm.

A solugao padréo de OCI foi obtida diluindo-se a massa adequada de
NaOCl em NaOH 10,0 mmol L, pH 12,0. A concentracdo de OCI foi
determinada pelo seu coeficiente de extingdo molar (¢ = 350 M cm™ em 292
nm) (Zgliczynski et al., 1971). Os resultados foram expressos como média

do IC50 = Intervalo de confianga 95%.

Determinacdo da atividade antioxidante pelo ensaio da captura da
taurina cloramina

Para o ensaio da captura da taurina cloramina utilizou-se a mesma
metodologia e as mesmas condicbes do ensaio de captura do acido
hipocloroso, com a adicdo de 5,0 mmol L de taurina cloramina e a incubagéo
por cinco minutos com o HOCI/OCI antes da adicdo das amostras (Kettle &
Winterbourn, 1994; Costa et al., 2004; Dypbukt et al., 2005). Os resultados

foram expressos como média do IC50 =* Intervalo de confianca 95%.

Analise estatistica

Para analise estatistica dos dados foram empregados intervalos com
95% de confianca (considerando um nivel de significancia de 5%) das
médias estimadas para cada variavel de estudo, utilizando o programa
estatistico ORIGIN 10.0, 2018. Os intervalos de confianga estimam o valor

de p (significancia estatistica), isto €, se o valor das médias estimadas, de
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cada variavel, estiver presente entre o limite inferior e superior do intervalo
de confianga, entdo ndo apresenta diferenca significativa (p = 0,05). No
entanto, se o valor das médias estimadas das variaveis ndo estiver dentro do
intervalo interpolado pelos limites inferiores e superiores, entdo apresenta

diferenca significativa (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os dados apresentados na tabela e no gréfico 1, o pH
das pimentas apresentou valores médios entre 4,76 e 5,48; similares aos
valores reportados por Cerqueira (2012), pH em torno de 5,00, em estudos
feitos com pimentas do género Capsicum. De acordo com Castro et al.
(2012) a medida do pH é fundamental para indicar a velocidade e o tempo
de deterioragcdo dos frutos, bem como o seu estado de maturacdo e o
crescimento de microrganismos nocivos a saude. Sabendo que a maioria
dos microrganismos crescem na faixa de 6,6 a 7,5, os valores de pH obtidos
neste estudo apontam que as linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-
moca amarela ndo estdo predispostas a contaminacdo microbiana, porém
nao as isenta.

Para as linhagens de pimentas avaliadas os teores de solidos
soltveis variaram de 0,98 [0,76-1,20] °Brix (linhagem CB1517) a 2,83 [2,38-
3,28] °Brix (DM1433). Assim, é possivel observar que as linhagens de
pimentas cabacinha e dedo-de-moc¢a amarela ndo apresentaram diferenca

estatistica significativa entre as linhagens de suas espécies (p>0,05).
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Tabela 1. Determinacado do pH, sélidos soltveis (°Brix), acidez total (mg AC 100g™), proteinas (g 100g™), lipideos (g 100g™) e agUlcares
redutores (ug 100g™) de linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-moca amarela.

Amostras

pH

Solidos SoluUveis

Acidez Total

Proteinas

Lipideos

Acucares Redutores

DM1404
DM1427
DM1433
DM1439
DM1441
CB1204
CB1505
CB1517
CB1531
CB1541

5,02 [4,97-5,07]*¢
5,08 [5,00-5,15]
4,76 [4,66-4,86]"
4,92 [4,87-4,97]°
4,89 [4,87-4,91]°
5,37 [5,35-5,39]°
5,44 [5,37-5,51]%¢
5,35 [5,30-5,40]°
5,40 [5,35-5,45]%¢
5,48 [5,43-5,53]°

2,38[1,88-2,87]7¢
2,10 [1,35-2,84]*¢
2,83[2,38-3,28]°
2,74 [2,12-3,36)°
2,46 [1,89-3,03]7¢
1,33 [1,06-1,60]¢
1,57 [1,17-1,97]><¢
0,98 [0,76-1,20]"
1,51 [1,16-1,86]
1,65 [1,20-2,10]¢

4,24 [3,37-5,11]
4,05 [2,93-5,17]
4,93 [4,18-5,67]
4,82 [3,45-6,19]°
4,38 [3,76-5,00]%
3,60 [1,86-5,34]
3,78 [2,54-5,02]
3,45 [1,83-5,03]
3,66 [2,29-5,03]
3,91[3,29-4,53]

1,90 [1,78-2,02]
1,88 [1,53-2,23]
1,45 [0,98-1,92]
1,98 [1,66-2,30]
2,04 [1,62-2,46]%
2,17 [1,70-2,64]%
1,87 [1,70-2,04]
1,63 [1,33-1,93]
2,05 [1,78-2,32]
1,69 [1,17-2,21]

4,72 [4,65-4,79]
3,66 [3,61-3,71]°
2,73 [2,71-2,75]
4,65 [4,60-4,70]
3,91 [3,84-3,98]°
2,92 [2,72-3,12]
2,55 [2,50-2,60]°
3,70 [3,60-3,80]°
2,23 [2,16-2,30]°
2,73 [2,68-2,78]°

1,27 [1,15-1,39]°
1,42 [1,37-1,47)°
3,03 [2,91-3,15]°
1,23 [1,11-1,37]°
1,62 [1,60-1,64]°
1,93 [1,81-2,05]"
1,78 [1,71-1,85]"
1,48 [1,33-1,63)°
2,89 [2,74-3,04]°
1,65 [1,60-1,70]°

Média [intervalo de confianga 95%]. (n=3).
Médias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si estatisticamente pela andlise do intervalo de confian¢ga com 95% de confianca. (a= 0,05).
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Figura 1. Representacéo gréfica do intervalo com 95% de confianca dos valores de pH, sélidos sollveis (°Brix), acidez total
(mg AC 100g™), proteinas (g 100g™), lipideos (g 100g™?) e aclicares redutores (ug 100g™) de linhagens de pimentas
cabacinha e dedo-de-moca amarela (a= 0,05).
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Segundo Kluge et al. (2002) os acucares constituem a maior parte
dos solidos soluveis encontrados em frutas. Essa ocorréncia pode ser
observada na maioria das pimentas que sao ricas em acucares simples
como glicose, frutose e sacarose. No entanto, as linhagens avaliadas
apresentam teor de soélidos solluveis abaixo da média (3,45 °Brix), feito
atribuido aos fatores genéticos, ambientais e de cultivo das linhagens de
pimentas que podem alterar a composi¢do quimica e/ou a concentracfes de
compostos como pectinas, vitaminas, sais, acidos, aminoacidos e algumas
proteinas.

Para acidez total todas as linhagens avaliadas, tanto cabacinha
guanto dedo-de-moca amarela, ndo apresentaram diferenca estatistica
(p>0,05) tendo sua acidez variando entre 3,45 [1,83-5,03] mg AC 100g™ e
4,93 [4,18-5,67] mg AC 100g™. Resultados semelhantes foram encontrados
por Régo et al. (2011) ao avaliar 69 acessos de pimentas Capsicum spp. Os
autores relataram valores médios entre 4,36 e 6,23 mg AC 100g™. Segundo
Oliveira et al. (1999) a acidez € um parametro importante para determinar o
estado de conservacdo de um produto e avaliar algumas caracteristicas
sensoriais, ja que o0s acidos organicos, produtos intermediarios do
metabolismo dos frutos, séo responsaveis pelo sabor e odor.

O teor de proteinas das linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-
moca amarela ndo apresentam diferenca estatistica entre si, considerando-
as linhagens de baixa concentracao proteica. Nota-se que o teor de gordura
encontrado nos frutos de pimentas € muito superior aos valores encontrados

por Reboucas et al. (2013) e Nascimento et al. (2012) com 0,63 % e 0,14 %
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de lipideos, respectivamente. Dentre as linhagens caracterizadas, destacam-
se as amostras de pimentas dedo-de-moca DM1404 (4,72 [4,65-4,79] ¢
100g%) e DM1439 (4,65 [4,60-4,70] g 100g%) com teor lipidico
significativamente maior (p<0,05). A diferenca entre os valores encontrados
e 0s reportados na literatura é atribuida as formas de extracdo, técnicas de
cruzamentos aplicadas, cultivo e fatores genéticos das linhagens. Portanto,
considera-se que todas as linhagens de pimentas sao de baixo teor lipidico e
contém poucas calorias.

Na tabela e gréfico 2, observa-se que o conteddo de compostos
fendlicos totais € significativamente maior na linhagem CB1505 da pimenta
cabacinha (818,17 [815,81-820,53] mg EAG 100g’) do que nas demais
linhagens (p<0,05). Esse valor € muito superior ao encontrado por Zhuang et
al. (2012) com teor de compostos fendlicos na faixa de 107,82 a 499,24 mg
EAG 100g™. Por outro lado, a linhagem DM1439 (60,92 [60,35-61,49] mg
EAG 100g™) da pimenta dedo-de-moca difere estatisticamente das outras
linhagens com conteldo de compostos fendlicos muito menor, no entanto,
este conteldo € superior ao encontrado por Marin et al. (2004) em estudo
realizado com pimentdes (20,24 a 2,54 mg EAG 100g™).

As demais linhagens de pimentas estudadas apresentaram teores de
compostos fendlicos equivalentes aos encontrados por Carvalho et al. (2015)
e Alvarez-Parrilla et al. (2011) que reportaram em seus estudos com
cultivares de pimentas teores de compostos fendlicos entre 215,73 a
1103,20 mg EAG 100g™ e 568,00 a 1032,00 mg EAG 100g™, aos autores

supracitados, respectivamente.
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Tabela 2. Contetido de compostos fenélicos totais (mg EAG 100g™), flavonoides totais (mg EQ 100g™), acido ascérbico (mg
100g™) e carotenoides totais (mg EBC 100g™) em linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-moca amarela.

Amostras CFT FVT AA CT

DM1404 277,66 [276,84-278,48]° 48,46 [46,47-50,45] 101,36[100,59-102,13% 154,08 [153,46-154,70%
DM1427 139,97 [136,74-143,20]° 147,78 [144,92-150,64]° 95,18[94,51-95,85]" 121,62 [120,53-122,71]°
DM1433  677,25[676,48-678,02]° 218,86 [214,59-223,13] 93,17 [91,93-94,41]° 192,55 [191,85-193,25]°
DM1439 60,92 [60,35-61,49]° 55,26 [52,40-58,12]° 106,05[104,98-107,12] 96,44 [95,69-97,19]°

DM1441 242,97 [240,98-244,96]° 380,07 [378,16-381,98]° 103,25 [100,64-105,86]*¢ 147,71 [146,84-148,58]°
CB1204  131,33[129,69-132,97]' 183,63 [180,60-186,66] 178,21[177,66-178,76]° 116,86 [116,04-117,68]'
CB1505 818,17 [815,81-820,53]° 330,54 [327,56-333,52]Y 165,42 [163,18-167,66]1 212,28 [211,16-213,40]°
CB1517  281,19[279,30-283,08]" 278,20 [275,77-280,63]"  170,93[170,06-171,80]° 143,06 [142,07-144,05]"
CB1531 686,12 [684,43-687,81] 216,78 [214,89-218,67]° 159,01 [156,55-161,47]" 186,42 [185,18-187,66]
CB1541  320,88[319,19-322,57] 208,37 [207,03-209,71]  168,56[167,32-169,80] 165,33 [164,46-166,20]

CFT: Compostos fendlicos totais; FVT: Flavonoides; AA: Acido ascoérbico; CT: Carotenoides totais. EAG: equivalente de &cido gélico; EQ:
equivalente de quercetina; EBC: equivalente de beta caroteno.

Média [intervalo de confianga 95%]

Médias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si estatisticamente pela anélise do intervalo de confianga com 95% de confianca. (a=
0,05).
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Figura 2. Representacao gréafica do intervalo com 95% de confianca do Contetudo de compostos fendlicos totais (mg EAG
100g™), flavonoides totais (mg EQ 100g™), acido ascérbico (mg 100g™) e carotenoides totais (mg EBC 100g™) em linhagens
de pimentas cabacinha e dedo-de-moca amarela (a= 0,05).
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Os valores encontrados, também coincidem com os reportados nos
trabalhos de Chuah et al. (2008) e Deepa et al. (2007) com teores de
compostos fenolicos totais variando na faixa de 400,00 a 1200,00 mg EAG
100g™ de extrato de pimentas do género Capsicum.

Vasco e colaboradores (2008) sugeriram uma classificacdo para os
frutos de acordo com o teor de compostos fendlicos: baixo (<100 mg EAG
100g™), médio (100=500 mg EAG 100g™) e alto teor (>500 mg EAG 100g™).
Seguindo essa classificacdo considera-se que a linhagem DM1439
apresenta baixo teor de compostos fendlicos, ja as linhagens CB1531,
CB1505 e DM1433 disponibilizam alta concentracdo desses compostos
bioativos em sua composicdo. As demais linhagens sdo consideradas como
frutos de médio teor de compostos fendlicos.

As linhagens DM1441 e CB1505 apresentam conteudo de flavonoides
totais superiores as demais (p<0,05) com 380,07 [378,16-381,98] mg EQ
100g™ e 330,54 [327,56-333,52] mg EQ 100g™, respectivamente. Apesar da
literatura ndo disponibilizar informacgdes suficientes sobre a composi¢cao de
flavonoides de pimentas do género Capsicum, os valores encontrados nas
linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-moca amarela sé&o
estatisticamente representativos, indicando que esta classe esta presente
em todas as linhagens estudas em concentragdes significativas. Em estudos
realizados por Loizzo et al. (2013) com duas cultivares de pimentas do
género capisicum, foram encontrados teores de flavonoides de 4,40 e 3,70

mg EQ 100g™. Diante dos resultados, constata-se que no presente estudo
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os teores de flavonoides encontrados foram muito superiores aos reportados
pelos autores supracitados.

Sabe-se que a determinacéo dos flavonoides é de suma importancia
para a tabela nutricional devido, devido as suas propriedades quimicas e
nutricionais. Conhecer o teor desse composto nas linhagens de pimentas,
possibilitara estimar quanto um individuo ira ingerir de flavonoides ao
consumir esses frutos quando cultivado.

O teor de acido ascérbico é significativamente maior nas linhagens de
pimenta cabacinha CB1204 (178,21 [177,66-178,76] mg 100g™) e CB1517
(170,93 [170,06-171,80] mg 100g™), respectivamente, logo p<0,05. Nota-se
que os valores de acido ascorbico das linhagens de pimenta cabacinha e
dedo-de-moca amarela sdo semelhantes aos valores encontrados por
Zhuang et al. (2012) e Eggink et al. (2012) na avaliacdo de cultivares de
pimentas do género Capsicum, com variacdo de acido ascérbico de 93,00 a
393,00 mg 100g™ no primeiro estudo, e 137,90 a 247,10 mg 100g™ no
segundo, j& no presente estudo essa variacdo se deu de 93,17 [91,93-94,41]
mg 100g™ a 178,21[177,66-178,76] mg 100g™. Em outro estudo realizado
por Carvalho et al. (2015) a concentracao de &cido ascérbico encontrada foi
de 82,55 a 264,13 mg 100g™.

E recomendado que um individuo adulto de ambos os sexos ingira
diariamente 45,00 mg de vitamina C. Também é recomendado a ingestédo
diaria de 55,00 mg dessa vitamina para gestantes, 70,00 mg para lactantes e

de 30 a 35mg para criancas de 1 a 10 anos (Brasil, 2005).
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Contudo, é estabelecido que um alimento s6 devera ser considerado
“fonte” ou com “alto conteudo” de vitaminas, se este contiver no minimo 15%
ou 30% da IDR (Ingestdo Diaria Recomendada), respectivamente (Brasil,
2012). Dessa maneira, respeitando a classificacdo estabelecida, todas as
linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-moca amarela podem ser
consideradas com “alto conteudo” de vitamina C.

Os carotenoides sdo 0s principais pigmentos encontrados em
pimentas
Capsicum, e também o0s principais responsaveis pela variabilidade de sua
coloracdo (Deli et al., 2001). O conteudo de carotenoides totais, expresso
em B-caroteno, variou de 96,44 [95,69-97,19] mg EBC 100g* a 212,28
[211,16-213,40] mg EBC 100g™. A linhagem CB1505 de pimenta cabacinha
apresentou teor de carotenoides superior as demais, por outro lado, a
linhagem DM1439 da pimenta dedo-de-moga contém este composto em
concentragdo significativamente menor. Verificou-se que os teores de
carotenoides totais determinados nos frutos sdo superiores aos valores
reportados por Zhuang et al. (2012), Carvalho et al. (2014) e Carvalho et al.
(2015), cujo intervalo foi de 8,53 a 114,48 mg EBC 100g™, 2,99 48 a 67,49
mg EBC 100g™ e 5,98 a 134,99 mg EBC 100g™, respectivamente. Com isso,
pode-se dizer que o teor de carotenoides encontrado nas linhagens de
pimentas do presente estudo s&o superiores ao encontrado em muitas
hortalicas, com teores representativos desse composto como tomates,

cenoura, alface, espinafre e brécolis (Reif et al., 2013).
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Segundo a classificacéo feita por Rodriguez-Amaya et al. (2008) séo
considerados como fontes brasileiras ricas em carotenoides os alimentos
que contém mais de 20,00 ug g* desse composto em sua composicao.
Portanto, baseado nos valores encontrados, considera-se que as linhagens
de pimentas cabacinha e dedo-de-moca amarela s&o frutos ricos em
carotenoides.

A tabela e grafico 3 mostram que houve diferenca significativa na
atividade antioxidante das linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-moca
amarela, analisadas frente a mesma metodologia de quantificacdo. O
potencial antioxidante expresso em ICsy apresentou-se significativamente
maior nas linhagens de pimenta cabacinha, indicando que estas possuem
maior acdo doadora de elétrons frente aos radicais DPPH (3,52 [3,02-4,02] a
4,33 [3,96-4,70] mg g), acido hipocloroso (3,44 [3,07-3,81] a 4,11 [3,69-
4,53] mg g%) e taurina cloramina (6,08 [5,91-6,25] a 7,55 [7,32-7,78] mg g™).

Nos estudos efetuados por Melo e colaboradores (2008), os autores
sugerem que o percentual de sequestro para atividade antioxidante seja
classificada em forte (capacidade de sequestro>70%), moderada
(capacidade de sequestro 50=70%) e fraca (capacidade de sequestro<50%).
Assim, considerando que as linhagens de pimenta cabacinha e dedo-de-
moca amarela apresentaram percentual de captura acima de 70%, deve-se
considerar que estas possuem forte capacidade de inibicdo frente aos
radicais DPPH, acido hipocloroso e taurina, classificando-as como um

alimento com forte potencial antioxidante.
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Tabela 3. Atividade antioxidante pelo ensaio da captura do radical DPPH,
acido hipocloroso (HOCI/OCI) e taurina cloramina, expressos em ICso mg g™,
em linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-moca amarela.

Amostras DPPH HOCI/OCI TAURINA
DM1404 6,28 [5,66-6,90* 5,94 [5,37-6,51]% 9,02 [8,91-9,13]°
DM1427 5,62 [4,73-6,51 5,54 [4,67-6,41]% 8,40 [8,12-8,68]°
DM1433 5,28 [4,53-6,03]*" 4,96 [4,02-5,90]*"¢ 8,65 [8,47-8,83]°
DM1439 5,12 [4,33-5,92]*>9 5,04 [4,17-5,90]*" 8,14 [7,80-8,48]°
DM1441 6,44 [5,60-7,28* 6,25 [5,43-7,07]% 9,17 [8,94-9,40°
CB1204 4,33 [3,96-4,70]>¢ 4,11 [3,69-4,53]"¢ 7,55 [7,32-7,78]°
CB1505 3,52 [3,02-4,02]° 3,44 [3,07-3,81]° 6,08 [5,91-6,25]"
CB1517 4,21 [3,71-4,71]>¢ 4,07 [3,62-4,52]°¢ 7,21[6,81-7,61]°
CB1531 3,67 [3,05-4,29° 3,53 [2,96-4,10] 6,35 [6,18-6,52]%°
CB1541  3,96[ 3,41-4,51]°Y 3,89 [3,27-4,51]°¢ 6,80 [6,52-7,08]°

Média [intervalo de confianga 95%]

Médias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si estatisticamente pela anélise
do intervalo de confianga com 95% de confianc¢a. (a= 0,05)

Figura 3. Representacdo grafica do intervalo com 95% de confianca da
atividade antioxidante pelo ensaio da captura do radical DPPH, acido
hipocloroso e taurina cloramina, expressos em ICso mg g, em linhagens de

pimentas cabacinha e dedo-de-moca amarela (a= 0,05).
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Considerando os resultados obtidos, pode-se dizer que os metabolitos

secundarios como os compostos fendlicos e a vitamina C sdo os principais
responsaveis pelo potencial antioxidante das linhagens de pimentas,
mostrando que, muitas vezes, é o sinergismo desses compostos naturais

gue proporciona a significativa atividade antioxidante.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados mostraram a variabilidade de compostos bioativos e
atividade antioxidante em linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-moca
amarela com destaque para os teores de compostos fendlicos, acido
ascorbico e carotenoides. Entre as linhagens, a CB1505 e CB1531 da
pimenta cabacinha, e DM1433 da pimenta dedo-de-moca amarela foram as
que apresentaram o perfil promissor de alimento funcional, considerando a
CB1505 como a linhagem de maior concentracdo de compostos quimicos
com propriedades bioativas.

Desta forma, as linhagens de pimentas, por apresentarem perfil mais
promissor de alimento funcional, poderiam se tornar cultivares e terem seus
frutos consumidos in natura ou processados em forma de subprodutos, e
assim, contribuir para ingestdo diaria de substancias com propriedades
nutricionais e antioxidantes que atuam no sistema fisiolégico de forma

benéfica.
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Resumo
O objetivo deste estudo foi conhecer o perfil de compostos fendlicos das

linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-moca amarela para que estes
materiais sejam introduzidos na agricultura brasileira como cultivares. A
identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada: pela comparacdo do
tempo de retencdo e espectro de absor¢cdo do UV/Vis dos padrbes
analiticos, e pela similaridade dos espectros de absor¢cdo do UV/Vis da
classe quimica. Quatro compostos foram identificados por comparacdo com
0 padrdo analitico: naringina (CB1204 e DM1433), naringenina (DM1433),
acidos galico (DM1433) e acido p-cumarico (CB1531, DM1439 e DM1433).
Oito compostos fendlicos foram identificados por similaridade dos espectros
de absorcdo UV/Vis caracteristicos da classe quimica e expressos como o
composto representante da classe: trés compostos derivados do &cido
hidroxibenzoico, um derivado do acido hidroxicindmico, dois derivados das
flavonas e dois derivados dos flavondis. Os niveis de compostos fendlicos
foram mais altos nas linhagens DM1433 e CB1204, respectivamente. Entres
as linhagens estudadas as pimentas CB1204 e DM1433 foram as que
apresentaram o melhor perfil de compostos fendlicos, portanto, do ponto de
vista nutricional, estas duas linhagens podem ser cultivadas e introduzidas
na agricultura brasileira como pimentas de alto teor de compostos fendlicos.

Palavras-chave: Capsicum, linhagens, compostos fenolicos, HPLC-DAD e
pimentas.
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1 Introducéo

As pimentas do género Capsicum apresentam um importante nicho de
mercado para o agronegoécio mundial, associado principalmente, ao seu uso
na culinaria como temperos. No entanto, estes frutos também vém sendo
altamente aproveitados pelas industrias alimenticias, farmacéuticas,
odontologicas e cosméticas (2,3). No Brasil o mercado para pimentas é
bastante dinamico, devido ao amplo consumo destes frutos em todas as
regides do pais. Além disso, o mercado brasileiro € movimentado pela
exploracdo de novos tipos de pimentas, com o intuito de desenvolver novas
cultivares, através do programa de melhoramento genético que atendam as
demandas dos agricultores, indastrias e dos consumidores com o0
desenvolvimento de produtos com grande valor agregado (4).

As pimentas Capsicum sdo consideradas um alimento funcional,
devido a sua composicdo quimica e propriedades biologicas. Sao frutos de
elevado valor nutricional, ricos em vitaminas (B1, B2 e niacina), compostos
fendlicos (acidos fendlicos e flavonoides), capsaicinoides (capsaicina) e
outros metabolitos secundarios, altamente benéficos a saude. Também séo
consideradas fontes naturais de substancias antioxidantes como as
vitaminas A, C e E, carotenoides e antocianinas (3,5).

As pimentas possuem diversas propriedades: antioxidantes,
analgésicas, afrodisiacas, energéticas, antiflamatéria, antidepressiva,
termogénica, vasodilatadora e anticancerigena (3,5,6). Estudos apontam que

0os antioxidantes de pimentas auxiliam na prevencdo de doencas
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degenerativas como o cancer, as doencas cardiovasculares, a catarata, o
mal-de-Parkinson e o mal-de-Alzheimer, por sequestrarem radicais livres (7).

Ha evidéncias que os efeitos benéficos a saude, estimulados pelo
consumo de pimentas do género Capsicum, esta relacionado, além dos
antioxidantes, as propriedades dos compostos fendlicos (8). No entanto, a
literatura até o momento, ndo dispde de dados a respeito do perfil de
compostos fenolicos em pimentas, citando apenas o teor de compostos
fendlicos totais nestes frutos. Com isso, este trabalho teve como objetivo
identificar e quantificar os compostos fendlicos das linhagens de pimentas
cabacinha e dedo-de-moca amarela, com o intuito de torna-las futuramente

uma cultivar caracterizada como alimento funcional.

2 Material e Métodos
2.1 Reagentes e solucdes

Foram utilizados padrdées analiticos puros (295%, Sigma Aldrich e
Chromadex) acido galico, acido protocatecuico, acido clorogénico, acido
caféico, acido siringico, acido p-cumarico, acido elagico, acido ferulico, acido
trans-cinamico, rutina, naringina, quercetina, eriocitrina, narirutina,
quercitrina, hesperidina, resveratrol, luteolina, naringenina, kaempferol,
hesperitina, nobiletina e tangeritina. Os reagentes (acetonitrila, metanol,
acetato de etila e acido férmico) utilizados nos experimentos sao de grau
HPLC (J. T. Baker) e as solu¢des foram preparadas com agua deionizada
ultrapura, obtida de um sistema UV Q-3 direto (Sistema Mili-Q de purificacéo

de agua, Millipore Inc., USA).
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2.2 Amostras de pimentas

Foram avaliadas quatro linhagens de pimenta cabacinha (CB1204,
CB1517, CB1531 e CB1541) e cinco linhagens de pimenta dedo-de-moca
amarela (DM1404, DM1427, DM1433, DM1439 e DM1441) com quatro
repeticbes (R1, R2, R3 e R4) de cada pimenta, fornecidas pelo grupo de
pesquisa de melhoramento genético do Instituto Federal Goiano, Campus
Creres, localizado na cidade de Ceres, Goias.

As linhagens foram obtidas pelo método de melhoramento genético
descendente de uma Unica semente (Single Seed Descente-SSD) a partir de
dois acessos, um de cada tipo de pimenta, do Banco Ativo de Germoplasma

de Capsicum-BAG.

2.3 Preparo da amostra

Os frutos foram colhidos maduros e as sementes foram extraidas,
secas em estufa por 48,0 h a 38 °C, e armazenados em refrigerador a 4 °C.
Foram realizados cinco ciclos de autopolinizagdo com duracédo de 6 meses
cada ciclo de melhoramento. Apds os tratamentos, as linhagens foram
testadas a campo aberto para a producao dos frutos.

Os frutos foram coletados maduros, secos em estufa a vacuo (39 °C),
trituradas em micro moinho e armazenadas em condi¢cdes adequadas até a

realizacdo dos ensaios.

2.4 Extracdo de compostos fendlicos
A extracdo dos compostos fenolicos das linhagens de pimenta foi

realizada de acordo com a metodologia descrita por Zimmer et al. (9), com
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modificacdes. As pimentas foram submetidas a sucessivas extracées com
etanol absoluto na concentracdo 0,4 g mL™, durante 4,0 h com evaporacao
do solvente a 70 °C. Posteriormente os frutos foram submetidos a extracdo
sob agitacdo, em vortex, por 2,0 minutos e em banho ultrassom por 20,0
minutos, seguido de filtracdo a vacuo e centrifugacéo (15,0 minutos, 32258 x
g). Os sobrenadantes dos extratos foram coletados, armazenados em
frascos de vidro e congelados a 4 °C durante 24,0 h até a realizacdo dos

ensaios.

2.5 Extracdo em fase soélida

Para a limpeza dos extratos foram realizados ensaios preliminares
com diferentes concentracdes de extratos de pimentas até que se
alcancasse a concentracdo final de 0,4 g mL em condi¢des ideais de
ensaios. Os extratos de pimentas (1,0 mL) foram introduzidos no cartucho
Spe-ed™ C18, 500 mg, 6 mL (Applied Separations, USA), previamente
condicionado com metanol:agua (95,0:5,0%, v/v), e posteriormente
coletados. Em seguida, aplicou-se 4,0 mL de solucdo de metanol:dgua
(95,0:5,0%, v/v) no cartucho que foram coletados e juntado aos extratos
eluidos. Logo depois, foi realizada a evaporacdo do solvente dos extratos
sob fluxo de nitrogénio, e os extratos foram reconstituidos em agua, Seguido
da filtragdo em membranas, utilizando discos de ultrafiltragédo de celulose
regenerada 25,0 mm, poro de 0,20 um (Chromafil Xtra, Alemanha) para

injecao no sistema cromatografico.

2.6 Anélise cromatografica
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Para separacdo dos compostos fendlicos foi utilizado um
cromatografo liquido com detector de arranjo de diodos Acquity ARC
(Waters, USA), coluna de BEH X-Bridge C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) e coluna
de guarda (20 x 4,6 mm, 5 um). As condi¢cdes cromatograficas foram
estabelecidas de acordo com a metodologia descrita por Melo et al. (10) e
Bae et al. (15). A fase movel utilizada foi constituida por uma mistura de dois
solventes: agua:acido formico (99,9:0,1%, v/v) como solvente A e
acetonitrila:acido férmico (99,9:0,1%, v/v) como solvente B, vazéo de 1,0 mL
min™, temperatura da coluna de 28 °C, volume de injecdo de 20 pL e
gradiente de 5,0-7,0% de acetonitrila:acido férmico (0,0-7,0 min), 7,0-20,0%
(7,0-50,0 min), 20,0-45,0% (50,0-70,0 min) e 45,0-100% (70,0-80,0 min),
permanecendo por 10 min. A detecc¢éo foi monitorada em comprimentos de
onda com varredura de 200-400 nm e os cromatogramas adquiridos em 255

e 280 nm.

2.7 Avaliacédo do perfil dos compostos fendlicos

Para a identificacdo dos compostos fendlicos nas linhagens de
pimentas, os extratos foram injetados no HPLC-DAD, em triplicata, e
analisados com base no tempo de retencao e no perfil dos espectros UV/Vis,
por comparacdo com os padrdes analiticos de acidos fendlicos (acido galico,
acido protocatecuico, acido clorogénico, acido caféico, acido siringico, acido
p-cumarico, &cido elagico, acido ferdlico e &cido trans-cinamico) e
flavonoides (rutina, naringina, quercetina, eriocitrina, narirutina, quercitrina,
hesperidina, resveratrol, luteolina, naringenina, kaempferol, hesperitina,

nobiletina e tangeritina). Os compostos fenolicos que n&do foram identificados
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pelos critérios supracitados, foram detectados pela similaridade dos
espectros UV/Vis caracteristico da classe quimica (12).

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos, foram elaboradas e
injetadas no cromatografo curvas de calibracdo com seis concentracdes
(2,0; 5,0; 10,0; 15,0; 25,0 e 50,0 pg g*), em triplicata, do &cido cafeico,
gélico, siringico, elagico, p-cumarico, hesperidina, quercetina, naringina,
naringenina e tangeritina (anexo 1 e 2). Os compostos fendlicos identificados
pela similaridade dos espectros UV/Vis da classe quimica foram
quantificados segundo Mesquita e Monteiro (12), com construcdo de curvas

de calibracdo dos compostos representantes da classe.

2.8 Exatidao ou ensaio de recuperacao

O ensaio de recuperacdo avalia a exatiddo de um método, pois
estima a recuperacdo de um determinado analito em relacdo a quantidade
real presente na amostra. Baseado nesta informacéo, a exatidao foi avaliada
de acordo com os protocolos internacionais de validagéao (13,14).

Para a realizacdo do ensaio de recuperacdo foi feito um spike no
extrato da pimenta DM1433, que foi fortificada em trés niveis de
concentracdo do &cido p-cumarico: baixo (2,00 ug g*), médio (15,00 pg g™)

e alto (50,00 pg g*), com trés réplicas em cada nivel.

2.9 Andlise estatistica dos dados
Os dados foram avaliados pela média, desvio padréo, coeficiente de
variacdoe pela analise de componentes principais (ACP) de uma matriz de

correlacdo dos valores da concentracdo de compostos fenolicos em nove
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amostras de pimentas e oito variaveis, considerando apenas as variaveis
com correlagao (rotate component matrix) = 0,5, usando o programa

estatistico ORIGIN 10.0, 2018.

3. Resultados e Discusséo

Os compostos fenolicos foram identificados nas linhagens de
pimentas: por comparacdo dos tempos de retencdo e dos espectros de
absorcdo UV/Vis com os padrfes analiticos puros ou pela classe quimica,
baseado na similaridade dos espectros de absorcdo e seus respectivos
comprimentos de onda maximo, caracteristicos de cada classe quimica.

De acordo com a figura 1, o cromatograma do pool de padrdes puros,
usado para a identificacdo dos compostos fenolicos nos extratos de
pimentas apresentaram uma boa resolucdo de separacéao.

As figuras 2, 3, 4 e 5 representam 0s cromatogramas tipicos dos
extratos de pimenta cabacinha, cujo 12 picos de compostos fendlicos foram
identificados, sendo 6 picos na linhagem CB1204, 1 pico nas linhagens
CB1517 e CB1541, e 3 picos na linhagem CB1531. Nas figuras 6, 7, 8, 9 e
10, nota-se que dos 12 picos foram identificados nos extratos de pimenta
dedo-de-moca amarela, sendo 1 pico na linhagem DM1404, 9 picos na
DM1433, 3 picos na DM1439 e 2 picos na DM1441. A pimenta DM1427 n&o
apresentou nenhum pico identificado. Nota-se que os cromatogramas das
linhagens de pimentas séo diferentes entre si, quanto ao niumero de picos,

namero de compostos e tempo de retencdo dos mesmos.
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Figura 1. Cromatograma do pool de padrbes de acidos fendlicos e flavonoides a 280 nm: &cido galico (1), acido
protocatecuico (2), acido clorogénico (3), acido cafeico (4), acido siringico (5), acido p-cumarico (6), acido elagico (7), rutina
(8), naringina (9), quercetina (10), acido trans-cinamico (11), acido ferulico (12), eriocitrina (13), narirutina (14), quercitrina
(15), hesperidina (16), resveratrol (17), luteolina (18), naringenina (19), kaempferol (20), hesperitina (21), nobiletina (22) e
tangeritina (23).
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Figura 2. Cromatograma tipico da linhagem de pimenta cabacinha CB1204.

LR IR B AL AL I UL L I L L L L B T T T T T T T L L L
0N a0 1000 1500 200 2500 000 300 4000 500 5000 500 6000 65.00 7000 7300 8000 85.00



101t E

i} E

L0 *5

1 = 1 2

g :

%u.nus-

100

0003

L1 O 1N 5 1 T4 N N 1 {1 TN -4 N 1 1 N4 1 O
Hinutes

Figura 3. Cromatograma tipico da linhagem de pimenta cabacinha CB1517.
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Figura 5. Cromatograma tipico da linhagem de pimenta cabacinha CB1541.
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Figura 6. Cromatograma tipico da linhagem de pimenta dedo-de-mog¢a amarela DM1404.
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Figura 7. Cromatograma tipico da linhagem de pimenta dedo-de-moca amarela DM1427.
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Figura 9. Cromatograma tipico da linhagem de pimenta dedo-de-mog¢a amarela DM1439.
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Figura 10. Cromatograma tipico da linhagem de pimenta dedo-de-moca amarela DM1441.
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A tabela 1 mostra que foram identificados 12 compostos nos extratos
de pimentas cabacinha e dedo-de-moca amarela, sendo 2 flavanonas
(naringina e naringinina), 1 acido hidroxicindmico (&cido p-cumérico) e 1
acido hidroxibenzoico (acido galico), por comparacdo do tempo de retencéo
e do espectro de absorcdo UV/Vis com os padrdes analiticos. Além disso,
foram identificados por classe quimica, 3 compostos da classe do acido
hidroxibenzoico, 1 composto da classe do acido hidroxicinamico, 2 da classe
das flavonas e 2 da classe do flavondis, todos identificados por semelhanca
dos espectros de absor¢do UV/Vis, conforme anexo 3.

O acido p-cumarico foi identificado no pico 6 das pimentas CB1531,
DM1433 e DM1439, enquanto que, o acido galico (pico 1) e a naringenina
(pico 12) foram encontrados apenas na linhagem DM1433. A naringina (pico
10) foi encontrada nas linhagens CB1204 e DM1433.

Para a classe do acido hidroxibenzoico, 0 pico 5 possui espectro de
absorcao tipico do acido protocatecuico (260-290 nm), e esta presente em
todas as linhagens de pimentas, exceto na linhagem DM1427. Os picos 3
(CB1204 e DM1433) e 4 (DM1433) apresentam espectros de absorcéo
tipicos dos &cidos siringico e gélico, respectivamente, com absor¢cado maxima
na faixa de 260 a 270 nm.

Para a classe do acido hidroxicinamico, o pico 2 com espetros de
absorcdo caracteristico do acido p-cumarico, foi encontrado em todas as
linhagens de pimentas dedo-de-moga amarela, exceto na DM1427 e na
linhagem CB1204 da pimenta cabacinha, com absor¢do maxima entre 291 a

303 nm. Nota-se que a maioria destes compostos sofreram um desvio
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Tabela 1. Compostos fendlicos identificados nas linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-moca amarela.

Absorcéo UV/Vis (nm)

Pico Composto Tr (min) Classe quimica
A maximo
1 Acido galico 5,65 + 0,05 Acido hidroxibenzoico 270
2 Derivado do acido p-cumérico 6,38 + 0,02 Acido hidroxicinamico 322
3 Derivado do acido siringico 6,80 + 0,02 Acido hidroxibenzoico 270
4 Derivado do acido gélico 9,42 + 0,03 Acido hidroxibenzoico 270
5 Derivado do acido protocatecuico 20,77 £ 0,07 Acido hidroxibenzoico 255
6 Acido p-cumaérico 31,19 £ 0,02 Acido hidroxicinamico 322
7 Derivado de tangeritina 32,16 + 0,03 Flavona 322
8 Derivado de tangeritina 37,44 + 0,04 Flavona 322
9 Derivado de quercetina 48,67 + 0,11 Flavonol 255
10 Naringina 50,47 + 0,30 Flavanona 280
11 Derivado de quercetina 59,76 + 0,01 Flavonol 255
12 Naringenina 65,52 + 0,07 Flavanona 280

Tr: tempo de retengcéo do composto.
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hipsocrébmico em relacdo ao &cido p-cumarico (A= 308,8 nm), devido a
presenca de hidroxilas e/ou metoxilas nas posi¢cdes 3 e 4 do anel aromatico
(15).

Para a classe das flavonas, os picos 7 e 8 da linhagem CB1204
apresentaram espectros de absorcdo caracteristico da tangeritina, com
absorcdo maxima de 304 a 350 nm na banda | e de 240 a 280 nm na banda
[I. Os compostos derivados da classe dos flavonois, picos 9 e 11 das
linhagens CB1531 e DM1433, respectivamente, apresentaram espectro de
absorcdo maxima de 352 a 385 nm na banda | e de 240 a 280 nm na banda
II, bem caracteristico de flavon6is como a quercetina (11,12,16). Observar-
se que os compostos derivados da classe das flavonas e dos flavondis
sofreram deslocamento hipsocrdmicos, decorrentes da metilacdo ou
glicosilacdo dos grupos hidroxilas nas posicdes 3, 4 ou 5 dos anéis
aromaticos destes compostos (15).

Além da naringina e da naringenina, ndo foram encontrados outros
compostos derivados da classe das flavanonas nas linhagens de pimentas.
Vale ressaltar que todos os compostos identificados por classe quimica nao
tiveram suas identidades confirmadas, devido a falta de padrbes analiticos
para cada composto fendlico.

A tabela 2 mostra que a linhagem DM1433 foi a que apresentou maior
teor de 4cido galico (1850,41 + 6,59 pg g™), acido p-cumarico (278,27 + 2,00
ug g), Naringina (318,18 + 3,02 ug g*) e naringenina (195,01 + 3,05 pg g2),

nos picos 1, 6, 10 e 12, respectivamente.
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Tabela 2. Teor de compostos fendlicos nas linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-moca amarela.

Concentracdo pg g™

Pico Composto A ”("r?r’;')mo CB1204 CB1517 CB1541
1 Acido galico 270 - - -
2 Derivado do &cido p-cumarico 322 324,35 + 5,97 - -
3 Derivado do &cido siringico 270 - - -
4 Derivado do &cido gélico 270 - - -
5 Derivado do &cido protocatecuico 255 360,45 £ 2,21 6,35+0,11 47,88 + 1,52 -
6 Acido p-cumarico 322 - - 216,46 + 1,04 -
7 Derivado de tangeritina 322 81,99 + 1,06 - - -
8 Derivado de tangeritina 322 60,62 + 0,79 - -
9 Derivado de quercetina 255 - - -
10 Naringina 280 273,83+ 2,29 - - -
11 Derivado de quercetina 255 - - 162,67 £ 3,78 -
12 Naringenina 280 - - -

i Concentracéio pg g™
10 DM1404 DM1427 DM1433 DM1439 DM1441
1 - - 1850,41 + 6,59 - -

2 - - 22,84 £ 0,96 168,55 + 1,96 44,36 £ 0,43
3 - - - - -
4 - - 9,18 £ 0,31 - -
5 - - 3,49 £ 0,05 14,87 + 0,02 15,05 + 0,01
6 - - 278,27 + 2,00 198,14 + 0,91 -
7 - - - - -
8 - - - - -
9 - - 259,59 + 7,26 - -
10 - - 318,18 + 3,02 - -
11 - - - - -
12 - - 195,01 + 3,05 - -

Média + desvio padrao
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A linhagem CB1205 foi a que apresentou a maior concentracdo de
compostos derivados da classe do acido hidroxibenzoico (pico 5) e da classe
do &cido hidroxicinamico (pico 2) com 360,45 + 2,21 ug g* e 324,35 + 5,97
Hg g, respectivamente.

Entre os compostos derivados da classe das flavonas, o pico 7 da
pimenta CB1204 foi a que apresentou maior teor (81,99 + 1,06 ug gt). Ja a
linhagem DM1433 (pico 9) apresentou a maior concentracdo dos compostos
derivados da classe dos flavonois com 259,59 + 7,26 ug g™.

Atualmente existem poucos relatos na literatura a respeito da
identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos em espécies de
pimentas Capsicum chinense e Capsicum baccatum, no entanto, estudos
com outras espécies de pimentas do género Capsicum, apontaram a
presenca de compostos fendlicos como acido galico, cafeico, clorogénico,
rutina, quercetina, apigenina, p-cumarico, vanilico, ferulico, elagico,
naringina, catequina, miricetina, chavicina, piridina, piperidina, piperina,
acido siringico e acido sinapico (18-22), alguns deles corroboram com o0s
compostos encontrados nas linhagens avaliadas, outros néo foram
detectados, possivelmente por se tratar de espécies diferentes, linhagens
obtidas pelo método de melhoramento genético e condicdo de cultivo

diferentes.
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Analisando individualmente os componentes principais e a influéncia
das variaveis sobre estes (figura 1), pode-se observar que todos os
compostos derivados da classe do &cido hidroxibenzoico, &cido
hidroxicinamico, flavonas e flavanodis correlacionam-se positivamente com a
primeira componente principal, assim como os acidos gélico e p-cumarico, e
os flavonoides naringina e naringenina.

Para a segunda componente principal observa-se a formacédo de um
grupo que apresenta comportamento inverso, representado pelos flavandis,
derivados da classe do acido hidroxibenzoico, acido p-cumarico, acido gélico
e naringenina que se correlacionam negativamente com essa componente.
O segundo grupo formado pelos derivados da classe do acido
hidroxicinamico, flavonas e naringina se correlacionam positivamente com
essa componente.

A PC1 permitiu diferenciar as linhagens de pimentas que tiveram
influéncia dos compostos fendlicos detectados. A linhagem CB1204,
assentada no ponto central da primeira componente, e positivamente na
segunda componente, possui a presenca de compostos derivados da classe
das flavonas, do acido hidroxicinamico e da flavanona naringina. Nota-se
que essa linhagem apresenta perfil de compostos fendlicos diferente das
demais linhagens, caracterizando-o como a pimenta com o melhor perfil de

compostos fendlicos dentre as linhagens de pimenta cabacinha.
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A linhagem DM1433, estabelecida positivamente na primeira
componente e negativamente na segunda componente principal apresentou
perfil de compostos fendlicos com a presenca dos flavonoides naringina e
naringenina, dos &cidos gélico e p-cumarico, de compostos derivados da
classe dos flavonois e do acido hidroxibenzoico. Entre todas as linhagens de
pimentas estudadas, esta € a que possui 0 melhor perfil de compostos
fendlicos, considerando-a a linhagem com a maior presenca e teor desses
compostos.

As linhagens DM1441, CB1541, CB1517, DM1404 e DM1427,
localizadas negativamente na CP1 e na CP2, e as linhagens DM1439
(assentada negativamente na CP1 e positivamente na CP2) e CB1531
(localizada positivamente na CP1 e negativamente na CP2) apresentam
perfil de compostos fenolicos semelhantes entre si. No entanto, entre este
grupo as linhagens DM1439 e CB1531, foram as que apresentaram o maior
teor de compostos fendlicos.

A tabela 3, mostra os resultados de recuperagdo do processo de
extracdo de compostos fendlicos em trés niveis de concentracédo do acido p-
cumarico presente na amostra.

Tabela 3. Recuperacao do processo de extracdo de compostos fendlicos em
trés niveis de concentracdo do acido p-cumarico.

Concentracéo pg g™

Amostra Recuperada Acido p-cumérico % Recuperacdo CV
Nao fortificada 2,78+ 0,02 - - -

4,57 +£0,01 2,00 89,36 + 0,50 0,56

Fortificada 17,49 + 0,05 15,00 98,06 +0,36 0,37

51,23 £ 0,60 50,00 96,89 + 1,20 1,23
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De acordo com os protocolos internacionais de validacao, os valores
de recuperacdo da amostra estabelecidos como aceitaveis varia de 70 a
125% (13,14). Baseado nestas informacdes, observa-se que os valores
obtidos para todos os niveis de fortificacao (89,36-98,06%) se enquadram na
faixa estabelecida como aceitavel, considerando que todas as amostras de
pimentas tiveram uma boa recuperacdo no processo de extracdo. Portanto,
pode-se dizer que o processo de extracdo nao influenciou no perfil de
compostos fenolicos da amostra, mostrando que um bom nivel de preciséo e

exatiddo do método foi alcancado.

4 Consideracdes Finais

Os resultados mostraram que o &cido p-cumaérico foi identificado e
quantificado nas linhagens CB1531, DM1439 e DM1433. O &cido galico e a
naringenina foram detectados apenas na linhagem DM1433. J& o flavonoide
naringina foi identificado nas linhagens CB1204 e DM1433.

Os compostos derivados da classe do &cido hidroxibenzoico,
hidroxicinamico, flavonas e flavondis, ndo estdo presentes em todas as
linhagens de pimentas.

Entre as pimentas cabacinha, as linhagens CB1204 e CB1531 foram
as que apresentaram melhor perfil de compostos fendlicos e maiores niveis
destes compostos. Contudo, a linhagem dedo-de-moca amarela DM1433 foi
a que apresentou o melhor perfil e 0 maior teor de compostos fendlicos entre
todas as linhagens pimentas estudadas. Portanto, baseado no perfil de

compostos fenolicos, pode-se considerar que as pimentas CB1204 e
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DM1433 podem ser cultivadas e introduzidas na agricultura brasileira como

pimentas de alto teor de compostos fendlicos.
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CONSIDERACOES FINAIS

As linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-moga amarela
apresentam uma variabilidade de compostos primarios e secundarios na sua
composi¢do, destacando o alto teor de composto fendlicos, acido ascorbico
e carotenoides totais. As linhagens também apresentam elevada atividade
antioxidante, influenciada principalmente, pela vitamina C e pelos compostos
fendlicos como os flavonoides e os carotenoides. Entre as pimentas
estudadas, as linhagens DM1433 e CB1505 foram as que apresentaram a
maior concentragcado destes compostos bioativos.

Na andlise do perfil de compostos fendlicos das linhagens de
pimentas foram identificados e quantificados os acidos p-cumarico e galico,
e os flavonoides naringina e naringenina por comparagcao dos espectros com
os padrBes analiticos. Entre todas as linhagens, a pimenta dedo-de-moca
DM1433 foi a que apresentou o melhor perfil e maior teor de compostos

fenolicos.
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Desta forma, pode-se considerar que as linhagens de pimentas
cabacinha e dedo-de-moca amarela podem se tornar cultivares, do ponto de
vista nutricional, e torna-las disponiveis a mesa dos consumidores

brasileiros.
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ANEXO 3

Anexo 3. ldentificacdo e classificacdo de compostos fendlicos em linhagens de pimentas cabacinha e dedo-de-moca
amarela.

Pico Composto Tr Espectro de absor¢céo UV/Vis

Pimenta CB1204

0.0055 _6.406 Peak &

0.0050@
0,0045—2
0.0040%
0_0035—5

0.00307
0

2 Derivado do acido 6,40 £ 0,01 < 00025
p-Cumarico 1

0.00204

0.0015-5
0.0010@

0.00057

0.00004

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 200.00 210.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 280.00 390.00
nm
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3

Derivado de acido
siringico

6,81+ 0,01

<

6.800 Peak 6

0.0018

0.0016

0.0014

0.0012

0.0010

0.0008

0.0006

0.0004

0.0002-

0.0000

267.2

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 200.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00

nm

115




5

Derivado do acido 20,87 + 0,02
protocatecuico

AU

20.884 Peak 11

0.009

0.008

0.007

0.006

0.005

0.0044

0.0027

0.0024

0.001

0.000

260.1

292.2

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 200.00 210.00 320.00 330.00 340.00 350.00 260.00 370.00 280.00 390.00

nm

116




Derivado de
tangeritina

32,16 + 0,03

AU

32.131 Peak 13

0.000704
0.000654
0.000604
0.000559
0.000507
0.000451
0.000404
0.000351
0.000307
0.000251
0.000207
0.000154
0.00010
0.00005

0.000007

270.8

330.3

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 290.00

nm

117




Derivado de
tangeritina

37,44 + 0,04

AU

37.486 Peak 14

0.00055

0.000504

0.000454

0.00040

0.00035

0.00030

0.00025

0.000207

0.000151

0.000104

0.00005

0.000007

267.2

337.5

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 220.00 330.00 240.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00

nm
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50. 680FPeak 3

0.009+
0.008
2826

0.0077

0.006-

00057
10 Naringina 50,68+0,01 < .
0.0037
0.0027
3303

0.001

0.000+

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 210.00 320.00 230.00 340.00 350.00 260.00 370.00 280.00 390.00
nm

Pimenta CB1517

119



5

Derivado do acido 20,73 + 0,25
protocatecuico

2
<L

0.0024
0.0022—2
0.0020@
0.001 s
0.0016-2
0.0014
0.001 2
0.001 cr:
o_ooos—f
0.0006—5
0,0004—5
0_0002—5

0.0000

20.606 Peak 9

260.1

3411

3579

3781

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 200.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 280.00 390.00

nm

Pimenta CB1531
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5

Derivado do acido 20,71 + 0,03
protocatecuico

-]
=L

20.684 Peak 14

0.0040

0.0035

0.0030

0.00257

0.0020

0.00157

0.0010

0.0005

0.0000

260.1

292.2

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 240.00 350.00 360.00 370.00 380.00 330.00

nm
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6

Acido p-cumarico

31,20 £ 0,03

31.036 Peak 15

0.00070
0.00065
0.00060
000055
0.00050
0.00045
0.00040
0.00035
000030
0.00025{
000020
000015
0.00010
0.00005
0.00000

308.8

£31.7

-0.00005

24000 250,00 260 00 270 00 280 00 230 00 300 00 31000 32000 33000 340 00 35000 360 00 37000 38000 390 00

nm

122




11

Derivado de
guercetina

59,76 + 0,01

2
=d

59.761Peak 14

0_0038-2
0_0036-5
0.0034]
0_00325
0_00305
0_0028-2
0_0026—5
0.0024%
0_0022—5
0_00205
0.0018
0_00165
0.001 4—

0.0012]

255.3

363.8

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00

nm

Pimenta CB1541

123




5

Derivado do acido 20,79 + 0,02
protocatecuico

2
e

0.0010

20.809 Peak 5

0.0009+

0.0008

0.0007+

0.00067

0.0005

0.0004

0.00037

0.0002

0.00017

0.0000

2601

WW

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 380.00 370.00 380.00 390.00

nm

Pimenta DM1404

124




5

Derivado do acido 20,88 + 0,00
protocatecuico

<<

20.879 Peak 2

0.0008
0.0007
0.0006

0.0005

2 0.00047

0.0003
0.0002

0.0001-

260.1

0.0000

291.0

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 200.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 280.00 290.00

nm

Pimenta DM1427

Pimenta DM1433
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Acido galico

5,65+ 0,05

0.00304
0.0028-5
0.0026-5
n,noz4—f
0.0022—5
0.0020
0.001 s
0.001 e-f
0.001 4
0.001 2—:
000104
n,nms—f
o_oooﬁ—f
0.0004%
0_0002-5
0.0000-5

5711 Peak 5

270.8

240.00 250,00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 230.00 340.00 350.00 350.00 370.00 280.00 390.00

nm
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Derivado do acido
p-cumarico

6,39 + 0,02

2
<

6.355 Peak 6

0.00344
0.00324
0.00304
0.0028
0.00264
0.00244
0.0022
0.00204
0.0018
0.00164
0.00144
0.00124
0.00104
0.0008]
0.0006
0.0004
0.0002
0.00004

2945

240,00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00

nm
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3

Derivado do acido
siringico

6,78 + 0,05

2
<

6.718 Peak 7

0.0020

0.00181

0.0016+

0.0014+

0.0012

0.00104

0.0008+

0.0006+

0.00041

0.0002-

0.0000+

266.0

24000 25000 26000 27000 28000 29000 30000 31000 32000 33000 34000 35000 36000 37000 380.00 390 00

nm
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Derivado do acido
gélico

9,42 + 0,03

AU

9.408 Peak 8

0.0014

0.0012

0.0010+

0.0008

0.0006{

0.0004

0.0002-

0.0000

277.9

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 230.00 240.00 250.00 360.00 370.00 380.00 290.00

nm

129




Derivado do acido 20,70 £ 0,11
protocatecuico

-]
<

20.564 Peak 16

0.0050

0.0045

0.0040+

0.00357

0.00307

0.0025

0.0020+

0.0015

0.00107

0.00051

0.0000+

260.1

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00

nm

130




31.036 Peak 15

0.000704 308.8
0.000654
0.000604
0.00055-
0.000504
0.000454
0.000404
Acido p-cumarico 31,160,132 EEEEZE
: P31.7
0.000254
0.000204
0.000154
0.000104
0.000054
0.000004

-0.00005

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 260.00 370.00 320.00 390.00
nm

131



Derivado de
guercetina

48,67 £ 0,11

AU

0,0038—5
0_0036-5
0.0034]
0.0032%
0_00305
0,0028—5
0_0026—5
0.0024%
0_0022-5
0_00205
0.00184
0.001 aé

0.0014

0.0012]

48.672 Peak 14

255.3

363.8

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 290.00

nm

132




10

Naringina

50,26+ 0,10

-]
I

50.258 Peak 3

0.0094

0.008

0.007

0.006

0.005+

0.0044

0.0037

0.0027

0.0014

0.000+

2826

330.3

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 210.00 320.00 230.00 340.00 350.00 260.00 370.00 380.00 390.00

nm
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65.497 Peak 21

0.0020
0_0018-5
0_0016; 288.6
0_0014—5
0.0012%
12 Naringenina 65,51+ 0,07 2 0ooio]
D.DDDS%
0_0006—2
0_0004—2

0.0002|

0.0000

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00
nm

Pimenta DM1439

134



Derivado do acido
p-cumarico

6,36 = 0,01

Al

6.355 Peak 4

0.0016

0.0014+

0.0012-

0.00101

0.0008

0.0006

0.0004

0.0002

0.0000

231.7

2957

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00

nm

135




5

Derivado do acido 20,70 + 0,10
protocatecuico

o
<

20.649 Peak 14

0.00134

0.00124

0.00114

0.00104

0.0009

0.0008+

0.0007

0.0006+

0.00057

0.00044

0.0003+

0.0002-

0.00014

0.00007

260.1

2910

240,00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00

nm

136




6

Acido p-cumarico

31,20 £ 0,20

2
=

31.109 Peak 10

0.050

0.045

0.040

0.035

0.030

0.025

0.020+

0.015

0.010

0.005

0.000

308.8

24000 25000 26000 27000 28000 22000 30000 31000 32000 33000 340 00 350 00 360 00 37000 38000 39000

Pimenta DM1441

nm

137




Derivado do acido
p-cumarico

6,37 £ 0,01

6.380 Peak 9

0.0010

0.000%

0.0008

0.0007

0.0006

0.0005

0.00047

0.0003

0.0002

0.00017

0.0000

-0.00014

2945

240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00

nm

138




5

Derivado do acido 20,74 + 0,08
protocatecuico

2
<<

20.656 Peak 10

0.0018+

0.0016+

0.0014+

0.0012+

0.00101

0.0008+

0.0006

0.0004+

0.0002+

0.0000+

2613

2922

D NPAY NS N

240,00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00

nm

139



Anexo 4. Espectro de absorcao no UV/Vis dos acidos fendlicos e flavonoides.

ANEXO 4

Composto

Classe quimica

Tr
(min)

A maximo
(nm)

Espectro absorgcéo do UV/Vis

Acido galico

Acido
hidroxibenzoico

5,65+0,01

270

0.080

0.070

0.060

0.050

0.040

0.030

0.020

0.010

0.000

2708

240,00 250.00 260,00 270.00 230.00 290.00 300.00 310,00 320.00 330.00 340,00 350.00 36000 370.00 380.00 380,00

nm

140



Acido protocatecuico

Acido clorogénico

Acido
hidroxibenzoico

Acido
hidroxicinamico

10,54 + 0,01

18,64 £ 0,01

255

322

0.070

0.080

0.050

0.040

0.030

0.020

0.010

0.000

0.055-

0.050

0.045-

0.040

0.035-

0.030

0.025

0.020

0.015

0.010

0.005-

0.000

2589

2933

240‘.00 ZE-UI.UU 260‘.00 ZTUIDD ZSd.UD ZBUI.UU 300‘.00 310‘.00 SZDIDD SSd.UD 340‘.00 BE-DIUU 360‘.00 STDIDD SSd.UD 390‘.00

nm

238.8

3256

240.00 250,00 260.00 Z70.00 260,00 290,00 300.00 310.00 320,00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 30.00 330,00

nm

141



Acido caféico

Acido siringico

Acido
hidroxicinamico

Acido
hidroxibenzoico

21,94 + 0,02

23,05 +0,01

322

270

015
014
012
0.10

200
0.05
0.04
0.02

0.00

0.060
0.055
0.050
0.045
0.040
0.035

2 0030
0.025
0.020
0.015
0.010
0.005

0.000

235.2

322.0

240,00 25000 260.00 270.00 280,00 230,00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 38000 390.00

nm

2143

240,00 250,00 260.00 270,00 250.00 290,00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360,00 370.00 380.00 390,00

nm

142



Acido p-cumarico

Acido ferulico

Acido
hidroxicinamico

Acido
hidroxicinamico

31,38 + 0,03

36,36 + 0,03

322

322

0.20
018
016
014
012

F 010

0.08
0.05
0.04
0.02

0.00

308.8

240,00 250,00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 350.00 370.00 380.00 390.00

nm

0.140
0.130
0.120
0.110
0.100
00002340
0.080

3 0.070
0.060
0.050
0.040
0.030
0.020
0010
0.000

322.0

240,00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00

nm

143



0.0060
0.0055
0.0050
0.0045
0.0040
L 0.0035
Acido
Acido elagico hidroxibenzoico 37,64 + 0,18 255

0.0030

Al

0.0025

0.0020

0.0015

0.0010

0.0005

0.0000

362.9

24000 250,00 260,00 270.00 230,00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 34000 350.00 360.00 370.00 350.00 B0.00

nm

0.075
0.070
0.065
0.060
0.055
0.050
0.045
Rutina Flavonol 40,31 + 0,03 255 3222”
0.030
0.025
0.020
0.015

0.010

0.005

2553

3531

240.00 250.00 260.00 270.00 2B0.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 350.00 370.00 380.00 390.00

nm

144



Eriocitrina

Narirutina

Flavanona

Flavanona

40,77 + 0,03

48,22 + 0,04

280

280

0.035

0.030

0.025

0.020

0.015

0.010

0.005

0.000

0022

0.020

0.018;

0.016:

0.014

0.012:

0.010

0.008:

0.006:

0.004

0.002:

0.000

2838

240,00 250.00 260.00 270,00 280.00 230.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370,00 380.00 390.00

nm

2826

330.3

240,00 250.00 260.00 270.00 280.00 230.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00

nm

145



Quercitrina

Naringina

Flavonol

Flavanona

48,95 + 0,04

50,99 + 0,04

255

280

0110

0.100

0.080

0.080

0.070

0.060

0.050

0.040

0.030

0.020

0.010

0.070

0.060

0.040

0.030

0.020

0.010

0.000

2553

8.3

240,00 250.00 250.00 270.00 230.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 380.00 370.00 380.00 390.00
nm

28256

3291

240,00 250.00 250.00 270.00 230,00 280,00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 350.00 370.00 380.00 380.00
nm

146



Hesperidina

Resveratrol

Flavanona

Flavona

53,02 £ 0,03

56,08 + 0,01

280

322

0.024
0.022
0.020
0.018
0.016
0.014
o012
0.010
0.008
0.006
0.004
0.002

0.000

2838

0.0124

0011

00104

0.00¢

0.008

0.007
2 0,006

0.005

0.004

0.003

0.002

0.001]

0.000+

240,00 250.00 260,00 270,00 280,00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 36000 370.00 38000 390.00
nm

305.3

385.3

240,00 250.00 260.00 270,00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00
nm

147



Luteolina

Quercetina

0.060
0.0557
0.050
0.045]
0.040"‘
0.035

322 < 0030]

0.025]

u

Flavona 61,33 +£ 0,00

0.020
0.0157
0.010

0.0057

0.000-

71

L 0 B A 0 L B A B S B s B B S
240.00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00

nm

0.085-
0.080
0.085-
0.080
0.075
0.070
0.065-

Q 0.060

Flavonol 61,48 + 0,14 255

0.055
0.050
0.045
0.040
0.035

0.030

2542 363.8

24000 250.00 250.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 350.00 370.00 330.00 380.00
nm
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Acido trans-cinamico

Naringenina

Acido
hidroxicinamico

Flavona

62,53 + 0,03

65,67 £ 0,03

270

280

0.35 216.7
0.34-
0.32
0.30
0.28
0.26-
0.24
0.2z
0.20
2 018
0.16-
0.14-
012
0.10
0.08
0.06-
0.04-
0.02-
0.00

240,00 250.00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00

nm

240,00 250,00 260.00 270.00 280.00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00
nm
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363.8

020 2648

0.18:

0.16:

2014
kaempferol Flavonol 66,42 + 0,02 255

012
0.10
0.08.

0.06-

240,00 250.00 260.00 270.00 260.00 20.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00
nm

0.28
0.26-
0.24
0.2z
0.20
018
0.16-

Hesperitina Flavanona 67,16 = 0,02 280 e

0.10
0.08
0.06-
0.04-
0.02-
0.00

240,00 250.00 260.00 270.00 230.00 250,00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 380.00
nm
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0.16;
0.14
0.12.
0.10

2 008

Nobiletina Flavona 73,90 £ 0,01 322 .

0.04
0.02

0.00

0.26.
024
0.22
0.20
018
0.16:
014
Tangeritina Flavona 76,61 £ 0,01 322 2on
0.10
0.08.
0.06.
0.04.
0.02

0.00

2482

269.6

3339

240,00 250,00 250.00 270,00 280,00 280,00 300.00 310,00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 360,00 390.00

nm

27038

322.0

240,00 25000 260.00 270.00 280,00 290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00 350.00 360.00 370.00 380.00 390.00

nm
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