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RESUMO

COSTA, Luciene Mendonga da. Avaliagdo da atividade antioxidante e antimicrobiana do

género Capsicum. (Mestrado). Universidade Comunitaria Regional de Chapecd, 2007. 78p.

Avaliou-se a atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato bruto (EB) e fragdes hexanica
(FH), cloroformica (FC) e acetato de etila (FA) das pimentas malagueta (C. frutescens),
cambuci (C. baccatum var. pendulum ), cumari (C. baccatum var praetermissum) € pimentao
magali (C. annuum var. annuum). O EB foi obtido por extracdo liquido-liquido em solucao
hidro-alcoolica (etanol 96°GL) seguida de fracionamento pelo sistema de solventes com grau
de polaridade crescente, resultando em FH, FC e FA. Determinou-se a concentracdo de
capsaicinoides e fenolicos totais por espectrofotometria. A atividade antioxidante foi avaliada
pelo Sistema P-Caroteno/Acido Linoleico, ensaio do radical DPPH' -2,2-difenil-1-
picrilhidrazila e pela quantificagdo de substancias reativas ao acido 2-Tiobarbiturico —
TBARS em almondegas pré-cozidas. Avaliou-se a atividade antimicrobiana através da
Concentragao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM). As FC e FA
apresentaram maior concentracao de fenolicos totais e capsaicindides. A pimenta cumari foi a
espécie com maior concentragdo destes compostos. A melhor atividade antioxidante pelo
Sistema B-Caroteno/Acido Linoleico, foram obtidos pelo EB e FA da pimenta cambuci,
seguido do EB da pimenta malagueta. Pelo método DPPH a FC e FA apresentaram menores
valores de ECso, sendo a pimenta cumari e cambuci as mais efetivas. Pela metodologia do
TBARS, o melhor desempenho foi obtido pela FH da malagueta, seguida pela FC da cambuci.
A pimenta cumari apresentou para a FA e FC uma CIM de 1,25 mg/ml e CLM 1,5 mg/ml para
a L. monocytogenes. A pimenta cambuci foi a segunda mais efetiva com atividade bactericida
frente a S. typhimurium, C. perfringens e L. monocytogenes, sendo que a FA a mais efetiva,
com CIM e CLM de 5 mg/ml frente a S. typhimurium. A FH da pimenta malagueta apresentou
atividade bacteriostatica frente a S. typhimurium, L. monocytogenes e C. perfringens com
CLM de 5 mg/ml. O pimentdo obteve apenas atividade bacteriostatica frente a seis bactérias.
Estes resultados demonstram que a pimenta cumari, cambuci e malagueta podem ser
utilizadas como agentes antioxidantes e conservantes em alimentos, apresentando-se como
alternativa natural na garantia da qualidade do produto final.

Palavras-chave: Capsicum, antimicrobiano e antioxidante.

ABSTRACT
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COSTA, Luciene Mendonca da. Assessment of Antioxidant and antimicrobial activity of the

genus Capsicum. (Master’s). Universidade Comunitaria Regional de Chapeco, 2007. 78p.

The antioxidant and antimicrobial activity were evaluated to the crude extract (EB) and
hexane (FH), chloroform (FC), and ethyl acetate (FA) fractions, from the malagueta pepper
(C. frutescens), cambuci (C. baccatum var. pendulum), cumari (C. baccatum var
praetermissum) and magali pepper (C. annuum var. annuum). The EB was obtained by
extraction hydro-alcoholic, followed by fractioning with solvent system with increasing
polarity degree, resulting in FH, FC and FA. Capsicoids and total phenolics were determined
by spectrophotometry. Antioxidant activity was evaluated by the system - Carotene/Linoleic
Acid, radical DPPH" (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay and by quantification of
substances reactive to the acid 2-Thiobarbituric (TBARS) in precooked meat balls.
Antimicrobial activities were obtained by Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Lethal Concentration (MLC). The FC and FA showed higher concentration of total
phenolics and capsacinoids. Cumari pepper had the highest concentration of these
compounds. The better antioxidant activity by the B-Carotene/Linoleic Acid System was
obtained to cambuci pepper’s EB and FA, followed by malagueta’s EB. The DPPH method,
the FC and FA presented the lowest ECs, values, with cumari and cambuci peppers being the
most effective. The TBARS methodology, the better performance was obtained by
malagueta’s FH, followed by cambuci’s FC. The FA and FC from Cumari pepper showed
MIC of 1.25 mg/ml and MLC of 1.5 mg/ml for L. monocytogenes. Cambuci pepper was the
second most effective with bactericidal activity against S. typhimurium, C. perfringens and L.
monocytogenes, the FA being the most effective, with MIC and MLC of 5 mg /ml against S.
typhimurium. The FH from Malagueta pepper’s showed bacteriostatic activity against S.
typhimurium, L. monocytogenes and C. perfringens with MLC of 5 mg/ml. Magali pepper had
bacteriostatic activity against six bacteria. The results show that cumari, cambuci and
malagueta peppers can be used as antioxidant agents and preservatives in food , being natural
alternatives to guarantee final product quality .

Keywords: Capsicum, antimicrobial and antioxidant activities.
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1. INTRODUCAO

O alimento, independente da cultura e da época vivida pelo homem, ¢ um fator
essencial para manuten¢do da saude humana (MOURA et al., 2002), pois se relaciona com a
nutricdo, sobrevivéncia, desempenho na vida, conservacao da espécie e longevidade
(ARAUIJO, 2001). Desta forma todo cidaddo possui o direito de acesso a alimentos seguros,
de forma a garantir o seu bem estar e melhoria na qualidade de vida.

Naturalmente os alimentos estdo em constantes modificagdes, representada por
alteracdes quimicas, fisicas, enzimaticas e microbioldgicas, que provocam a deterioragdo dos
alimentos, principalmente devido a contaminacdo microbioldgica e alteragdes oxidativas de
lipidios e outros nutrientes que sao susceptiveis a agao do oxigénio e radicais livres.

A industria de alimentos tem como uma das suas grandes preocupagdes a seguranca
alimentar, devido as exigéncias dos consumidores com a qualidade higiénico-sanitaria e
nutricional dos alimentos. Neste contexto, hd grande interesse em encontrar conservantes
naturais, como as plantas condimentares, para a utilizagdo em produtos alimenticios,
objetivando substituir ou minimizar o uso de aditivos sintéticos, tdo questionados quanto aos
possiveis efeitos negativos a saude. Reforcando a tendéncia ao uso de produtos organicos,
produzidos sem danos ao meio ambiente e a saude humana.

Plantas condimentares, tais como as pimentas ¢ pimentdes do género Capsicum, que
sempre foram usadas pelos indios e civilizagdes antigas para tornar os alimentos mais
agraddveis ao paladar, além de serem utilizadas como conservantes em alimentos
(REIFSCHNEIDER, 2000). Porém, pesquisas apresentam resultados que ainda nao
comprovaram efetivamente a atividade antimicrobiana e antioxidante desse condimento. Isso
porque, segundo Melo (2005), o amplo estudo de plantas apresenta uma caracteristica comum,
seu elevado conteudo em substancias ou principios ativos, com propriedades quimicas,

bioquimicas ou organolépticas muito especificas.

As concentracdes dos compostos que possuem agao antibacteriana e antioxidante
podem variar em fun¢do de varios fatores. Segundo Huyghebaert (2003), o tipo de planta,
local de origem, método de extracdo além das condi¢des climaticas durante o crescimento da
planta, interferem na produgdo e agdo dos principios ativos. Também, os fatores como
desenvolvimento e sazonalidade, indice pluviométrico, temperatura, altitude, radiacao
ultravioleta, disponibilidade de nutriente e polui¢do podem influenciar no conteudo de

metabolitos secundarios (GOBBO-NETO & LOPES, 2006).
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Dessa forma, ¢ importante que estudos das pimentas pertencentes ao género

Capsicum sejam aprofundados no intuito de se conhecerem melhor sua atividade bioldgica e,
possivelmente, serem utilizados na conservagdo de alimentos. O processamento dos alimentos
deve ter como objetivo a seguranga alimentar, visando ndo s6 a qualidade estética, nutricional,
gustativa, higiénica e sanitdria, mas principalmente a reducdo das reacdes de oxidagdo e

inativacdo efetiva de patdogenos ou a inibicao de sua proliferacao.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as atividades antioxidante e
antimicrobiana do extrato bruto e fragdes hexanica, cloroféormica ¢ acetato de ctila, das
pimentas malagueta (C. frutescens), cambuci (C. baccatum var. pendulum ), cumari (C.

baccatum var. praetermissum) e pimentao magali (C. annuum var. annuum).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Historico

As pimentas do género Capsicum sao mencionadas na Biblia, desde a época em que
0s gregos e 0s romanos pagavam altos pregos por elas. Alaric, rei dos Visigotos, que ameagou
saquear Roma, ordenou que junto com outras riquezas, Roma deveria entregar-lhe 1.500 Kg
de pimenta (BORGET, 1993).

Os navegadores de Portugal e da Espanha que descobriram o novo mundo também
fizeram a descoberta de muitas plantas que hoje sdo cultivadas mundialmente, entre elas as
pimentas e pimentdes, que ja eram utilizadas pelos nativos. Cinco séculos depois do
descobrimento das Américas, as pimentas passaram a dominar o comércio das especiarias
pungentes, tanto nos paises tropicais quanto nos de clima temperado (REIFSCHNEIDER,
2000).

Os espanhdis deram as pimentas os nomes de “pimento” ou “pimientos”, talvez pelo
sabor picante e por se assemelharem ao da pimenta da India que eles também procuravam no
Ocidente. Os “pimentos” foram difundidos até na India pelos portugueses, utilizados como
alternativa a pimenta de outras espécies, por serem produzidas com precos mais baixos,
passando a serem consumidas pelos pobres, sendo chamada de “pimenta dos pobres”,
conquistando com o tempo muita importincia no contexto geral das especiarias (FERRAO,
1993).

As pimentas e pimentdes podem ser considerados como os primeiros aditivos
alimentares utilizados pelos povos antigos do México e da América do Sul. Eram usadas
regularmente pelos amerindios para tornar mais atraentes a ingestdo de carnes e cereais, além
de serem utilizados para preservar os alimentos da contaminagdo por bactérias e fungos
patogénicos, contribuindo para a satde, longevidade e a manutencdo da capacidade
reprodutiva destas civilizagdes. Seu emprego tornou-se caracteristico da culinaria da América
Tropical. As pimentas s3o estimulantes do apetite e auxiliares da digestdo. Sua ingestao
aumenta a salivacdo e estimula a secrecdo gastrica e a mobilidade, dando uma sensacao de
bem estar apos a ingestdo (REIFSCHNEIDER, 2000).

O Brasil € o segundo maior produtor de pimenta no mundo (RISTORI et al., 2002) e
centro da diversidade do género Capsicum (REIFSCHNEIDER, 2000).

Essa hortalica estd difundida em todas as regides do Brasil, sendo que as principais

areas de cultivo sdo as regides sudeste e centro oeste. O mercado ¢ bastante diversificado,
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sendo comercializadas para o consumo in natura, conservas caseiras e exportagdo do

produto industrializado (WAGNER, 2003).

O género Capsicum ¢€ rico em vitamina C, complexo B, vitamina A, vitamina E, -
caroteno e B-criptoxantina. As pimentas doces sdo usadas como corantes naturais, na forma de
extratos concentrados (oleoresinas) e de pd (colorau ou pdaprica) (CARVALHO &
BIACHETTI, 2004).

2.2. Género Capsicum

As espécies de pimentas e pimentdes do género Capsicum (do grego Kapto, que
significa morder, picar), pertencem a familia Solanacea (REIFSCHNEIDER, 2000).

Divisao: Spermatophyta

Filo: Angiospermae

Classe: Dicotiledonea

Ramo: Malvales-Tubiflorae

Ordem: Solanales (Personatae)

Familia: Solanacea

Género: Capsicum (WAGNER, 2003).

O género Capsicum apresenta grande variagdo morfologica, com frutos de tamanhos,
formatos, cores e pungéncias (caracteristica exclusiva do género Capsicum, sendo atribuida a
uma amida chamada capsaicina) variadas. A coloracdo do fruto maduro ¢ geralmente
vermelha, podendo variar desde amarelo-leitoso ao roxo ou preto. O formato varia com as
espécies, existindo frutos alongados, arredondados, triangulares ou conicos, quadrados,
campanulados. Por observacao de determinadas caracteristicas e usos, sdo separados e
classificados vulgarmente de pimentas e pimentdes. Assim, os pimentdes apresentam frutos
grandes e largos (10-21 cm de comprimento x 6-12 cm de largura), formato quadrado a
conico, paladar ndo pungente (doce). As pimentas apresentam, em sua maioria, frutos
menores que os pimentdes, formatos variados e paladar predominantemente pungente
(CARVALHO & BIACHETTI, 2004).

As pimentas e pimentdes sdo espécies autdgamas, ou seja, possuem Orgaos
reprodutor feminino e masculino em uma mesma flor, isso significa que na natureza ndo ha
troca de genes entre individuos tanto da mesma espécie ou entre espécies do género
Capsicum. Assim a poliniza¢do cruzada so ¢ facilitada tanto por modificacdes morfologicas

da flor com estiletes bastante extensos, pela a¢do de insetos polinizadores, ou com agdo do



homem com a polinizacdo manual (REIFSCHNEIDER, 2000).

Das 26 espécies de pimentas classificadas apenas cinco sdo comercializadas e
domesticadas: Capsicum annuum, C. bacccatum, C. chinense, C. frutescens e C. pubescens
(CARVALHO & BIACHETTI, 2004).

O C. annuum var. annuum (Figura 1) ¢ a espécie mais cultivada, apresentando maior
variabilidade genética, umas com frutos doces, outras frutos mais ou menos picantes.
Cultivada em maior escala no México ¢ América Central, centros secundarios existem no
sudeste ¢ no centro da Europa, Africa, Asia e América Latina (FERRAO, 1993;
REIFSCHNEIDER, 2000).

Figura 1 - C. annuum var. annuum “pimentao”

O C. frutescens (Figura 2) € uma espécie que se caracteriza por frutos extremamente
pungentes ou picantes. Produzem frutos geralmente pequenos, eréctos ou pendentes, verdes
ou amarelados quando em crescimento e vermelhos com a maturagio (FERRAO, 1993).
Originaria da América do Sul, onde achados arqueoldgicos no Peru comprovam sua
existéncia no ano de 1200 a.C. (PICKERSGILL, 1969). Distribuem-se pelo sudeste brasileiro
até a América Central e as Indias Ocidentais (REIFSCHNEIDER, 2000).



Figura 2 - C. frutescens “malagueta”

A espécie C. baccatum var. pendulum (Figura 3) apresenta uma consideravel
diversidade, ja as variedades C. baccatum var. baccatum e C. baccatum var. praetermissum
sao frequentemente encontradas sob cultivo, e ocasionalmente, como espontanea. A primeira
¢ amplamente distribuida geograficamente, enquanto segunda espécie ¢ endémica do Brasil,
ou seja, uma variedade exclusiva do Brasil (REIFSCHNEIDER, 2000). Diferenciam-se
morfologicamente entre si pela cor das flores: a C. baccatum var. baccatum tem flores
brancas com duas manchas esverdeadas na base, ja o C. baccatum var. praetermissum
apresenta flor branca com uma faixa lilds-violeta na margem das pétalas. O C. baccatum ¢é

origindria da americana, provavelmente da Bolivia (FERRAO, 1993).

Figura 3 - C. baccatum var. pendulum “cambuci ou chapéu de frade”
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O Capsicum chinense (Figura 4) ¢ a pimenta mais cultivada no leste dos Andes. A

espécie mais brasileira de todas as espécies, pois foram domesticadas pelos indigenas
amazonicas, sendo assim a area de maior diversidade desta espécie (REIFSCHNEIDER,
2000). Com caracteristicas morfologicas muito parecidas a da espécie C. frutescens,

apresentando maior diferenciacio nos pedicelos e nas flores (FERRAO, 1993).

Figura 4 - C. chinense “pimenta de bode”

A espécie C. pubescens (Figura 5) vem das terras altas, relativamente resistentes ao
frio, tendo sua origem na Bolivia. Nao estando representada no Brasil (REIFSCHNEIDER,
2000). Esta espécie distingue se claramente das demais devido aos seus 6rgaos aéreos serem
pubescentes, com flores azuis ou pUrpuras, enquanto que nas outras espécies sdo brancas ou

branco-esverdeados (FERRAO, 1993).

Figura 5 — C. pubescens “locato”



2.3. Composicao Quimica

A pungéncia ou picancia das pimentas deve-se a presenca de amidas chamadas
capsaicinoides, ocorrendo em maior quantidade a capsaicina (Figura 6) e dihidrocapsaicina
(Figura 7). Tais compostos sdo encontradas na placenta dos frutos (BOSLAND, 1993;
REIFSCHNEIDER, 2000; SALAZAR-OLIVO & SILVA-ORTEGA, 2004).

HO
Q\/NI /\/1\ "
CHaD \ﬂ?/w 3 j@\/ﬁw
CH30
. . 0]

Figura 6 - Estrutura da capsaicina Figura 7 - Estrutura da dihidrocapsaicina

Os capsaicindides sdo sintetizados pela via metabdlica dos fenilpropandides,

originados da vanililamina e um derivado da AcetilCoA (Figura 8) (WINK, 1997).

CHO
> /\/\/\<O
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OCHS,
Acido 8-metil-6-nonendico

OH Vanilina

ATP
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CH,NH,
- e®
SCoA
OCHS; derivado da acetil-CoA
OH Vanililamina

!
CHZNH/lK/\/\/\<

OCHg;
OH Capsaicina

Figura 8 — Biossintese da capsaicina a partir da vanililamina

O teor dos capsaicindides nas pimentas e pimentdes ¢ avaliado pela escala de

Capsaicina
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Unidade de Calor Scoville (Scoville Heat Units—SHU), que expressa a quantidade de

pungéncia, com valores de zero para as pimentas doces a 300.000 SHU ou mais para pimentas
picantes (Tabela 1) (REIFSCHNEIDER, 2000). Segundo Bosland (1993) a concentragdo de

uma parte por milhdo (ppm) de capsaicindides corresponde a 15 SHU.

Tabela 1 - Teor de capsaicindides encontrado em gendtipos de pimenta da colegdo da

Embrapa Hortaligas (1999)

Genotipo/Picancia Capsaicindides totais  Capsaicinoides %
(SHU)

Doce (nfo picante)
Pimenta “cambuci” (C.Baccatum) 0 0
Pimentao cv. Apolo (C. annuum) 0 0
Baixa
Pimenta “panca” Peru (C. chinense) 8.690 0,05
Pimenta redonda vermelha (C. baccatum) 10.510 0,06
Média
Pimenta “jalapeno” (C. annum) 34.590 0,20
“Pimenta-de-cheiro” (C. chinense) 47.180 0,27
Alta
Pimenta alongada vermelha (C. baccatum) 81.600 0,48
“Pimenta-de-bode” (C. chinense) 105.500 0,59
Muito Alta
Pimenta “malagueta” (C. frutescens) 156.730 0,89
“Pimenta-de-passarinho” (C. chinense) 219.020 1,22

Adaptado de REIFSCHNEIDER (2000)

Algumas pesquisas mostram que pimentas cultivadas na primavera-verdo sao mais
pungentes que as do outono-inverno. Tal fenomeno ocorre devido ao estresse, que influencia
a via dos fenilpropandides e afeta indiretamente a sintese de capsaicindides (KIRSCHBAUM-
TITZE et al. 2002).

Siqueira et al. (1988), encontram em suas pesquisas sobre Capsicum annuum o teor
de 0,174% de capsaicina, para frutos frescos em fase de maturacdo. Acrescenta que os valores
encontrados de capsaicindides em Capsicum sp. tem sido muito variavel, principalmente se
forem considerados os diferentes métodos de extragao e de avaliagao aplicados.

Pineda-Cisneros et al. (2006), quantificaram por meio da cromatografia de gasosa, o
teor de capsaicina e dihidrocapsaicina em sete cultivares de pimenta Capsicum.
Especificamente o indice de capsaicina foi maior para as pimentas C. chinenes seguida da C.
annuum var. annuum ¢ C. annuum var. aviculare, enquanto que os indices de

dihidrocapsaicina foram maiores para C. annuum var. annuum, seguida C. chinene e C.
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annuum var. aviculare.

A ardéncia, a inflamagdo, a dessensibilizagdo, ¢ o estimulo elétrico de nervos
sensoriais provocada pelos capsaicinoides, ocorrem devido ao bloqueio de um
neurotrasmissor chamado substancia “P”, necessario para a excitagao dos receptores da dor
(JANCSO et al.,, 1967; BOSLAND, 1993; PURKISS et al., 2000) e que desencadeiam
diversos processos fisiologicos. Um deles ¢ a liberagdo de endorfinas, que provocam uma
sensacao de bem estar, provavel razao pelo seu grande consumo (WAGNER, 2003).

Os compostos fenolicos como os capsaicindides, componente ativo do género
Capsicum, estimulam enzimas pancreaticas e intestinais em animais ndo ruminantes,
reduzindo a viscosidade intestinal e melhorando a passagem dos nutrientes através do
intestino para os principais locais de absor¢ado (MILTENBURG & BRUGALLI, 2004).

Foi verificado que uso continuado de pimentas picantes por grupos étnicos da
Tailandia e da Africa, levou a diminui¢io do teor de fibrina no sangue, componente
responsavel pela formagdo do trombo, elevando consequentemente a uma baixa incidéncia de
tromboembolismo (REIFSCHNEIDER, 2000).

As pimentas sdo excelentes fontes de vitaminas A (Figura 9) e C (Figura 10), bem
como de compostos fendlicos, que sdo antioxidantes importantes para sobrevivéncia da
planta. S3o ricas também em carotendides como B-caroteno (Figura 11), capsantina (Figura

12), capsorubina (Figura 13) e B-cripitoxantina (Figura 14) (MARKUS et al 1999).

OH
iﬁ(\)\/\\)\/\m HO O~°
HO OH
Figura 9 — Estrutura da Vitamina A Figura 10 — Estrutura da Vitamina C

OH
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Figura 11 — Estrutura do - caroteno Figura 12 - Estrutura da capsantina
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Figura 13 - Estrutura da capsorubina Figura 14 — Estrutura do B-cripitoxantina

Segundo Howord et al. (2000), a concentragdo de carotendides como J3-
cripitoxantina, a-caroteno, B-aroteno, capsantina e zeaxantina (Figura 15), aumentou com a
maturacdo dos frutos em funcdo da mudanga de cor, para espécies de C. annuum, C.
frutescens e C. chinenses. O acido ascorbico também aumentou em fung¢dao da maturagdo
destas espécies testadas. Porém a concentra¢do de flavonodides que variou muito de uma

espécie para outra, diminuiu com a maturagao.

OH

HO

Figura 15 — Estrutura da zeaxantina

2.4. Atividade Antioxidante

2.4.1. Oxidacao lipidica
A deterioracao dos alimentos pela oxidagao de lipidios € preocupacdo constante para
industria de alimentos, tanto quanto a contaminagao microbiologica, pois se apresenta como

fator principal para qualidade e tempo de vida do alimento.
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Os lipidios constituem excelente fonte energética e importante veiculo de

vitaminas lipossoliiveis. S@o altamente instaveis e susceptiveis a varias mudangas em suas
propriedades organolépticas, funcionais e valor nutricional (GUERRA & LAJOLO, 2005).

A maioria (90%) dos lipidios ¢ encontrada na forma de triacilglicerois, mas também
se apresentam na forma de fosfolipidios, glicolipidios, esfingolipidios, lipoproteinas, etc... A
oxidacdo ¢ a principal causa da deteriora¢do dos lipidios, podendo ocorrer de varias formas
como pela autoxidagdo, hidrélise, absor¢do de sabores e odores estranhos (ARAUJO, 2001).

As reagoes de oxidagdo das gorduras e 6leos ocorrem quando o oxigénio reage com
lipidios em uma série de reacdes em cadeia de radicais livres, sendo freqlientemente iniciada
pela exposicao dos lipidios a luz, calor, radiagdo ionizante, ions metalicos, ou catalise metalo-
proteica, provocando complexas alteragcdes quimicas (ATOUI et. al. 2005).

Conforme Silva et al. (1999), a oxida¢ao lipidica pode acontecer por varias vias,
como a fotoxidagdo, oxidacdo enzimatica e autoxidagdo. A fotoxidagdo dos lipidios ocorre
pela radiacio UV em presenca de sensibilizadores como a clorofila e a mioglobina,
envolvendo a formag¢do do oxigénio singleto ('0,), como intermediario reativo.

O oxigénio triplete ¢ um di-radical com dois elétrons paralelos separados em orbitais,
com ligagdes interatomicas fracas, correspondendo a 21% do ar. O oxigénio singlete que ¢
produzido na atmosfera ou diretamente no alimento, tem capacidade de provocar a
desidrogenacdo de compostos organicos, reagindo diretamente nas ligacdes insaturadas,
formando perdxidos. E uma espécie altamente eletrofilica, pois seus dois elétrons possuem
rotagdo oposta, provocando uma grande forca de repulsio eletrostatica (ARAUJO, 2001).

Oxidagdo enzimadtica ocorre pela a¢do de lipoxigenases, que catalisam a adi¢do de
oxigénio a cadeia carbonica dos lipidios poli-insaturados, formando peroxidos e
hidroperéxidos (HALLIWELL et al. 1995).

O mecanismo da autoxidagdo dos lipidios ocorre nas etapas de iniciagdo (1),
propagacdo (2) e terminacao (3) conforme esquema abaixo: Iniciagdo — com a exposic¢do a luz
e calor, os acidos graxos se transformam em radicais livres devido a retirada de um
hidrogénio do carbono alilico; Propagacdao — os radicais livres sdao transformados em
perdxidos e hidroperdxidos, por serem susceptiveis ao oxigénio atmosférico, propagando a
reacdo em cadeia; Terminagdo — onde os radicais livres sdo eliminados do sistema reagindo

entre si pela auséncia de oxigénio (GOMEZ, 2003).

(1) Iniciacdo: RH — R'+ H’
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(2) Propagacao: R"+ O, — ROO’ ROO+ RH — R'+ ROOH
(3) Terminagao: R+ R’ Produtos

R+ ROO’ staveis

ROO"+ ROO’

Onde: RH: 4cido graxo insaturado; R’ - Radical livre; ROO’ - Radical peréxido e ROOH —

Hidroperoéxido.

Os radicais livres sao definidos como qualquer espécie quimica capaz de existéncia
independente que contenha um ou mais elétrons desemparelhados, altamente reativos e

capazes de atacar qualquer biomolécula, apresentando meia vida curta (RENZ, 2003).

Os radicais livres derivados do oxigénio incluem os radicais superdxido (O,*), hidroxil
(OH®), hidroperoxil (HOO®), peroxil (ROO®) e alkoxil (RO®). Outras espécies reativas
comuns do oxigénio (ROS) produzidas no corpo humano incluem o 6xido nitrico (NO®) e o

anion peroxinitrito (ONOOQO?®). Radicais livres atacam moléculas estaveis ¢ seqiiestram seus
elétrons, a molécula que perdeu seu elétron torna-se ela mesma um radical livre, iniciando
assim a rea¢o em cadeia (GOMEZ, 2003).

A oxidacao de lipidios em alimentos causa perda na qualidade, pois os radicais livres
atacam ligacOes insaturadas de moléculas lipidicas, proteinas, carboidratos, e nucleotideos,
causando o desenvolvimento de rancidez, off-flavors, perda nutricional e diminui¢ao da vida
de prateleira dos produtos (LOULI et al., 2004). Nos seres humanos os radicais livres podem
causar diversas doencas como cancer, osteoclerose e processo de envelhecimento.

Os processos oxidativos podem ser evitados através de modificacdes das condicdes
ambientais ou pela utilizacdo de substancias antioxidante com a propriedade de impedir ou

diminuir as reagoes oxidativas (SOARES, 2002).

2.4.2. Antioxidantes

Os antioxidantes tém a fun¢do de retardar o desenvolvimento de sabores e odores
desagradaveis, ocasionados pela oxidacdo de acidos graxos insaturados como triacilglicerdis
e/ou lipideos polares. Hoje em dia hd uma tendéncia geral no processamento de alimentos, de
substituir os antioxidantes sintéticos pelos inibidores da oxidag@o ou pelo uso preferencial de
ingredientes que naturalmente possuem atividade antioxidante (CINTRA & MANCINI
FILHO, 2001; GOMEZ, 2003; SHYMALA et al., 2005).
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O antioxidante para ser utilizado em alimentos, além de ser efetivo em baixas

concentragdes (0,01% ou menos), deve ser compativel com o substrato, ndo acrescentar odor
ou sabor estranho ao alimento, ser efetivo durante o periodo de armazenamento do produto,

termicamente estavel e de facil incorporacao ao alimento (BAILEY, 1996).

Os antioxidantes sdo capazes de inibir a oxidagdo de moléculas simples a polimeros e
biossistemas complexos, por meio da inibigdo da formagao de radicais livres que possibilitam
a etapa de iniciagdo, e através da eliminagdo de radicais importantes na etapa de propagacao,
como alcoxila e peroxila, através da doagao de atomos de hidrogénio a estas moléculas,

interrompendo a reagdo em cadeias (BIANCHI & ANTUNES, 1999; SOARES, 2002).

Ao doarem seus elétrons os compostos antioxidantes ndo se transformam em radical
livre, pois sdo estaveis em qualquer forma, por isso sdo definidos como substancias capazes
de quelar ou estabilizar radicais livres (KAUR & KAPOOR, 2001; ATOUI et al., 2005).

Os radicais livres impedem a formagdo dos radicais livres, principalmente pela
inibi¢do das reagdes em cadeia com o ferro e o cobre. Sdo capazes de interceptar os radicais
livres gerados pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre os
lipidios, aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos poliinsaturados e as
bases do DNA, evitando as lesdes e recuperando as membranas celulares e moléculas do
DNA (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

O retardo na oxidagao lipidica ¢ conseguido pela utilizagdo de antioxidantes sintéticos
tais como BHA (butil-hidroxi-anisol), BHT (butil-hidroxi-tolueno), PG (propil-galato) e
TBHQ (terc-butil-hidroxi-quinona). O emprego destes compostos tem sido questionado
quanto a sua inocuidade, motivando a busca por antioxidantes naturais que possam atuar
isolados ou sinergicamente com outros aditivos em substituicao aos sintéticos (SHYAMALA

etal., 2005; GUERRA & LAJOLO, 2005; GOMEZ, 2003).

Estudos toxicologicos demonstram a possibilidade que estes antioxidantes sintéticos
apresentam efeito toxico, o Joint Commitee on Food Aditives (JECFA) da Food and
Agriculture Oganization (FAO) e World Health Organization (WHO) tém alterado nos
ultimos anos a Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) destas substancias como resultado de algumas

pesquisas cientificas (GAZI et al., 2004; SOARES, 2002).

Ha séculos as especiarias e ervas tém sido utilizadas ndo so6 para conferir sabor e
aroma aos alimentos, mas também para a conservagdo. Segundo Gomez (2003), a atividade

antioxidante das especiarias ¢ devida, principalmente, a presenca de compostos fendlicos
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(tocoferois, flavonoides e acido fenolicos), compostos nitrogenados (alcaldides, derivados

da clorofila, aminodcidos e aminas), ou carotenodides e acido ascorbico.

Os compostos antioxidantes naturais podem agir como inibidores de radicais livres,
agentes redutores, quelantes, sequestrantes do oxigénio singlet e desativadores de metais pro-

oxidantes (GOMEZ, 2003).

Os antioxidantes como compostos fendlicos poliidroxilados (galatos) e os fen6is como
BHA, BHT e tocoferois, sdo denominados de antioxidantes primarios, pois bloqueiam a ag¢ao
dos radicais livres, transformando-os em produtos estaveis por meio da doacao de hidrogénio
aos elétrons, atuando também nas reagdes com radicais lipidicos, formando complexo
antioxidante-lipidio (ARAUJO, 2001). Podem atuar também como quelantes de metais

(SHAHIDI et al., 1992; ATOUI et al., 2000).

Os antioxidantes chamados sinergisticos sao aqueles que atuam como removedores de
oxigénio e complexantes. Agem na regeneracdo de radical fenoxil, doando hidrogénio e
regenerando o antioxidante primario. Assim pode-se utilizar um antioxidante fendlico em
menor quantidade quando for utilizado junto com um sinergistico. Como por exemplo, a

vitamina C e o palmitato (ARAUJO, 2001).

Dos compostos fendlicos com agdo antioxidante encontrados nos vegetais sdo os
flavonodides, que apresentam a capacidade de seqiiestrar os radicais livres (DECKER, 1997;
DORMAN et al., 2003). Dos 4000 flavonoides ja encontrados, as maiores classes sdo

flavondis, catequinas ou flavonas, antocianidinas e isoflavonas (SUN et al., 2002).

Amplamente encontrados em plantas, os carotendides sdo responsaveis pela cor de
frutas e vegetais. Sdo isoprendides, constituidos geralmente por 8 unidades de isopreno,
formando uma grande cadeia de polieno que pode conter de 2 a 15 duplas ligagdes
conjugadas, permitindo a configuragao cis e trans (FRASER & BRAMLEY, 2004). Atua no
sistema de duplas ligagdes conjugadas, facilitando a captagdo de radicais livres,
principalmente o radical alquilperoxila (TAPIERO et al., 2004). Segundo Morais et al.
(2002), os carotendides presentes em pimentas vermelhas tém demonstrado efeito protetor

contra a fotoxidagao.

Os carotendides das pimentas sdo a capsorubina e a capsantina com a concentragao
de 30 a 60% do total de carotenodides de frutos inteiramente maduros (MATSUFUJI et al.,
1998).
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Topuz & Ozdemir (2007), detectaram em cultivares do Capsicum annuum através

do CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) a concentragdo de carotenodides
variando de 2310-2390 mg/Kg de base seca, vitamina A de 218,8 a 243,0 ug ERA/100g e
vitamina C de 63,1-64,9 mg/100g na base molhada.

Howard et al. (2000), ao quantificar os carotendides presentes em frutos imaturos e
maduros de espécies do C. annuum, C. frutescens e C. chinense, constataram que as
concentragdes de B e o criptoxantina, f-caroteno, capsantina e zeaxantina em todas as
pimentas aumentaram extensivamente com a maturagdo, € juntamente verificaram que a
atividade antioxidante destas pimentas também aumentou. Na Figura 16 encontra-se a

estrutura quimica de alguns carotenoides.
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Figura 16 - Estrutura de alguns carotendides

As pimentas Capsicum conforme Reifschneider et al. (2000), sdo fontes de trés
antioxidantes naturais: a vitamina C, vitamina E e carotendides. A Vitamina E (Figura 17) ¢ a

forma vulgar de se referir aos tocoferol e tocotrienol, suas propriedades antioxidantes sao

estudadas ha 60 anos (CERQUEIRA, 2007).
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Figura 17 - Estrutura do Tocoferol

Conforme os estudos de Rosa et al. (2002), os capsaicindides apresentaram atividade
antioxidante interessante, pois inibiram a peroxidacdo dos lipidios, apresentando desempenho

comparavel ao tocoferol, Luteolina e BHT.

2.4.3. Métodos para avaliacdo da atividade antioxidante

Muitas técnicas tém sido utilizadas para avaliar a atividade antioxidante in vitro,
porém os métodos espectrofotométricos mais utilizados sdo o de seqiiestro de radicais livres -
DPPHe (2,2-difenil-1-piricrilhidrazila) e o sistema de co-oxidagdo do [-caroteno/acido

linoleico.

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

O método DPPH consiste na reducdo do radical DPPHe (2,2-difenil-1-
piricrilhidrazila), de coloracdo purpura que absorve a 515 nm, relativamente estavel, em
solucdo alcoolica na presenca de antioxidantes doadores de hidrogénio. O DPPH ao receber
um elétron ou um radical hidrogénio, muda sua colora¢do de violeta para amarelo (difenil-
piricril-hidrazina), ficando estdvel e com o desaparecimento da absorcdo que pode ser
avaliada pelo decréscimo da absorbancia (BRAND-WILLIANS et al., 1995; MOLYNEUX,
2004; ROGINSKY & LISSI, 2005). A acdo antioxidade ¢ expressa em % e pela quantidade
de antioxidante necessaria para decrescer a concentracao inicial de DPPH em 50%, chamada
de CEs(concentragao eficiente) ou Clsy(concentracdo inibitoria) (SOUSA et al., 2007).
Sistema p- Caroteno/Acido Linoleico

Enquanto o método DPPH baseia-se em transferir elétrons de um composto
antioxidante para um oxidante, o método de co-oxidacdo do sistema [-caroteno/acido
linoleico, determina a capacidade que um composto tem em proteger os lipidios da oxidagdo

(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).
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O sistema -caroteno/acido linoleico baseia-se na descoloragdo do f-caroteno que

absorve a 470 nm, em uma emulsdo aquosa saturada de oxigénio, induzida pelos produtos da
oxidacdo do acido linoleico. A utiliza¢ao de antioxidantes retardam a queda da absorbancia do
[ caroteno, protegendo os substratos lipidicos da oxidagao (MARCO, 1968; SOKMEN et al.,
2004).

A atividade antioxidante (AA%) neste sistema ¢ calculada em relagdo a 100% da

oxidacdo da amostra controle (sem antioxidante).

TBARS

O método mais utilizado na avaliagdo da oxidagao de lipidios em carnes e produtos ¢
o teste de TBA ou TBARS. O teste de TBA- acido 2-tiobarbiturico, quantifica o malonaldeido
(MDA), um dos principais produtos da decomposi¢do dos hidroperdxidos e acidos graxos
poliinssaturados, formados durante o processo oxidativo (OSAWA et al., 2005).

O indice de TBA ¢ expresso em miligramas de malonaleido, dialdeido com trés
atomos de carbono, por quilogramas de amostra (ARAUJO, 2001).

O teste fundamenta-se na reacdo do TBA com o malonaldeido, que quando aquecido
em meio 4cido, produz um composto de coloragdo avermelhada, que ¢ medido em
espectrofotometro de 500 a 550nm. A quantificagdo do malonaldeido ¢ feita a partir de curvas
de calibrag@o, com concentragdes conhecidas de malonaldeido (ST. ANGELO, 1996).

Segundo Aratjo (2001), o indice de TBA ¢ um procedimento empirico, que fatores
que podem afetar a intensidade da cor final do complexo, ou seja, na leitura do teste. Como
por exemplo, a interferéncia na leitura causada pelos varios produtos resultantes da oxidagao
lipidica e outros componentes do alimento (agucares, proteinas, nitrito, etc...), fazendo com
que a reacdo nao seja especifica. Baixos valores também podem interferir na leitura, devido as
ligagdes co-valente do malonaldeido com grupos aminas livres presentes nas proteinas.
Assim, o teste deve ser utilizado para medir a extensdo geral da oxidacdo de lipidios e ndo
para quantificar o malonaldeido.

2.5. Atividade Antimicrobiana

Os alimentos por serem ricos em nutrientes sdo naturalmente atacados por
microrganismos que causam a perda de suas propriedades organolépticas, nutricionais e
higiénico-sanitarias, muitas vezes causando doengas de origem alimentar que podem levar a
morte.

Os microorganismos sdo distribuidos amplamente na natureza. As fontes de
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microrganismos em alimentos podem ser as plantas, que possuem uma microbiota

naturalmente presente, o ar, 4gua, solo e animais. Os animais t€m microrganismos presentes
nos pélos, perna, patas, couro € no intestino. A eliminagdo de microrganismo pelos animais
contamina o meio ambiente e recomega todo o ciclo (SOUSA, 2006).

A microbiota do alimento ¢ constituida por microrganismos associados & matéria-
prima e por contaminantes, que foram adquiridos durante os processos de manuseio e
processamento dos alimentos. Assim, esses microrganismos podem contaminar os alimentos
em qualquer um dos estagios de producao. A maior parte dos alimentos esta sujeita as varias
fontes potenciais de microrganismos, podendo ser controlados os niveis de contaminagdo e
manter a microbiota em numero aceitavel pela legislagdo vigente, através de manuseio
adequado, conhecimento e emprego de fatores que influenciam o crescimento de
microrganismos em alimentos, dentre outras opgdes como o uso de produtos com agdo
antimicrobiana ou conservantes (LIMA et al., 2002).

A qualidade higiénico-sanitaria sob a Otica da seguranca alimentar tem sido
amplamente estudada, pois as doengas veiculadas por alimentos s3o um dos principais fatores
que contribuem para o indice de morbidade nos paises da América Latina e do Caribe. O
Comité WHO/FAO admite que doengas de origem alimentar se apresentam, provavelmente,
como o maior problema de satide no mundo contemporaneo (WEINGOLD et al., 1994).

Segundo Califano et al. (2000), as doengas veiculadas por alimentos contaminados
por microrganismos, sao consideradas o maior problema de saude publica no mundo.

Estima-se que por ano cerca de 5% a 10% da populagdo sofre de Doencgas de Origem
Alimentar (DTA’s), sendo a diarréia a maior causa de morbidade e mortalidade entre recém-
nascidos e criangas até cinco anos de idade, onde mais de 70% dos casos sdo atribuidos a
alimentos contaminados (GERMANO et al., 2002).

No intuito de evitar tais contaminag¢des as industrias além estabelecerem normas
rigorosas de controle microbioldégico, fazem uso de produtos quimicos com agdo
antimicrobiana, ou seja, os aditivos quimicos.

O uso de aditivos na industria de alimentos tem possibilitado a obtengao de produtos
de boa aparéncia e bom paladar, que apresentam uma vida de prateleira longa, sem perder seu
valor nutricional e suas caracteristicas. No atual nivel de desenvolvimento tecnologico da
industria de alimentos, estas substancias.

Os aditivos sdo ingredientes adicionados intencionalmente aos alimentos,

objetivando modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais durante a
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fabricacdo, processamento, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenamento e

transporte de alimentos. Estes sdo classificados quanto a funcdo que exercem no alimento,
como os antioxidante, aromatizantes, corantes, preservativos, conservantes, emulsificantes,
edulcorantes, umectantes, antiumectantes, intensificadores de sabor e enzima (CARVALHO,
2005).

Muito se especula quanto aos efeitos toxicos e possivelmente carcinogénicos dos
aditivos quimicos utilizados em alimentos. Cada vez mais os consumidores buscam melhoria
na qualidade de vida por meio de uma alimentagdo mais saudavel. Fazendo com que as
empresas busquem insensatamente produtos naturais, condimentos e especiarias que tenham

acdo antimicrobiana e que garantam seguranca alimentar ao consumidor.

2.5.1. Bactérias causadoras de doencas de origem alimentar

Algumas bactérias sdo preocupacgdes constantes para industria de alimentos, pois
veiculam doencas de transmitidas por alimentos—DTA’s e afetam as propriedades
organolépticas dos alimentos, tornando-os desagradaveis ao consumo. Entre elas podemos
citar as Gram-positivas ¢ Gram-negativas que se diferenciam pela composicao da parede
celular.

A parede celular das bactérias € responsavel pela manuten¢do da forma bacteriana,
desempenhando papel importante na divisdo celular. As bactérias Gram positivas e Gram
negativas apresentam diferengas marcantes quanto a composicao da parede celular (Figura 18
e 19). A camada composta de peptidioglicano confere rigidez a parede celular, que nas
bactérias Gram positivas atinge de 15 a 50 % da massa seca da célula e nas Gram negativas

nao ultrapassa 5% (RANG et al., 1997).
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Bacillus cereus

E uma bactéria do género Bacillus, anaerdbio facultativo, formador de esporos e
pertencente a familia Bacilaceae (JAY, 1994). O Bacillus cereus produz a sindrome diarréica
durante sua multiplicagdo no intestino delgado humano, enquanto que na sindrome emética as
toxinas sdo formadas previamete no alimento. Esta bactéria produz uma toxina emética e
termo-resistente (126°C/90minutos), responsavel por alteragdes do leite pasteriuzado e
produtos lacteos (PANETTA et al., 2006).

Ha mais de 40 anos o Bacillus cereus ¢ reconhecido como agente etiologico de
doencas de origem alimentar (GHELARDI et al., 2002). Tem o solo como o seu habitat
natural, mas devido a resisténcia de seus esporos, estd amplamente distribuido na natureza,
contaminando os vegetais, cereais, condimentos, carnes, laticinios, sopas e pratos a base de
vegetais (MINNARD et al., 2001). Por apresentarem grande capacidade de multiplicacdo o
Bacillus cereus, pode contaminar diferentes alimentos, desencadeando intoxicagdes

alimentares perigosas.

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sdo cocos anaerdbios facultativos, ocorrendo isolados, aos
pares ¢ em aglomerados. Estd relacionado a casos e surtos de intoxicagdo alimentar, pois
produz uma enterotoxina formada no alimento contaminado (SILVA & GANDRA, 2004).

Estas enterotoxinas sdo termoestaveis estando nos alimentos mesmo apds o
cozimento (JAY, 1994; SILVA JR., 2005). O periodo médio de incubacdao da enterotoxina
estafilocdcica é de 2 a 4 horas. Os sintomas sdo geralmente agudas e se caracterizam por
nauseas, vomito, colicas abdominais e diarréia, com recuperacao em 24 a 48h (GERMANO &
GERMANO, 2001). O S. aureus ¢ um dos maiores contaminantes do leite, pois estd
relacionado com infecgdes intramamadrias de fémeas no periodo de lacta¢do, provocando a
mastite em bovinos (ZECCONI & HAHN, 2000).

Os alimentos envolvidos em surtos de DTA’s sdo: saladas (batata, atum, ovos); bolos

recheados, doces tortas; leite cru; sorvetes.

Clostridium perfringens

O Clostridium perfringens ¢ um importante agente causador de toxinfec¢do alimentar
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(SCHULZA & BATISTAB, 2006). Bactéria em forma de bastonete, esporogénica,

distribuida amplamente na natureza, que faz parte da microbiota normal do homem e animais
(JAY, 1994; SILVA JR., 2005). Os alimentos envolvidos nas gastroenterites causadas pelo
Clostridium perfringens sao: Produtos cérneos (bovina e aves); molhos; tortas; saladas;

queijos tipo frescal.

Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes ¢ bacilo, anaerobico facultativo (JAY, 1994), resistente a
sucessivos congelamentos e descongelamentos (GERMANO & GERMANO, 2001).
Multiplica-se em temperaturas baixas de refrigeragao (0°C a 44°C). Esta presente em 64% dos
alimentos refrigerados (SILVA JR., 2005). Esta bactéria ¢ encontrada no leite e derivados
quando nao pasteurizados corretamente. O consumo de alimentos contaminados pela Listeria
monocytogenes, pode levar a meningoencefalite, sintomas semelhantes aos da gripe,
pneumonia, endocardite, conjuntivite e aborto (PEARSON & MARTH, 1990; SILVA JR.,
2005).

Gram negativas

Salmonella

Pertencente a familia das enterobactereaceae nao produtora de esporos e anaerdbia
facultativa (JAY, 1994). Representa atualmente o mais importante microrganismo envolvido
em contaminagdes oriundas de alimentos que utilizam o frango como base. Apresenta assim
grande importancia em saude publica, por ser patog€nica ao ser humano e por ser um
indicador reconhecido mundialmente para deteccdo de contaminantes em alimentos
(RUCHERT et al., 2006).

A Salmonella ¢ distribuida amplamente na natureza, sendo o trato intestinal do
homem e de animais o principal reservatdrio natural. As salmoneloses associadas a laticinios
sao frequentemente causadas devido ao consumo de leite cru e derivados que nao foram
pasteurizados corretamente. J4 os produtos que levam ovos como ingrediente (sorvetes,
saladas e outras preparagdes caseiras), sdo frequentemente envolvidos em surtos de
salmonelose (FRANCO et al., 1996). A Salmonella typh causa infec¢do intestinal com
desinteria, febre, choque endotdxico e morte, a S. paratyphi causa doencas entéricas e as

enterocolites sdo causadas pelas demais Sa/monellas (JAY, 1994; SILVA JR., 2005).
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Escherichia coli

A E. coli é uma enterobactéria que nao possui esporos, anaerobica facultativa (JAY,
1994). Esta bactéria causa infec¢ao do trato urinario, doengas diarréicas, meningite neonatal e
gastroenterite (MURRAY et al., 2004). A contaminag@o dos alimentos pela E. coli ocorre via

matéria fecal presente em agua e alimentos.

Shigella

A Shigella ¢ um bacilo, imdvel e cepas de respiragdo aerobia e anaerdbia. Sdo os
patdgenos mais comuns entre as enterobacteriacea. Responsavel pelas endocordites
(desinteria bacilar), muito raramente invasiva. A Shigella pode ser transmitida pelas maos,

moscas, alimentos e fezes (MURRAY et al., 2004).

Yersinia enterocolitica

A yersiniose ¢ uma doenca humana causada pela Yersinia enterocolitica, que
apresenta sintomas gastroentéricos variaveis de acordo com a pessoa infectada, associando-se
geralmente a enterocolite ou linfadenite mesentérica. Pode também estar acompanhada de
outras complicagdes sépticas em criangas, idosos e pessoas debilitadas ou
imunocomprometidas (GERMANO & GERMANO, 2003). A Yersinia enterocolitica ¢ uma
bactéria psicrotréfica, que tem a capacidade de se multiplicar sob condigdes de refrigeragao

(SILVA JR., 2005).

2.5.2. Antimicrobianos
Antimicrobianos sdo definidos como substancias quimicas que inibem o crescimento
microbiano, sendo denominados bacteriostaticos, e os que destroem os microrganismos,

chamados bactericidas. Esses agentes podem ser produzidos partindo-se de outros
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microorganismos, como bactérias e fungos, obtidos de plantas ou também podem ser

totalmente ou parcialmente sintetizados (SILVA, 1999).

Alguns estudos tém demonstrado que além da atividade antimicrobiana sobre dado
microrganismo, compostos de plantas apresentam também atividade contra linhagens de
microrganismos resistentes a antibidticos, como também o efeito sinérgico entre compostos
de plantas associados a outros compostos vegetais, ou ainda a antibidticos inativos,
potencializando sua atividade (COUTINHO et al., 2004).

As substancias ativas encontradas nas plantas medicinais sdo os produtos do
metabolismo primdrio, os quais sdo substincias indispensaveis a vida vegetal sendo
produzidas gracas a fotossintese (MIGUEL & MIGUEL, 2004). O segundo tipo de
substancias ¢ composto pelos produtos do metabolismo secundario, que ¢ constituido de
produtos, embora nao essencias ao organismo produtor, garantem vantagens para sua
sobrevivéncia e perpetuagio da espécie (SIMOES et al., 2001).

Esses metabolitos secundérios produzidos por plantas garantem a perpetuagdo da
espécie, atuam no seu mecanismo de defesa contra a predagdo por microorganismos, insetos e
herbivoros, estresse fisiologico e fatores ambientais (HARBORNE, 1988; COWAN, 1999;
SANTOS, 2001). Por esse motivo a composicdo dos principios ativos das plantas podem
variar em funcdo da espécie vegetal, local de origem, condig¢des climaticas, métodos de
extragdo/destilacdo e condi¢gdes de armazenamento (HUYGHEBAERT, 2003). Realmente as
espécies possuem interface quimica entre elas € o meio ambiente ao redor, assim sua sintese ¢
frequentemente afetada por condigdes ambientais (KUTCHAN, 2001).

Segundo Rhodes (1994), a acdo dos metabdlitos na natureza ¢ determinada pelas
necessidades ecologicas e possibilidades biosssintéticas, onde a evolugdo paralela das plantas,
insetos, microorganismos ¢ mamiferos levaram a sintese de metabdlitos secundarios, que por
se apresentarem como fatores de interacdo entre organismos, normalmente possuem
propriedades biologicas interessantes.

Os principais grupos de compostos com propriedade antimicrobiana, extraidos de
plantas sao classificados conforme suas caracteristicas fisicas, quimicas ou atividade
bioldgica. Tais compostos sdo os Oleos essenciais, alcaldides, glucosideos, compostos
fenolicos, saponinas, mucilagens, terpenoides, flavondides e taninos (MARTINS et al., 2003).

Os compostos fendlicos presentes em plantas além de contribuirem para o sabor,
odor e coloragdo de diversos alimentos, apresentam atividade biologica, entre elas

antimicrobiana. Pertencem a uma classe de compostos que inclui uma diversidade de
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estruturas, simples e complexas, possuindo um ou mais anéis aromaticos, um ou mais

grupamentos hidroxila. Pertencem aos compostos fendlicos os acidos fenolicos, derivados de
cumarina, pigmentos hidrossoluveis das flores, dos frutos e das folhas, ligninas e taninos
(SIMOES et al, 2001).

Segundo Domingo & Lopes-Brea (2003), a toxidade dos compostos fenolicos frente
aos microrganismos, estdo diretamente relacionados ao local e numero de grupos hidroxilas
(OH) presentes no anel aromatico, de forma que quanto maior a hidroxilagdo maior sera
toxidade. O mecanismo parece estar relacionado com a inibigdo enzimatica por compostos
oxidados, possivelmente relacionados aos grupos sulfidricos e por interagdes especificas com
as proteinas. Dentro deste grupo estdo os compostos fendlicos como a capsaicina do género
Capsicum.

Outro grupo de composto fendlico com agao antimicrobiana sdao os flavonoides, que
segundo Sartori (2005), sdo conhecidos por serem sintetizados por plantas em resposta a
infecgdes microbianas, justificando assim sua agdo frente a varios microorganismos. Os
flavonodides apresentam habilidade de complexag¢do com a parede bacteriana, os flavonoides
mais lipofilicos podem lisar a membrana microbiana.

Outra classe de compostos com ag¢do antimicrobiana sdo os terpenos, que conforme
Cowan (1999) e Bogamboula et al. (2004), sdo ativos contra diversos microorganismos,
especula-se que sua agdo envolva a ruptura da membrana celular por compostos lipofilicos.

Dorman et al. (2000), sugerem que o rompimento das paredes celulares das bactérias
se deve ao carater lipofilico dos extratos que se acumulam nas membranas. As bactérias
Gram-negativas possuem uma membrana externa que contém lipossacaridios, formando uma
superficie hidrofilica. Este carater hidrofilico cria barreira de entrada das substancias
hidrofobicas como os 6leos essenciais.

A parede celular das bactérias Gram positivas sdo compostas de aproximadamente
90% de peptidioglicano diferenciando das Gram negativas que sdo mais complexas
(TRABULSI et al., 2004).

Conforme Tegos et al. (2002), as bactérias principalmente as Gram negativas
apresentam grande capacidade de resisténcia aos antimicrobianos devido as mutagdes
genéticas. Possuem também uma membrana que restringe a entrada de compostos anfipaticos,
as chamadas Bombas de Compostos Multidrogas (MDRs). Os mesmo autores testaram
inibidores de MDR’s associando as plantas com agdo antimicrobiana sobre varias bactérias, e

verificaram uma atividade bem superior do que quando usados antes da associacdo de
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MDR’s, mostrando que o sinergismo obteve melhor desempenho contra as bactérias.

Segundo Kim et al. (1995) os componentes lipofilicos de extratos vegetais (entre eles
os terpenos) exercem atividade antimicrobiana por interferéncia na dupla camada
fosfolipidica da parede celular por aumento da permeabilidade e perda dos constituintes
celulares; alteracdo de uma variedade de sistemas enzimaticos, incluindo aqueles envolvidos
na producdo de energia celular e sintese de componentes estruturais e inativacao ou destrui¢cao
de material genético.

Com algumas excecgdes, em geral as bactérias Gram-positivas sao mais susceptiveis
do que as bactérias Gram-negativas aos compostos lipofilicos dos vegetais. Tais compostos
podem apresentar dificuldade para penetrar na membrana externa, devido a barreira
hidrofilica que impede a passagem de macromoléculas e combinagdes hidrofobicas, embora
nao seja totalmente impermeavel (BAGAMBOULA et al., 2004).

Os antimicrobianos segundo Trabulsi et al. (2004), podem influenciar sobre a parede
celular e/ou membrana celular, afetar a atividade enzimatica ou estrutura do protoplasma,
bloqueando certas reacdes enzimaticas ou sintese de enzimas na célula microbiana, podendo
levar a destruicao desses microrganismos.

Hefnawy et al. (1993), estudando os efeitos de salvia, pimenta-jamaica, noz-
moscada, cominho, alho, paprica, pimenta-vermelha, pimenta-preta e pimenta-branca em
carnes processadas, sobre cepas de Listeria monocytogenes, verificaram que existe diferenca
entre os condimentos, e, de todos eles, a salvia parece ser o mais eficiente.

Bara & Vanetti (1998) avaliaram entre outros condimentos e especiarias, a atividade
antimicrobiana da péprica e do pimentdo (C. annuum) frente a E. Coli, S. thypymurium, S.
aureus, L. monocytogenes, Y. enterocolitica. Verificaram que a paprica foi um dos corantes
com menor bioatividade e o pimentao nao exerceu qualquer efeito antibacteriano.

Vaijayathimala et al. (2000), frente a Candida albicans obteve um CIM/ CLM de 37,
5 mg/ml para o extrato alcodlico do fruto maduro do Capsicum annuum L e CIM/CLM de
18,7 mg/ml de extrato alcoolico do fruto imaturo.

Ja nas pesquisas de Dorantes et al. (2000), o extrato do Capsicum annuum obtiveram
efeito inibitdrio em L. monocytogenes, S. typhimurium, B. cereus e S. aureus.

Careaga et al. (2003) em seus estudos com extratos da pimenta sino (género
Capsicum) frente a Salmonella typhimurim constaram que a concentragdo minima inibitoria
para S. typhimurium em carne foi de 1,5 ml/100 g da carne. A adicdo de 1%, 2%, 3% e 4% do

cloreto de sodio ao extrato ndo teve nenhum efeito inibitorio adicional a Salmonella. Com
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Pseudomonas aeruginosa concentracao de 0,3 ml do extrato/100 g da carne mostrou efeito

bacteriostatico, quando uma concentragdo de 3 ml/100 g de carne mostrou efeito bactericida.
Quando 1% de Cloreto de sodio foi adicionado a carne junto com o extrato, a concentracao
necessaria para matar a Pseudomonas aeruginosa foi reduzida.

Acero-Ortega et al. (2005) em sua pesquisa para determinar os efeitos e as interagdes
de pH (4,5, 5,5 € 6,5), de temperatura (2, 7 e 12°C) e de extrato do capsicum a concentra¢ao
(0%, 5%, 10%) no crescimento dos Listeria monocytogenes, constataram que a temperatura
ndo mostrou nenhum efeito antibacteriano, entretanto a concentracdo do extrato (5%) e o
valor de pH (4,5) tiveram efeito relevante nas contagens microbianas.

Carvalho et al. (2005), através do método de IINB (Intensidade da Atividade de
Inibicdo Bacteriana) e [INAB (Intensidade da Atividade de Inativacdo Bacteriana), obtiveram
efeito bacteriostatico do extrato alcodlico de pimenta malagueta a 50% frente a E. coli, na
concentra¢do de 10" UFC/ml.

Para avaliar os efeitos da capsaicina, presentes nas sementes de paprica, nas dietas de
frangos, Hernandez Velasco et al. (1996), mostraram que a associacdo do pH fecal com a
presenca da capsaicina na dieta, aumentou a resisténcia do organismo a invasdo da S.
Enteritidis e S. Sallinarum. Isso porque segundo Manzanillo et al. (2001) determinados
extratos de plantas podem ter efeito “probidtico” in vivo por estimularem a flora intestinal
produtora de acido latico.

Molina-Torres et al. (1998) mostraram que a capsaicina nas concentragdoes de 200 e
300 pg/ml ndo foram capaz de inibir o crescimento da E. coli. Para P. salonacearum
apresentou redu¢do de apenas 20% do crescimento na concentragdo de 300 pg/ml de
capsaicina. Obtendo efeito inibitério mais forte para B. subtilis nas concentragdes de 50, 75 e
150 pg/ml.

Segundo Cichewicz et al. (1996), muitos trabalhos focalizaram um possivel efeito
antimicrobiano do género Capsicum, com métodos, solventes e tipos de tecidos vegetais
variados, porém os resultados foram contraditorios.

Algumas bactérias conforme Flagan & Leadbetter (2005), sao capazes de utilizar a
capsaicina como nutriente para seu crescimento. Estes mesmos autores verificaram que das 25
cepas testadas, nove foram capazes de utilizar a capsaicina como fonte unica de carbono,
especialmente a Variovorax sp., mas a maioria nao utilizaram este composto como fonte de
nitrogénio. Ficando as Pseudomonas as mais capazes de utilizar a Vanillinamina como fonte

de carbono e nitrogénio.
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2.5.3. Método CIM e CLM

A determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima-CIM e Concentracdo Letal
Minima-CLM s3ao métodos de dilui¢do in vitro amplamente utilizados para avaliar uma
possivel atividade antimicrobiana de compostos naturais ou sintéticos.

A CIM ¢ definida como sendo a menor concentracdo que inibe o crescimento do
microrganismo. E um método quantitativo, podendo ser usado tanto para amostras
hidrossoluveis, como lipossoluveis (RIOS et al., 1988; TORTORA et al., 2000). Ja o CLM ¢ a
menor concentragdo capaz de matar o microorganismo.

A determinacio do CIM e CLM ¢ obtida através de microdiluigdes ou
macrodiluigdes sucessivas do agente antimicrobiano, a ser testado em meios de cultura solidos
ou liquidos, onde sdo semeados bactérias e fungos que apds incubagdo, verifica-se a menor
concentragdo do antimicrobiano capaz de inibir o crescimento ou matar o microrganismo.

A CIM e CLM podem ser determinadas por métodos diretos de contagem, como
microspopia e camaras e eletronicas ou por métodos indiretos de contagem como
plaqueamento e contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) e pela turbidez optica

provocada pelo crescimento microbiano (KALEMBA & KUNICKA, 2003).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Coleta do material

Foram utilizados frutos in natura de quatro espécies do género Capsicum, cultivadas
com adubo organico no Viveiro da Ferticel Industria de Fertilizantes Ltda, localizado no
municipi@mse-G5otombit S

a malagueta (C. frutescens), pimentdo magali (C.

\ i (C. baccatum var. pendulum) e pimenta cumari (C.

annuum !
baccatu ' 3 J) foram cultivados no periodo entre o final de 2005 e
inicio ds de 2006.

Capsicum frutescens

pimenta malagueta

Capsicum annuum var. annuum
Pimentdo magali

L ¢

Capsicum baccatum var. praetermissum

Capsicum baccatum var. pendulum 3 .
Pimenta cumari

pimenta cambuci

Figura 20 - Fotografias da pimentas malagueta (C. frutescens), pimentdo magali (C. annuum
var. annuum), pimenta cambuci (C. baccatum var. pendulum ) e pimenta cumari (C.

baccatum var praetermissum)



31
3.2. Extrac¢ao e Fracionamento com Solventes Organicos

Foram utilizados os frutos in natura, com sementes, das quatro espécies de pimenta
Capsicum, onde 1 Kg de cada pimenta foi picada com faca em pedagos pequenos. As
amostras picadas foram maceradas, durante 48h, em solugdo hidro-alcoolica (etanol 96° GL)
na propor¢do massa-volume de 1:6 (1Kg do fruto: 6 Litros de alcool) e posteriormente
filtradas em papel filtro qualitativo. A solucdo hidro-alcoolica filtrada foi concentrada em
Evaporador Rotativo a 40°C para eliminagao do alcool, produzindo assim o extrato etanolico
ou bruto (EB). O extrato bruto sofreu fracionamento liquido-liquido com solventes organicos
(hexano, cloroférmio e acetato de etila) em ordem crescente de polaridade, resultando em
fragdo hexanica (FH), fragdo cloroformica (FC) e fragdo acetato de etila (FA). Para retirada
dos solventes, os extratos fracionados passaram no Evaporador Rotativo a 40°C (Figura 21).
Apos a retirada do solvente os extratos e fragdes foram liofilizados para a retirada da agua e

dos possiveis residuos de solvente, para entdo serem acondicionados em refrigerador.

PLAMTA

Alecolidzna

EXTEATO BRIITO

Hexano
FRA4C&D HEXANO FRACLD AQTIO54A
C lorofirmno
FEACAD CLOROFORMID FRACAD AQTIOS &
Acetato de Efila
FRACAOD ACETATO DE FRACAO AQTIOSA

ETIL&

Figura 21 - Fluxograma do processo de obteng@o dos extratos brutos e fragdes dos frutos

c/sementes de espécies de pimentas Capsicum
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3.3. Determinacdo do rendimento da extracdo e fracionamento das

pimentas Capsicum com solventes organicos

O rendimento da extracdo e fracionamento das pimentas Capsicum com solventes
organicos, foi realizado com base no peso dos frutos in natura e do peso seco por meio da
determinagdo da matéria seca conforme metodologia de Silva & Queiroz (2002).

Coletou-se 200 g de amostra que foi identificada, pesada e em seguida levada a estufa
de ventilacdo forgada a 65°C por 72 h. Decorrido esse tempo, retirou-se a amostra da estufa e
pesou-se novamente. A razao entre o peso do material retirado da estufa e o material original,
multiplicado por cem, (ME/MO x 100), tem a matéria pré-seca ou amostra seca ao ar (ASA).

Em seguida esse material foi moido e peneirado. Retirou-se uma fracdo de
aproximadamente 2 g, que foi colocado em “cadinho pesa filtro”, com peso pré-determinado,
levado a estufa a 105°C por 24 h. Apés esse tempo, retirou-se as amostras, ¢ pela razio [(peso
do cadinho + amostra pos estufa) — (peso do cadinho + amostra antes da estufa)] x 100 tem-se
a amostra seca a estufa (ASE).

Calculou-se a matéria seca, multiplicando-se o valor obtido da ASA com a ASE e

dividi-se por 100.

3.4. Determinacio de Capsaicinoides

Para determinar o teor de Capsaicinoides do extrato bruto e fracionado da pimenta
malagueta (C. frutescens), pimentdo magali (C. annuum var. annuum), pimenta cambuci (C.
baccatum var. pendulum ) e pimenta cumari (C. baccatum var. praetermissum), utilizou-se a
metodologia descrita por Sadasivam & Manikkam (1992), no qual a concentracdo ¢ estimada
pela medida espectrofotométrica da cor azul formada pela reducio do 4cido fosfomolibidico a
acido fosfomolibidénico.

Pesou-se 0,05 g dos extratos brutos e fracionados das pimentas estudadas, que foram
diluidas em 100 ml de dgua destilada, retirou-se 1 ml desta solu¢ao que foi misturada em 5 ml
de NaOH a 0,4% e 3 ml de acido fosfomolibidico a 3%. A mistura foi deixada em repouso ao
abrigo de luz por 1 hora. Apos o periodo de reacdo, a absorbincia das amostras foi lida
através do espectrofotometro de UV visivel (marca SCINCOSUV, modelo 2120), no
comprimento de onda de 650 nm em UV visivel. A absorbancia do branco (5 ml de NaOH a
0,4% + 3ml de acido fosfomolibidico a 3%), foi medido para comparacdao e avaliacdo do
decréscimo da cor azul nas cubetas experimentais contendo as amostras.

A curva foi construida misturando-se a solugdo de Capsaicinodides a 100% (65% de
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Capsaicina, 20% de Dihidrocapsaicina e 15% de Homodihidrocapsaicina) em diferentes

concentragdoes em Sml de NaOH a 0,4%, 3 ml de acido fosfomolibidico a 3%. Realizou-se a
leitura das concentragdes em espectrofotometro a 650nm.

As andlises foram efetuadas em duplicata com trés repeticdes. As concentragdes de
capsaicinoides foram obtidas através do grafico da curva padrio, referente a absorbancia lida
para todas as amostras, utilizando-se de regressao linear no programa de Software Excel. Os
resultados foram expressos em mg de Capsaicindides por 100 g de amostra.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (Teste F) e as médias comparadas

pelo Teste de Tukey (5%) através do programa Estatistic 6.0.

3.5. Determinacao de Fenolicos Totais

O reagente Folin-Denis descrito pelo método 9110 da AOAC (1980), foi utilizado
para determinacdo dos fendlicos totais do extrato bruto e fracionado da pimenta malagueta
(C. frutescens), pimentao magali (C. annuum var. annuum), pimenta cambuci (C.baccatum
var. pendulum) e pimenta cumari (C.baccatum var. praetermissum).

Inicialmente foi preparada a solu¢ao supersaturada de carbonato de sodio e o
reagente Folin-Denis (187 ml de dgua destilada, 25 g de tungstato de sodio, 5 g de acido
fosfomolibdico e 12 ml de 4cido ortofosforico). A mistura foi fervida em refluxo durante duas
horas, apos o resfriamento foi diluida em 4agua 1:1 e acondicionada em recipiente protegido da
luz. Em seguida foi preparada solucdo padrao de catecol diluindo-se 0,1 g de catecol em 100
ml de agua destilada, transferiu-se 10 ml desta solu¢@o inicial para um baldo volumétrico de
100 ml, que foi completado com dgua destilada até atingir o menisco.

Para preparacdo da curva de calibracdo do catecol foram pipetadas diferentes
aliquotas da solucao padrao de catecol, em baldes volumétricos de 100 ml contendo 5 ml de
reagente de Folin-Denis e 10 ml da solugdo de carbonato de sddio, que foram completadas até
o menisco com agua destilada. As concentragdes foram homogeneizadas em Vortex e
deixadas em repouso ao abrigo da luz por 30minutos, para entdo serem realizadas as leituras
em espectrofotometro de UV visivel (marca SCINCOSUV, modelo 2120) a 760 nm.

Os ensaios foram realizados diluindo-se 0,05g de extratos e fracdes das pimentas, em
100ml de 4gua destilada em baldo volumétrico. Transferiu-se 1ml desta solucdo para outro
balao de 100 ml contendo 5 ml de reagente Folin-Denis, 10 ml de solugdo supersaturada de
carbonato de so6dio e completou-se com dgua. Foram mantidas em repouso e ao abrigo da luz

por 30 minutos. Preparou-se o branco para o controle negativo.
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A quantidade de fenoélicos totais foi obtida através da seguinte equagao:

Fenolicos Totais= leitura (mg/ml) x100

Peso da amostra (g)

Onde: Leitura ¢ a concentragdo de catecol obtida na curva de calibracdo de catecol referente a

absorbancia lida para a amostra.

Os testes foram feitos em duplicata com trés repeti¢des. Os dados foram submetidos
a analise de variancia (Teste F) e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (5%) através do

programa Estatistic 6.0.

3.6. Analise da Atividade Antioxidante in vitro
Para avaliacdo da atividade antioxidante in vitro dos Extratos Bruto e as Fragdes
Hexanica, Cloroformica e Acetato de Etila, da pimenta malagueta (C. frutescens), pimentao
magali (C. annuum var. annuum), pimenta cambuci (C. baccatum var. pendulum) e pimenta
cumari (C.baccatum var. praetermissum) ¢ BHT (butil hidroxitolueno) foram utilizadas duas
metodologias: Sistema B-Caroteno/acido Linoléico e DPPH (2,2-difenil-1-picrililhidrazila).
Para este teste foi utilizado delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4x4 (quatro extratos e quatro pimentas), controle negativo, controle positivo com

BHT, trés repeti¢cdes sendo estas provenientes de duplicatas.

3.6.1. Sistema B-Caroteno/Acido Linoleico

A atividade antioxidante foi determinada pelo sistema p-caroteno/acido linoleico
seguindo a metodologia descrita por Marco (1968).

Para a preparagao da emulsdo B-caroteno/acido linoléico adicionou-se 1 mg de B-
caroteno em 10 mL de cloroférmio, homogenizou-se e transferiu-se 1 mL desta solu¢do para
um baldo de fundo redondo contendo 25 pL de acido linoléico e 200 uL. de Tween 40. O
cloroféormio da mistura foi evaporado em rota evaporador a 40° C, por 10 minutos. Apos a
evaporagdo foi adicionada a mistura 50 ml de 4gua destilada aerada (saturada em oxigénio por
30 minutos), e em seguida agitada para formar emulsdo.

Foi retirado 5 ml da emulsdo de B-caroteno/acido linoleico para a leitura do branco,

para o controle positivo misturou-se 5 ml da emulsdao com 0,2 ml de BHT e pipetou-se 5 ml
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da emulsdo para adicdo de 1 mg de extrato bruto e fracdes hexanica, cloroférmica e acetato

de etila das quatro espécies de pimentas estudadas. Em seguido foram aquecidas em banho
maria a 50°C por 15 minutos e depois resfriadas por 30 minutos. A leitura foi realizada em
espectrofotometro com comprimento de onda de 470 nm em intervalos de 15 minutos por 2
horas. A atividade foi determinada em porcentagem (%) de Atividade Antioxidante (AA)

conforme equacao descrita a baixo:

(Absorbancia inicial — Absorbancia Final) Branco

As andlises foram realizadas em duplicata com trés repeticdes. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (Teste F) e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (5%)

e Dunnett (5%) através do programa Estatistic 6.0.

3.6.2. Determinacao do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

O método utilizado para a determinacdo da atividade antioxidante via radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazila) foi desenvolvido por Brand-Willians et al. (1995), com
modificagdes por Mensor et al. (2001).

Inicialmente foi preparada a solucdo estoque de DPPH, onde 2 mg de DPPH foi
solubilizado em 50 mL de 4lcool metilico 96%. Para a solu¢do das amostras, pesou-se 40 mg
dos extratos de cada pimenta estudada, que foram misturadas em 10 mL de alcool metilico
96%.

Em tubos contendo 1mL da solugdo stok de DPPH, adicionou-se alcool metilico 96%
e a solucdo das amostras nas concentragdes de 5, 10, 25, 50, 125 e 250 pg/ml de amostra, de
forma que a solu¢do final tivesse 2,5 mL. Foram homogeneizadas e deixadas em repouso ao
abrigo de luz por 30 minutos. Um controle negativo foi feito com 1,5 mL de metanol (96%) e
1 mL de solugdo DPPH. Para o controle positivo pipetou-se 0,8 mL de BHT que foram
misturados a 1 mL da solugdo stok de DPPH e 0,7 mL de alcool metilico 96%.

Apo6s 30 minutos, a absorbancia foi lida no comprimento de onda de 517 nm em
espectrofotometro de UV visivel (marca SCINCOSUV, modelo 2120) e converteu-se em

percentagem de atividade antioxidante (AA%) utilizando a seguinte equagao:
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AA% =100 — (Absorbancia da amostra) x 100

(Absorbancia controle)

Os dados do método DPPH também podem ser interpretados pelo CEsy, ou seja, a
concentra¢cdo da amostra onde 50% da atividade antioxidante (antiradical) ¢ observada, foram
calculados por regressdo linear na faixa de concentragdo entre 5 e 50 pg/mL, pois nesta
concentragdo de 50% de atividade antioxidante a curva se apresentava em linha reta, enquanto
ap6és a concentragdo de 50 pg/mL a curva se transformava em uma constante,
impossibilitando o célculo de CEs pois os valores ficam negativos.

Os testes foram feitos em duplicata com trés repeti¢des. Os dados foram submetidos
a analise de variancia (Teste F) e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (5%) através do

programa Estatistic 6.0

3.7. Analise antioxidante pela determinacio do numero de TBARS -

Substéincias Reativas ao Acido 2-Tiobarbitirico em Almdondegas assadas

3.7.1. Ingredientes para formula¢iao das almondegas

A formulacdo das almoéndegas foi baseada em recomendacgdes comerciais € 0s
ingredientes adquiridos em supermercados da cidade de Chapecd. Encontram-se na Tabela 2 a
formulacao das almondegas.

Tabela 2 - Formulagdo das almondegas

Ingredientes (%)
Carne bovina moida (coxao mole) 38,46
Gordura suina moida 19,23
Carne suina moida (pernil) 11,53
Proteina de soja 7.69
Agua 15,38
Cloreto de Sodio 1,18
Cebola 4,23
Alho desidratado 2,3
Nitrato de Sédio 0,000057

3.7.2. Preparacao das almondegas
A carne bovina, suina, gordura suina e proteina de soja hidratada foram misturadas
manualmente a parte. Os outros ingredientes foram misturados separadamente, para entio

serem acrescentados a massa base da matéria-prima e novamente homogeneizados.
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Foram misturados 50 mg de cada extrato e fragdes das pimentas Capsicum a

porcdes de 500g de massa base; para o controle positivo homogeneizou-se 1,0 ml de BHT em
500g de massa base e para o controle negativo (branco) utilizou-se apenas 500g de massa
base.

As almondegas foram modeladas com 50g cada, assadas a 200°C em forno
convencional por 40 minutos, apos resfriadas foram acondicionadas em papel filme e

mantidas em geladeira a 12° C.

3.7.3. Analise Quimica

As amostras de almdndega foram moidas em maquina apropriada. Em seguida, todas
as amostras foram mantidas em estufa de ventilagdo forcada a 65°C, por 72 horas. Quando
retiradas, constituiram-se na “matéria pré-seca gordurosa” (MPSG), que foi tratada com éter
de petroleo e passou a ser designada matéria pré-seca pré-desengordurada (MPSPDG). Em
seguida, a MPSPDG foi processada em moinho de bola e acondicionada em sacos plasticos.

As analises quimicas foram realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa/MG, efetuando-se a
preparacdo da solu¢dao mineral para determinagdo de proteina, lipidio, cinzas, célcio e fosforo

de acordo com a metodologia descrita por Silva & Queiroz (2002).

3.7.4. Determinacao do numero de TBARS

Para avaliar a extensdo da oxidacdo dos lipidios nos tratamentos das almondegas
com os extratos e fragdes das pimentas, foi utilizado o teste de substancias reativas ao acido 2-
tiobarbitarico, segundo o método descrito por Tarladgis (1964), modificado por Raharjo et al.,
(1992) e adaptado por J6 & Ahn (1998).
Utilizou-se tetraetoxipropano (TEP) (1 mL de solucdo estoque diluido em 50 mL de
dgua) para elaboracdo da curva padrao. Concentragdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 € 3,5 mL
desta solucdo TEP foram misturadas a Sml de TBA e agua destilada, de forma que as
concentragdes finais ficassem em 1x107%, 2x10%, 3x10®, 4x10%, 5x107%, 6x10® ¢ 7x10°®.
Preparadas cada uma das solugdes para curva, realizou-se a leitura no
espectrofotometro de UV visivel (marca SCINCOSUV, modelo 2120) a 530nm para a
determinagdo da absorbancia.
Inicialmente foram pesadas 3 g de amostra das almondegas e homogeinizadas em 9

mL de agua. Em seguida adidionou-se 50 pL. de solu¢do de BHT e 240 pL de solucdo de
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sulfanilamida. Foi retirado 3 mL do homogenato e colocado em tubo de centrifuga

(Microprocessada QUIMIS) com 6 mL da solugio de TBA-TCA (Acido 2-Tiobarbitirico e
Acido Tricloroacético), seguido de aquecimento por 15 minutos a 95°C. Apés resfriamento as
amostras foram centrifugadas por 15 minutos, para entdo a leitura ser realizada em
espectrofotometro de UV visivel (marca SCINCOSUV, modelo 2120) a 530nm.

O célculo do nimero do TBARS (mg de malonaldeido/Kg de amostra) foi realizado
através da equagao abaixo:

TBA = Absr. x F x peso da amostra

10

Onde:

Absr: absorbancia do sobrenadante da amostra (almondegas) centrifugada lida a 530nm.

Para a obtencdo do F (Fator de corre¢do) foi necessario calcular o “d” (Coeficiente
angular).

Coeficiente angular “d” e calculado da seguinte forma:

d=Y2-Y1 F =d x Fator de correcio

X2 -X1

Y 1: absorbancia encontrada para a solugdo TEP 7x10®
Y2: absorbancia encontrada para a solugdo TEP 1x10°®
X1: 7x10*
X2: 1x10®
Fator de corregdo = 7,2 x 107
Os testes foram feitos em duplicata com trés repeticdes. Os dados foram submetidos a
analise de varidncia (Teste F) e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (5%) e Dunnett

(5%) através do programa Estatistic 6.0.

3.8. Atividade Antimicrobiana

3.8.1.Microrganismos

Os microrganismos utilizados para realizacdo da pesquisa foram: Escherichia coli
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(ATCC8739), Salmonella typhimurium (ATCC14028), Shigella dysenteriae (NCTC7919),

Yersinia enterocolitica (CDC175), Clostridium perfringens (NCTC8798), Listeria
monocytogenes (ATCCI19117), Staphylococcus aureus (ATCC29213), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC14502), Bacillus cereus (ATCC14579), adquiridos liofilizados da Colegao
de Culturas do Instituto Adolfo Lutz em Sao Paulo.

3.8.2. Preparacio dos Indculos Bacterianos

As bactérias liofilizadas foram ativadas em tubo contendo 0,5 ml de caldo nutritivo e
incubadas a 35°C por 48h. Transcorrido o periodo de incubagdo, aliquotas de cada cultura
ativada foram repicadas em trés tubos contendo 15 ml de Agar nutritivo inclinado e incubadas
a 35°C por 24h. Apos o periodo de incubacgado, transferiu-se uma aliquota de cada cultura
bacteriana para tubos contendo 5 ml de solu¢do salina a 0,8% de NaCl.

A turvagdo da suspensdo bacteriana foi padronizada de acordo com a escala
nefelométrica de MacFarland em 0.5 que corresponde a concentragdo de 1,5x10* UFC/ml

(Unidades Formadoras de Colonias por mililitros).

3.8.3. Avaliacao da atividade antibacteriana

A avaliacao da atividade antibacteriana através da Concentracao Inibitoria Minima
(CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) do extrato bruto (EB) e fracdes hexanica (FH),
cloroformica (FC) e de acetato de etila (FA), obtidos das pimentas malagueta (C. frutescens),
cambuci (C. baccatum var. pendulum), cumari (C. baccatum var. praetermissum) e pimentao
magali (C. annuum var. annuum), foram realizadas pela microdiluicdo em caldo caseina de
soja, conforme metodologia da AOAC (1995).

A massa inicial utilizada para a analise microbiolégica dos EB, FH, FC e FA das
espécies estudadas foi de 40 mg. Os extratos e fragdes foram dissolvidos em 208 uL de
metanol (solucdo estoque). Foram transferidos 200 pL da solugdo estoque para tubos
contendo 1300 pL de caldo caseina de soja (solucdo trabalho).

O inoculo foi preparado a partir de 100 pL da suspensdo bacteriana na concentragao
de 1,5x10*UFC/ml para tubos contendo 5 mL de caldo caseina de soja.

O mapa das aplicacdes foi feito em placas de poliestireno para cultura de células,
com 96 pocos de fundo chato, identificacdo alfa-numérica e previamente esterilizadas com

raios gama (Figura 22).
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Figura 22 - Placa de cultura de células para identificagdo do CIM e CLM dos extratos e

fragoes de pimentas Capsicum

Uma aliquota de 100 puL de caldo caseina de soja pura foi transferida para todos os
pocos da ultima fileira (controle negativo), em seguida foi adicionado 100 pL. do meio com
inoculo em todos os pogos das 12 fileiras restantes. Apos foi transferida a solugao trabalho no
primeiro poco em triplicata, homogeneizando bem o contetido do primeiro pogo e
posteriormente transferindo 100 pL para o pogo seguinte correspondente a proxima
concentragdo, repetiu-se a diluicdo até o oitavo pogo e descartaram-se os 100 pL restantes. As
microdilui¢des foram feitas nas concentracdes 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312 ¢ 0,156
mg/ml. As placas tampadas foram incubadas em estufa a 35° C por 24h. Para controle positivo
foi utilizado o clorofenicol com concentracdo inicial de 0,0135 mg/ml. Apds o periodo de
incubacao foi realizada a leitura das placas com auxilio do revelador Cloreto de Trifenil
Tetrazolico (TTC), que indica crescimento microbiano (coloragdo avermelhada ao meio).
Apo6s a determinacdo da CIM, transferiu-se 10 pL. dos pocos que ndo tiveram crescimento
microbiano para placas de Petri contendo agar nutriente esterilizado. As placas foram
incubadas invertidas em estufa a 35° C por 24h. Apds o periodo de incubagao foi realizada a
leitura das placas, para determinagdo da CLM dos estratos e fracdes Capsicum.

Realizou-se andlise descritiva dos dados em duplicata e com trés repetigdes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Rendimento da Extracao e Fracionamento das Pimentas Capsicum com

Solventes Organicos
Observa-se na Tabela 3 que a pimenta malagueta apresentou o melhor rendimento,
enquanto que o pimentdo e as pimentas cambuci e cumari os menores. Entre as fragdes

obtidas, a FH sempre apresentou melhor rendimento.

Tabela 3 — Rendimento da extracao e fracionamento das pimentas Capsicum com solventes

organicos
Pimenta Massa EB Fracoes (%)
Seca  g/100 gde Hexdnica Cloroformica Acetato de
(%)  massa seca Etila
C. annuum var. annuum 10,62 2,97 23,90 5,39 4,38
(pimentao)
C. frutescens 28,21 7,52 32,58 31,12 12,23
(malagueta)
C. baccatum var. 9,78 1,34 43,28 17,16 26,12
pendulum
(cambuci)
C. baccatum var. 27,41 2,01 45,77 17,91 18,41

praetermissum (cumari)

4.2. Quantificacao de Capsicinoides

Os capsaicindides sao compostos fendlicos presente nas pimentas responsaveis pela
pungéncia (CARVALHO & BIACHETTI, 2004).

As concentragdes de capsacinoides encontrados para o extrato bruto e fracionados
das espécies C. frutescens (malagueta), C. annuum var. annuum (pimentdo magali), C.
baccatun var. pendulum (cambuci), C. baccatun var. praetermissum (cumari) estdo
apresentados na Tabela 4.

Os resultados obtidos para a pimenta cumari, demonstram que a fragdo cloroférmica
apresentou maior (P<0,05) concentragdo de capsaicindides seguida da FA, enquanto que o
extrato bruto e fragdo hexanica menor (P<0,05) concentracao, ndo diferenciando entre si. Este
resultado foi observado também para a pimenta malagueta.

A FC e FA da pimenta cambuci apresentaram maior (P<0,05) concentracdo de

capsaicinoides em relagdo ao EB e FH, que ndo diferenciaram entre si.
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Tabela 4 - Concentracdo de Capsaicindides (mg/100 g) no extrato bruto e fracionado de

pimentas Capsicum

Pimenta Extrato e Fracoes Capsaicindides (mg/100 g)
Bruto 9,22+0,35e
C. frutescens (malagueta) Hexanico 4,76+0,83e
Clorofoérmico 235,80+8,16¢
Acetato de Etila 125,11+12,74d
Média 93,72C
C. annuum var. annuum Bruto 3,52+0,41e
(pimentdo magali) Hexéanico 10,58+0,10e
Cloroférmico 11,52+0,18e
Acetato de Etila 11,58+0,37e
Média 9,30D
C. baccatun var. pendulum Bruto 6,17+0,10e
(cambuci) Hexanico 10,81+0,53e
Clorofoérmico 234,62+9,35¢
Acetato de Etila 248,75+15,40¢
Média 125,09B
Bruto 10,58+0,27e
C.baccatun var. Hexanico 9,05+0,31e
praetermissum (cumari) Cloroférmico 560,80+16,69a
Acetato de Etila 515,24+21,49b
Média 274,24A

Letras iguais, minusculas (média dos extratos) e maitisculas (média das pimentas) na mesma
coluna nao diferem (P>0,05) pelo teste Tukey.

O pimentdao magali foi a espécie que apresentou menor (P<0,05) concentracao de
capsacinoides, com o extrato bruto e suas fragdes ndo apresentando diferenga entre si.

Entre todos os extratos e fracdes analisados a fragdo cloroférmica da pimenta cumari,
apresentou maior (P<0,05) concentracdo de capsaicindides. Pimenta esta extremamente
pungente.

Em ordem crescente de concentragdo de capsaicinodides (mg/100 g de extrato) por
tipo de pimenta observou-se: pimentdo<malagueta<cambuci<cumari.

A Figura 23 ilustra os resultados, onde as maiores concentragdes sdo encontrados nas
fracoes cloroféormica e acetato de ctila e menor no extrato bruto e fragao hexanica. Tais
resultados podem ser explicados pelo fato de solventes mais polares (BERTOLDI, 2006),
extrairem normalmente maior quantidade de fendlicos, e os capsaicindides fazem parte desta

classe de compostos.
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Figura 23 - Concentracdo de capsaicindides (mg/100 g de extrato) em fun¢do do tipo extrato

da pimenta Capsicum

Das dez variedades de extratos brutos de pimentas C. annuum pesquisados por Deepa

et al. (2007), foram encontrados concentragdes de capsaicina variando de 776-1440ug/100g

para pimentas imaturas (verdes) e 277-1529ug/100g para pimentas maduras (vermelhas).

Resultados inferiores aos determinados no presente trabalho.

Materska et al. (2005) obtiveram para extrato metanolico de C. annuum L.,

0,442mg/g de capsaicina e 0,317mg/g de dihidrocapsaicina para frutos imaturos, para frutos
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maduros 0,530mg/g de capsaicina e 0,350mg/g de dihidrocapsaicina.

Govindarajan et al. (1987) determinaram para algumas espécies de pimentas a
concentragdo capsaicinoides. Entre as espécies estudadas encontram-se a C. baccatum ¢ C.
pubescens com baixos valores de capsaicinodides (0,106 a 0,358%), C. annuum valores que
variaram entre as espécies (0,098 a 1,477%), C. frutescens e C. chinense (0,264 a 1,218%).
Os mesmos autores constataram que diferentes solventes extraem variaveis concentracdes de
capsaicinoides de C. annuum var. accuminatum L., extracdo com alcool (0,523%), acetona
(0,515%), cloroformio (0,587%), éter (0,701%) e hexano (0,605%). Nesta pesquisa o0s
resultados da extracdo com solventes apolares foram melhores que as com solventes polares.
Resultado contrario ao encontrado no presente trabalho.

Perucka et al. (2000) determinaram concentragcdes de capsaicindides em extrato
metanolico de C. annuum L. por meio de espectrofotometro e CLAE, 0,706 mg/g e 0,715
mg/g respectivamente. Constataram que a determinacdo de capsaicindides por
espectrofotometro foi comparavel ao CLAE. Ja Topuz & Ozdemir (2007), encontraram para
cultivares de C. annuum a concentragdo de capsaicinodides que variou de 471,3 a 688,1 mg/Kg
na base seca.

Pino et al. (2007) comprovaram a concentragdo de capsaicindides com a cor
(vermelho, alaranjados e marrom) de 10 pimentas C. chinense cultivados em Cuba.
Verificaram que o indice de capsaicindides das pimentas variou de 41,8 a 65,9 mg/100 g da
fruta seca. Especificamente os cultivares alaranjados foram os mais pungentes com
concentragdo de capsaicindides de 55 mg/100 g da fruta seca enquanto os vermelhos 45

mg/100 g da fruta seca.

4.3. Fenolicos Totais

Os fenodlicos englobam grande niimero de compostos presentes na natureza. Tais
compostos tém sido muito pesquisados principalmente por inibirem a oxidacdo lipidica,
agindo como seqiiestradores de radicais e em alguns casos como quelantes de metais
(SOARES, 2002).

A concentracdo de fenodlicos totais, expressos em equivalente de catecol por 100g de
amostra, encontrados para o extratos bruto e fragdes das espécies C. frutescens (malagueta),
C. annuum var. annuum (pimentdo magali), C. baccatun var. pendulum (cambuci),
C.baccatun var. praetermissum (cumari) estdo apresentados na Tabela 5.

A pimenta malagueta apresentou maior (P<0,05) concentrag¢ao de fendlicos totais na
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fragdo cloroformica, seguida do acetato de etila. As menores (P<0,05) concentracdes

encontram-se no extrato bruto e fragdo hexanica.
Ao analisar os resultados das pimentas cambuci e cumari, constatou-se que as
maiores concentracoes de fendlicos totais foram extraidos pelos solventes cloroformio e
acetato de etila, ndo havendo diferenca entre eles. Para os EB e FH as menores concentragoes,
sem diferenca significativa entre eles.
Tabela 5 - Concentragdo de Fendlicos Totais (mg/100g) de extrato bruto e fracionado de

pimentas do género Capsicum

Pimenta Extrato e Fracoes Fenolicos Totais*
(mg/100g)
Bruto 173,19+6,65f
C. frutescens (malagueta) Hexanico 173,1946,65f
Cloroformico 13.311,79+186,63b
Acetato de Etila 10.725,71+2632,8¢
Média 6.095,97B
C. annuum (pimentao magali) Bruto 139,95+10,16f
Hexanico 228,60+29,98f
Cloroférmico 208,6+10,16f
Acetato de Etila 135,52+10,16f
Média 178,18D
C. baccatun var. baccatun Bruto 135,52+10,16f
(cambuci) Hexanico 40,21+6,65f
Clorofoérmico 8.031,88+645,52d
Acetato de Etila 7.277,61+£493,79d
Média 3.871,30C
C.baccatun var. Bruto 177,63+7,68f
praetermissum (cumari Hexanico 126,65+6,65f
Cloroférmico 16.867,65+186,63a
Acetato de Etila 16.975,41+186,63a
Média 8.536,83A

* Dados expressos como miligramas equivalentes de catecol por 100g de extrato.

O pimentdo apresentou concentragdes inferiores (P<0,05) de compostos fendlicos,
quando comparado com as demais espécies, ndo havendo diferenga significativa entre o
extrato bruto e as fracoes.

Através da Figura 24 visualiza-se que a maior concentragdo de fendlicos totais
encontra-se na pimenta cumari, seguido malagueta, cambuci e por Uultimo pimentdo.
Analisando os dados observou-se que as fragdes mais polares foram as que apresentaram
maior quantidade de compostos fendlicos. Resultados semelhantes aos obtido pelo presente
trabalho para o EB do C. annuum var. annuum, foram apresentados por Hassimoto et al.

(2005), para extratos metandlicos de C. annuum var. annuum, utilizando reagente Folin
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Ciocalteu, com119 mg/100 g para pimentas verdes e 131 mg/100g para vermelhas.

Deepa et al. (2007) encontraram nos extratos etanolico de dez espécies de C. annuum
L., 186 a 1122 mg/100 g de fenodlicos totais para frutos verdes e 323 a 852 mg/100 g para

frutos vermelhos.
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Figura 24 - Concentragdo de Fenolicos Totais expressos em miligrama de equivalente de

catecol por 100 g de extrato, em fung¢ao do tipo de extrato e pimenta Capsicum

Howard et al. (2000) utilizando o reagente Folin Ciocalteu para extratos metandlicos
de pimentas Capsicum, encontraram de 2846 a 5707 mg/Kg de fendlicos totais em frutos
maduros de quatro espécies de C. annuum e imaturos 2565 a 3548 mg/Kg, para os frutos
imaturos do C. frutescens 5244 mg/Kg e maduros 5136 mg/Kg e para a espécie C. chinense
frutos maduros 4042 mg/Kg de fendlicos totais. Demonstrando a correlagdo positiva entre o
aumento da maturidade com a concentracdo de fendlicos para a maioria das pimentas testadas.
O contrario foi relatado por Marin et al. (2004), onde houve decréscimo do contetido de

fenolicos com o estagio de maturacao do verde para vermelho.
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4.4. Atividade Antioxidante

4.4.1. Sistema B Caroteno Acido Linoleico

Os resultados da atividade antioxidante (%) pelo Sistema PB-Caroteno Acido
Linoléico, dos extratos bruto e fracionado da pimenta malagueta (C. frutescens), pimentao
magali (C. annuum var. annuum), pimenta cambuci (C. baccatum var. pendulum) e pimenta

cumari (C. Baccatum var. praetermissum), encontram-se na Tabela 6 e ilustrado na Figura 25.

Tabela 6 - Atividades antioxidantes (%) dos extratos bruto e fracionados de pimentas

Capsicum e BHT, pelo Sistema p Caroteno/Acido linoleio

Pimentas Extrato e Fracoes Atividade Antioxidante %
C. frutescens (Malagueta) EB 87,80 £ 1,21 ab
FH 85,07 £ 1,15bc
FC 82,63 + 1,63 be
FA *62,53+£7,52d
Média 79,53 B
EB *33,76 + 5,69 f
C. annuum var. annuum (pimentao FH *4782+242 e
magali) FC *35,54 £ 2,68 f
FA *30,80 £ 5,53 f
Média 36,98 C
EB 96,97 £3,03 a
C. baccatun var. pendulum FH *77,78 £ 1,75 be
(cambuci) FC *78,79 £ 3,03 be
FA 96,97 +£0 a
Média 87,63 A
EB *75,76 £ 3,03 ¢
C. baccatun var. praetermissum FH *62,63+£6,31d
(cumari) FC 81,81 £0 be
FA 86,87 + 4,63 abce
Média 76,77 B
Aditivo sintético BHT 88,65+ 1,23

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas (média dos extratos) e maitusculas (média
das pimentas) na coluna, ndo diferem (P>0,05) pelo teste Tukey.
*Médias diferentes (> ou <) em relag@o ao antioxidante sintético (BHT), pelo teste Dunnett a
5%.

Observou-se que o EB da malagueta (C. frutescens) apresentou a maior (P<0,05)
atividade antioxidante e a FA a menor (P<0,05), ficando a FC e¢ FH com valores

intermediarios. Comparando-se com o antioxidante sintético (BHT), o EB, FH e FC da

malagueta obteveram mesma a¢do antioxidante, e a FA com atividade inferior (P<0,05).
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Figura 25 - Atividade antioxidante (%) do extrato bruto e fracionado de pimentas Capsicum,

pelo sistema B Caroteno/Acido Linoleico

Em virtude da pimenta malagueta ter apresentado maior concentragdo de fendlicos nas
fragdes cloroformica e acetato de etila e menores na hexanica e no extrato bruto, esperava-se
que as fragdes com maiores concentragdes de fenodlicos apresentassem maior atividade
antioxidante. Porém, observou-se o contrario, principalmente com a fracdo acetato que
apresentou menor atividade antioxidante. Este resultado deveu-se possivelmente pela
presenca da vitamina C extraida nesta fra¢do, que agiu como pré-oxidante, uma vez que,
segundo Markus et al. (1999) e Reifschneider (2000) este género se apresenta como boa fonte
deste nutriente. Conforme Hassimoto et al. (2005), o acido ascorbico pode atuar como pro-
oxidante, pois ao doar os dois hidrogénios redutores, fica susceptivel a receber elétrons,
devido ao radical ascorbila formado, que ¢ agente oxidante.

O resultado para a atividade antioxidante do extrato bruto e fracdo hexanica da
pimenta malagueta deveu-se principalmente pela agdo sinergistica entre os compostos
presentes (EB) e a presenca de capsantinas e criptoxantina (FH), carotendides encontrados nas

pimentas Capsicum, que apresentam acdo antioxidante. Segundo Young & Lowe (2001) e
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Tapiero et al. (2004), os carotendides apresentam propriedades antioxidante devido

principalmente ao sistema de duplas ligagdes conjugadas, fazendo com que sejam capazes de
capturar os radicais livres.

Howard et al. (2000), obteve para o extrato metanolico da pimenta tabasco (C.
frutescens), fruto maduro, 91,85% de atividade inibitéria da oxidacdo pelo sistema f3
Caroteno/Acido Linoleico, e correlacionou o efeito antioxidante com as concentracdes
crescentes de carotenodides nos frutos maduros: 414 pg/100 g de B criptoxantina, 1252 pg/100
g de a caroteno, 1187 nug/100 g de B caroteno, 1443 pg/100 g de capsantina e 1958 pg/100 g
de zeaxantina.

Para o pimentdo magali (C. annuum) a maior (P<0,05) atividade antioxidante foi
obtida pela FH, sendo os menores valores atribuidos ao EB, FC e FA, que nao diferenciaram
estatisticamente entre si. O extrato bruto e¢ todas as fragdes obtiveram valores inferiores
(P<0,05) ao BHT. Tais resultados podem ser explicados possivelmente pela baixa
concentragdo de carotenoides, bem como pelos niveis inferiores de capsaicindides e fendlicos
totais encontrados no extrato bruto e suas fragoes.

Observou-se que o EB e FA da pimenta cambuci (C. baccatum var. pendulum),
apresentaram maior (P<0,05) a¢do antioxidante com desempenho ingual ao BHT, ficando a
FH e FC com menor (P<0,05) atividade e inferiores ao BHT.

O desempenho do extrato bruto da pimenta cambuci provavelmente ocorreu pela
presenca de carotenoides e outros compostos antioxidantes que interagiram entre si,
proporcionando melhor acdo antioxidante, pois extratos altamente polares como etanol e
metanol segundo Simdes et al. (2001), extraem heterosideos em geral, praticamente todos os
constituintes de interesse para analise fitoquimica, apresentam alguma solubilidade em
misturas etanolicas ou metandlicas a 80%.

A acdo antioxidante do extrato acetato de etila da pimenta cambuci justifica-se pela
presenca significativa de capsaicindides e fenolicos totais encontrados nesta fragdo. Apesar do
extrato cloroformico ter apresentado a mesma concentragdo de capsaicindides e fenolicos
totais que a fracdo acetato de etila, sua agdo antioxidante possivelmente foi afetada por outros
compostos que interagiram de forma negativa neste sistema.

Para a pimenta cumari (C. baccatun var. praetermissum), as fragdes acetato de etila e
cloroféormica obtiveram os melhores resultados, com agao igual ao BHT, ficando a FH com a
menor (P<0,05) acdo antioxidante ¢ o EB com atividade intermediaria, ambos com valores

inferiores ao BHT.
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Os resultados apresentados pelas fracdes acetato de etila e cloroférmico da

pimenta cumari, pode ser explicado pela alta concentracdo de capsaicinodides e fendlicos totais
extraidos por estes solventes. Ja os valores do EB ¢ FH podem ser explicados pela pouca
quantidade de compostos como os carotendides, além das baixas concentragdes de
capsaicinoides e fendlicos totais detectados neste extrato e fracado.

Ao analisar os resultados percebeu-se que a pimenta cambuci apresentou a maior
(P<0,05) agao antioxidante, seguida da pimenta malagueta e cumari, sendo a menor (P<0,05)
atividade obtida pelo pimentao.

Visualiza-se na Figura 25 que a acdo antioxidante do extrato bruto foi maior que a
fragdo acetato de etila, com menor acdo as fracdes hexanica e cloroférmica. Onde a melhor
atividade foi obtida pela FA ¢ EB da pimenta cambuci, enquanto que o EB ¢ todas as fragoes
do pimentdo atingiram a menor a¢dao antioxidante. Isso porque os resultados dependem
segundo Dorman et al. (2003), da natureza e estrutura quimica dos compostos fenolicos
presentes no extrato. Também porque os compostos que possuem agdo antioxidante podem
variar em fung@o da espécie de pimenta, das condi¢cdes de cultivo da mesma e da forma de

extracdo, afetando diretamente a atividade inibitoria do extrato (DEANS et al., 1987).

Utilizando como parametro a classificagdo de Hassimotto et al. (2005), onde valores
de inibi¢do >70% apresentaram uma boa acdo, intermediaria para valores de 40 a 70% de
inibi¢do e baixa para <40% inibi¢do, observou-se que: os extratos e fracdes das pimentas
malagueta, cumari e cambuci, apresentaram boa a¢do antioxidante sendo apenas o pimentao
com valores menores, classificados como baixa atividade antioxidante.

Hassimotto et al. (2005), ao avaliar a atividade antioxidante C. annuum var. annuum
na concentragdo de 50 uM de extrato metandlico pelo Sistema B- Caroteno/Acido Linoleico,
também obteve baixa (<40% inibi¢do) acdo antioxidante para pimenta doce verde, 31,4% de
inibicdo da oxidacdo, enquanto que para pimenta doce vermelha uma atividade de 49,2% de

inibicao, considerada atividade intermediaria (40-70% de inibigao).
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4.4.2. DPPH

O método DPPH avalia somente o poder redutor do antioxidante, que ao doar
elétrons se oxida (DUARTE-ALMEIDA, 2006). Os resultados da atividade antioxidante deste
método foi descrito em Atividade Antioxidante (AA%) e como a concentragdo eficiente do
composto (CEs), capaz de decrescer a concentracdo inicial do radical DPPH em 50%. Assim,
a melhor atividade antioxidante foi atribuida aos menores valores de CEsy.

Encontram-se na Tabela 7 os resultados da atividade antioxidante (%) pelo método
DPPH, dos extratos bruto e fracionado da pimenta malagueta (C. frutescens), pimentao
magali (C. annuum var. annuum), pimenta cambuci (C. baccatum var pendulum.) e pimenta
cumari (C. Baccatum var. praetermissum).

Observa-se que as fragdes acetato de etila e cloroféormico da pimenta malagueta
(C.frutescens), apresentaram maior (P<0,05) atividade antioxidante em todas as concentragdes
testadas, com desempenho igual a superior ao BHT em fun¢do da concentragdo. Tais
resultados podem ser explicados pela consideravel concentragdo de fenolicos totais e
capsaicinoides determinados nestas fragdes. Enquanto que o extrato bruto obteve menor
(P<0,05) ag¢dao do que o BHT, provavelmente devido a interagdo negativa de compostos
variados extraidos pelo etanol.

A atividade antioxidante do pimentdo magali (C. annuum var. annuum) em média
apresentou acdo inferior (P<0,05) ao BHT, ficando a fracdo cloroférmica apenas nas
concentragdes de 50 a 250 pg/ml com agdo igual (P>0,05) ao BHT e a fracdo acetato de etila
com desempenho superior (P<0,05) ao BHT apenas nas concentragdes de 125 e 250 pg/ml.
Isto demonstra que somente em altas concentragdes as fragdes cloroférmica e acetato de etila
foram eficientes doadores de elétrons para o radical DPPH. O extrato bruto obteve menor
acdo antioxidante mesmo apresentando concentragdes de fendlicos e capsaicindides iguais a
suas fracdes.

Materska et al. (2005), ao avaliarem a atividade antioxidante da capsaicina e
dihidrocapsaicina extraidos do C. annuum L., determinaram pelo método DPPH que a acao
antioxidante da capsaicina foi maior que da dihidrocapsaicina, mostrando que a dupla ligacao
da cadeia lipidica da capsaicina influenciou na a¢do antioxidante. Acrescentou que a ag¢do dos
capsaicinoides pode ter sido influenciada pela presenga dos grupos metoxi ¢ OH na posi¢do

orto do anel aromatico.
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Tabela 7 - Atividades antioxidantes (%) obtidos em diversas concentragdes dos extratos bruto e fracionados das pimentas Capsicum ¢ BHT,

pelo método DPPH
Pimentas Extrato/ Concentragdo de Extrato/Fracoes (ug/ml)
Fracdes 5 10 25 50 125 250
C. frutescens EB *13,90+3,3 cd *16,08+3,05de *20,13+5,3de *23,34+2,62de  *46,01+13,4de *56,91+£9,91¢
(malagueta) FC *40,69+5,60a 40,71+£9,06ab 55,76+7,48¢ *55,76x1,56de  *85,95+1,19ab 86,41+1,22ab
FA 17,44+3,15¢ 21,714£3,57¢cd 39,9543,36¢ *64,81+1,09¢d *92,15+1,92a *95,90+2,97a
Média 24,01A 26,17A 34,64A 47,97C 74,70A 79,74AB
C. annuum var. EB 17,29+1,32¢ *17,57+1,45de 22,47+6,44d *23,51+6,43¢g *41,88+8,52e *58,40+2,03¢
annuum FC *5,48+2,32de *10,594£9,19def  *20,46+1,32de 35,35+1,09f 57,34+1,32d 84,24+1,74ab
(Pimentao) FA 0 0 *9,43+3,32e 46,46+7,38e *90,68+3,31bc *96,40+1,08a
Média 7,59C 9,39B 17,45B 53,93D 63,30B 79,68B
C. baccatum var. EB *3,09+0,29e *4 51£1,17ef 10,63+1,24de *22,67+3,21¢g *45,57+2,01de 82,00+2,18ab
pendulum FC *13,98+3,64c¢ *19,33+1,31d 36,08+8,07¢ 53,47+2,57e *76,78+4,5b 88,89+1,77ab
(cambuci) FA 28,59+2,13b *52,31+5,10a *85,27+0,94a *85,64+0,78a *87,52+0,94ab *90,51+1,2a
Média 15,22B 25,38A 43,99A 53,93B 69,96A 87,71A
C. baccatum var. EB *1,09£019e *5,13+£2,48ef *12,25+0,98de  *28,63+3,80fg 54,4242,15de 73,224+16,04bc
praetermissum FC *31,55+2,87b 40,75+2,00ab *59,54+2,32b *74,81+1,75bc  *83,63+0,73ab 89,57+1,17ab
(cumari) FA 18,83+2,45¢ 34,4843,61bc *57,25+1,99b *80,03+1,10ab ~ *90,46+0,77ab *91,35+1,96a
Média 17,16B 26,79A 43,01A 61,16A 76,17A 84,71AB
Sintético BHT 21,76+3,4 31,52+1,17 32,90+6,8 43,58+12.5 60,1+5,03 77,02+0,97

Meédias seguidas pelas mesmas letras mintisculas (média dos extratos) e maitsculas (média das pimentas) na coluna, ndo diferem (P>0,05) pelo

teste Tukey.

*M¢édias diferentes (> ou <) em relagdo ao antioxidante sintético (BHT), pelo teste Dunnett a 5%.
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Observa-se que a FA da pimenta cambuci (C. baccatum var baccatum), ofereceu

maior (P<0,05) contribuicdo para atividade antioxidante desta espécie, com uma capacidade
doadora de elétrons superior ao antioxidante sintético BHT. Enquanto que a FC obteve maior
(P<0,05) acao que o BHT apenas na concentragao de 125 pg/ml, ja o EB apresentou atividade
igual ao BHT apenas na concentracdo de 250 pg/ml. A alta concentracdo de fendlicos totais
encontradas na FA da pimenta cambuci, justifica a acdo antioxidante superior ao BHT. A FC
apesar de ter apresentado uma concentragdo de fenolicos totais igual ao FA, sua agdo
antioxidante pode ter sido afetada por outros compostos presentes nesta fragdo. As baixas
concentragdes de capsaicindides e fenodlicos totais no EB explicam sua menor atividade
antioxidante quando comparado com as fracdes.

As fragdes cloroformica e acetato de etila da pimenta cumari (C. baccatum var.
praetermissum), atingiram em sua maioria a¢ao antioxidante superior (P<0,05) ao BHT, o que
se deveu provavelmente a elevada concentragdo de capsaicindides e fenolicos totais
detectadas nestas fracdes. Ja o extrato bruto obteve uma acdo antioxidante igual ao BHT
apenas nas concentragdes de 125 e 250 pg/ml.

A atividade antioxidante das fragdes hexanicas nao foram determinadas, pois os
resultados se apresentavam abaixo de zero, impossibilitando o célculo da atividade e o calculo
do CEs através de regressdo linear, podendo ser explicado devido a baixa concentragdo de
fenolicos totais encontrada para esta fragdo. Segundo Wangensteen et al. (2004), a falta de
capacidade doadora de hidrogénio dos extratos lipofilicos dificultam a andlise de seus

resultados pela metodologia do DPPH.
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Figura 26 - Atividade antioxidante (CEsy) do extrato bruto e fracionado de pimentas

Capsicum, pelo método DPPH

O extrato e fragdes da cumari apresentaram a maior a¢do doadora de elétrons ao
radical DPPH, seguido da cambuci, malagueta ¢ pimentdo. O FC e FA obtiveram a melhor
atividade antioxidante, quando comparado ao BHT e ao EB. Demonstrando correlagdao
positiva entre a¢do antioxidante e as concentracdes de capsaicindides e fendlicos totais
encontradas nas fragdes polares (acetato de etila e cloroféormico).

Observou-se que o FA apresentou resultado contrario ao que foi obtido no Sistema [3-
Caroteno/Acido Linoleico para malagueta e pimentio, isto porque o método DPPH, segundo
Duarte-Almeida et al. (2006), avalia apenas o poder redutor do antioxidante, que ao doar
elétrons se oxida, ndo detectando substancias pro-oxidantes como acido ascorbico.

Constatou-se que a metodologia do radical DPPH detectou muito mais a agdo
antioxidante dos fracdes polares, que extraem os compostos fenolicos, do que extrato o bruto.
Conforme Atoui et al. (2005), a atividade antioxidante dos fendlicos ¢ devida principalmente
as suas propriedades redutoras.

4.4.3. Analise Quimica das Almondegas

A composicdo quimica das almdndegas encontra-se na Tabela 8. Observa-se que a
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composi¢do nutricional das almondegas encontra-se dentro dos limites estabelecido pela

Portaria n°. 574 da Secretaria Nacional de Defesa Agropecudria (BRASIL, 2000), onde o
limite maximo de gordura é de 18%, méaximo de 4% de proteina ndo carnea, minimo de 12%
de proteina bruta, maximo de 0,45% na base seca de célcio. Portaria esta que define
almdndega como “o produto carneo industrializado, obtido a partir da carne moida de uma ou
mais espécies de animais de acougue, moldada na forma arredondada, adicionada de

ingredientes e submetidos ao processo tecnologico adequado”.

Tabela 8§ — Composi¢ao quimica das almondegas condimentadas com extratos e fragdes de

pimentas Capsicum

Nutriente Quantidade (%)
Proteinas 20,32
Lipidios 17,46
Umidade 56,5

Cinzas 2,34
Calcio 0,0024
Fosforo 0,092

4.4.4. Determinacao do Numero de TBARS

Os resultados da atividade antioxidante, pela determinacao do numero de substancias
reativas ao acido 2-Tiobarbitarico, dos extratos bruto e fracionado da pimenta malagueta (C.
frutescens), pimentdo magali (C. annuum var. annuum), pimenta cambuci (C. baccatum var.
baccatum.) e pimenta cumari (C. baccatum var. praetermissum) estdo na Tabela 9.

Nao houve interacao (P>0,05) entre pimenta, extrato e dia. Os valores do 7° dia
foram menores (P<0,05) que o 21° dia. Demonstrando que a oxidacdo ocorreu depois do 7°
dia de armazenamento.

No 7° dia houve diferenga somente entre as pimentas, onde foi observado que os
menores (P<0,05) valores foram obtidos pelas pimentas cambuci e cumari € 0s maiores
(P<0,05) para a pimenta malagueta e pimentdo. Nao havendo diferenca (P>0,05) entre os
extratos, controle negativo e BHT.

Tabela 9 - Quantifica¢io de substancias reativas ao Acido 2-Tiobarbitirico, em alméndegas

condimentadas com extratos bruto e fracionados de pimentas do género Capsicum e BHT

Pimenta Extrato/Fracoes Quantificacio de substincias reativas ao TBA

(0,01%) 7° Dia 21° Dia
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C. frutescens EB 0,247 + 0,029 *0,419 + 0,020bc
(malagueta) FH 0,250 + 0,006 *0,360 £ 0,016a
FC 0,238 £0,017 **(),528 + 0,018fg
FA 0,239 £ 0,020 **0,543 £+ 0,004¢g
Média 0,254 D 0,453B
C. annuum (pimentdao EB 0,248 + 0,012 **0,556 £ 0,018g
magali) FH 0,236 + 0,051 **0,521 + 0,005fg
FC 0,238 £0,027 ** *0,440 £ 0,018¢cd
Média 0,249 C 0,521C
C. baccatun var. EB 0,246 + 0,027 *0,412 £ 0,010bc
baccatun (cambuci)  FH 0,207+ 0,017 ** %0,469 + 0,022de
FC 0,174 + 0,009 *0,373 + 0,008ab
FA 0,206 + 0,032 ** %0438 +£0,014cd
Média 0,208 A 0,425A
C.baccatun vr. EB 0,192 +0,012 *0,428 + 0,007cd
praetermissum FH 0,232 £ 0,050 *0,410 = 0,020bc
(cumari) FC 0,236 £ 0,016 ** %0,494 + 0,018ef
FA 0,197 £0,015 *0,417 + 0,016bc
Média 0,214 B 0,450B
BHT 0,212 + 0,007 *(,387 +£ 0,035
Controle Negativo 0,213 +£ 0,001 **(0,543 +£ 0,019

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas (média dos extratos) e maitusculas (média
das pimentas) na coluna, ndo diferem (P>0,05) pelo teste Tukey.

**M¢édias diferentes (> ou <) em relagao ao antioxidante sintético (BHT), pelo teste Dunnett a
5%

*Médias diferentes (> ou <) em relagdo ao controle negativo, pelo teste Dunnett a 5%.

No 21° dia houve interacdo pimenta e extrato. A fracdo hexanica da pimenta
malagueta apresentou a melhor atividade antioxidante, ficando a fracdo acetato de etila da
malagueta, acetato de etila e extrato bruto do pimentao com a pior atividade antioxidante e os
outros extratos e fracdes com valores intermedidrios. O desempenho dos extratos e fragdes
quando comparados ao BHT e ao controle negativo também apresentaram diferenca.

Observou-se que o valor de TBARS da fracdo hexanica da pimenta malagueta (C.
frutescens) apresentou o menor (P<0,05) valor seguido do extrato bruto, ambos com valores
iguais ao BHT e menores (P<0,05) que controle negativo. Efeitos semelhantes ao ocorrido no
Sistema p-Caroteno/Acido Linoleico. Pode-se dizer que a presenca de vitamina E,
carotenodides e outros compostos extraidos pelo alcool e hexano, além do sinergismo dos
compostos, foram os responsaveis pela acdo antioxidante destas fragdes, j& que foram
encontradas baixas concentragdes de capsaicindides e fendlicos totais nestes extratos. Porém
as fracdes cloroformica e acetato de etila obtiveram concentragdo de malonaldeido superiores
(P<0,05) ao BHT e igual ao controle negativo. Mesmo apresentando concentracao

significante de fendlicos totais, estes ndo foram capazes de evitar a oxidacdo na almondega,
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talvez pela presenga de compostos pro-oxidantes. Segundo Valko et al. (2004), os fenois e

polifendis em algumas situagcdes podem agir como pro-oxidantes, assim como a vitamina C e
os carotenoides.

Para o pimentdo (C. annuum) o extrato bruto e fragdes obtiveram valores de TBARS
superiores (P<0,05) ao BHT. Apresentaram efeito semelhante ao Sistema B-Caroteno/Acido
Linoleico. Possivelmente, tal resultado deveu-se pela baixa concentracdo de capsaicinodides e
fenolicos totais detectados no extrato e fragdes desta espécie.

Martinez et al. (2006), ao avaliar o poder antioxidante de pds de pimenta doce
vermelha e pimenta cayenne (C. annuum), na concentragao de 2%, em salsichas de porco pelo
método TBARS, obteve no 16° dia de armazenamento 0,60 mg/Kg de malonaldeido para
pimenta cayenne e para pimenta doce vermelha 0,82 mg/Kg de malonaldeido.

A fracdo cloroféormica e extrato bruto da pimenta cambuci (C. baccatun var.
pendulum), atingiram concentracdo de malonaldeido muito préximas entre si e iguais ao BHT.
J& os valores da fracdo hexanica e acetato de etila foram maiores (P<0,05) que do BHT,
porém inferiores (P<0,05) ao controle negativo. O extrato bruto e fracdo hexanica
apresentaram efeito semelhante ao ocorrido no Sistema B Caroteno/Acido Linoleico.

O desempenho do extrato bruto da cambuci deveu-se provavelmente pela presenca
de carotenoides e outros compostos que agiram de forma sinérgica proporcionando maior
protecdo contra a oxidagdo. A agdo da fragdo cloroférmica justifica-se pela concentragdo de
capsaicinoides e fenolicos totais detectados. A reduzida agdo protetora da oxidagdo da fracao
hexanica provavelmente ocorreu pela baixa concentracdo de carotendides, bem como pelos
baixos valores de capsaicindides e fendlicos totais extraidos por esta fracdo. No caso do
extrato acetato de etila, apesar de apresentar altas concentragdes de capsaicinodides e fenolicos
totais, sua agao pode ter sido prejudicada pela a¢dao pro-oxidante destes e outros compostos.

Constatou-se que as fragdes hexanica e acetato de etila da pimenta cumari (C.
baccatun var. praetermissum), ndo diferenciaram entre si quanto ao numero de TBARS, que
foram iguais ao BHT, apresentando para a fra¢do acetato etila efeito semelhante ao Sistema [3-
Caroteno/Acido Linoleico e DPPH. Isto pode ser explicado pela presenc¢a de carotendides na
fracdo hexanica e altas concentracdes de capsaicindides e fenolicos totais encontrados na
fragdo acetato de etila.

Comparando a concentragdo de malonaldeido do BHT com o extrato bruto da
pimenta cumari, percebeu-se resultados estatisticamente iguais. Efeito semelhante foi

verificado pela metodologia do DPPH para atividade antioxidante na concentragdo de 250
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pug/ml. O extrato cloroformico obteve valores de TBARS maior que o BHT. A acdo

antioxidante do extrato bruto pode ser explicado pelo sinergismo de varios antioxidante que
protegeram as almondegas da oxidacdo. Para a fracdo cloroférmica, possivelmente a agdo dos
capsaicinoides e fenolicos totais, encontrados em alta concentracdo, podem ter agido como
pro-oxidante neste sistema.

Mesmo nos valores mais altos de TBARS dos extratos e fragdes testados, nenhuma
das pimentas atingiram a concentragdo de 1 mg/Kg de malonaldeido, pois segundo Djenane et
al. (2002) um valor de TBARS de 1mg/Kg ¢ o limite para a percepgao off-flavour.

Observou-se que a maior concentragdo de malonaldeido foi obtida pelas fragdes
cloroférmica e acetato de etila. Porém os valores ainda estdo muito proximos ao BHT e
controle negativo (Figura 27), o que demonstra que o processo oxidativo ndo atingiu o seu
apice no 21° dia.

Oboh et al. (2006), constaram o efeito antioxidante do extrato aquoso de pimentas
Capsicum annuum e Capsicum chinense, no impedimento da peroxidacdo de lipidios em
células do cérebro de ratos (In vitro) induzidas com 25 pM Fe**, por meio da metodologia do
TBARS. O cultivar CAT (C. chinense) ficou com a maior ac¢dao protetora contra a
peroxidacdo, explicou tal resultado pela possivel concentracdo elevada de fenolicos totais e
maior capacidade de quelar o Fe*".

Ao analisar os resultados das trés metodologias utilizadas para testar a atividade
antioxidante dos extratos bruto e fracionado do género Capsicum, foi observado que alguns
resultados variaram entre as metodologias. Isso por que cada metodologia tem a sua
especificidade e os compostos antioxidantes podem apresentar agdo variada de um sistema

para outro, devido ao sinergismo e agentes pro-oxidantes.
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Figura 27 - Numero de substancias reativas ao acido 2-Tiobarbiturio(mg de malonaldeido por
Kg de almdndegas), para o 21° dia de armazenamento, em func¢ao do extrato bruto e

fracionado de pimentas Capsicum

A acdo de um antioxidante no alimento depende de fatores como os tipos de radicais
livres formados, onde e como sdo formados, a forma como ¢ analisada e a metodologia
utilizada, bem como as concentragdes ideais para obter prote¢do (BIANCH & ANTUNES,
1999).

Assim, € possivel que um antioxidante retarde ou acelere uma reacdo oxidativa.
Segundo Aratijo (2001), a diferenga na estrutura molecular dos antioxidantes apresenta uma
importante diferenga em sua eficiéncia quando utilizados em diferentes tipos de oOleos,
alimentos e sob diferentes condi¢cdes de processamento e manuseio. Também existe a
preocupagdo de como os antioxidante irdo funcionar na presenca de pro-oxidantes e na
presenga de outros antioxidantes presentes no alimento ou formados durante o processamento.

Conforme Zheng et al. (2001), ¢ dificil comparar e caracterizar as atividades
antioxidantes dos extratos, devido a diversidade e complexidade das misturas naturais de
compostos fenolicos presentes.

O Sistema B Caroteno/Acido Linoleico avalia a capacidade que o antioxidante possui



60
em proteger o acido linoleico e o f Caroteno da oxidacdo, identificando substancias pro-

oxidantes como a vitamina C.

O método DPPH consiste em avaliar o poder doador de elétrons para o radical DPPH
que o antioxidante possui, detectando mais as fragdes polares que contem mais compostos
fenolicos, que por sua vez possuem maior poder doador do que outros compostos € nao
identifica substancias pro-oxidantes.

Ja a metodologia da quantificagdo de substancias reativas ao TBA no alimento, ou
seja, o numero de malonaldeido formado pelo processo oxidativo, os resultados podem ser
diferentes aos obtidos pelos métodos “in vitro”, pois vérias interacdes podem ocorrer devido
ao fato dos extratos estarem misturados a carne e outros ingredientes contidos nas

almondegas.

4.5. Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos e fragdes das quatro espécies de pimenta
Capsicum (C. baccatum var. prateatermissum, C. baccatum var. pendulum, C. annuum var.
annuum e C. frutescens) foram testadas frente ao 09 cepas bacterianas. Sendo cinco Gram-
negativas e quatro Gram positivas. A escolha das cepas ocorreu por serem bactérias
causadoras de Doengas de Origem Alimentar (DTA’s) e/ou provocarem alteracdes
organolépticas e nutricionais nos alimentos, diminuindo sua aceitabilidade e vida de
prateleira.

Estao apresentados na Tabela 10 os valores da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
e Concentracao Letal Minima (CLM) em mg/ml, do extrato bruto e fracionado da pimenta
malagueta (C. frutescens), pimentdo magali (C. annuum var. annuum), pimenta cambuci (C.
baccatum var. baccatum.) e pimenta cumari (C. baccatum var. praetermissum).

O Capsicum baccatum var. prateatermissum, popularmente conhecida como cumari,
espécie esta extremamente pungente apresentou efeito antibacteriano apenas para as fragoes
acetato de etila e cloroféormio, com CIM de 1,25 mg/ml frente a L. monocytogenes. Sendo que
ambas as fragdes foram as Unicas que apresentaram efeito bactericida frente 8 mesma bactéria.

A L. monocytogenes ¢ uma bactéria de grande preocupagdo para industria de
alimentos, pois segundo Germano & Germano (2001), uma bactéria que apresenta capacidade
de resistir a sucessivos congelamentos e descongelamentos, podendo causar desde sintomas
semelhantes a gripe até menigoencefalia, pneumonia, endocardites e até a morte, em 30% dos

casos (SILVA JR., 2005).
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Tabela 10 - Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Letal Minima (CLM)

em mg/ml, de extrato bruto e fracionado da pimenta C. baccatum var. prateatermissum

(cumarti)

Concentragao Inibitoria Minima e Concentragao Letal Minima

Microorganismos (mg/ml)

Extrato Fracao Fracao Fracao Acetato de

Bruto Hexéanica Cloroférmica Etila

(EB) (FH) (FC) (FA)

Escherichia coli - - - 10CIM
Salmonella typhimurium - - 20CIM 5CIM
Shigella dysenteriae - - - -
Pseudomonas aeruginosa - - - 20CIM
Clostridium perfringens - - 20CIM 20CIM
Listeria monocytogenes - - 1,25CIM/5CLM  1,25CIM/1,5CLM
Staphylococcus aureus - - 20CIM 20CIM

Yersinia enterocolitica - - - -
Bacillus cereus - - - -

(-)Nao detectado.

Ao se comparar as fracdes da pimenta cumari, observou-se que a (FA) foi a mais
efetiva, com atividade frente a seis cepas bacterianas, seguido da fra¢ao cloroférmica frente a
cinco cepas bacterianas. O extrato bruto e fracdo hexanica ndo apresentaram efeito
antibacteriano. Acredita-se que este efeito presente nas fragdes mais polares (cloroféormica e
acetato de etila), ¢ decorrente da presenca de capsaicindides (560,80 e 515,24 mg/100 g
respectivamente) e fenodlicos totais (16.867,65 ¢ 16.975,41 mg/100 g respectivamente), que
foram maiores do que os encontrados no extrato bruto e hexanico: capsaicindides (10,58 e
9,05 mg/100 g respectivamente) e fendlicos totais (177,63 e 126,65 mg/100 g,
respectivamente).

Observou-se também que a pimenta cumari ndo apresentou efeito antibacteriano frente
a S. dysenteriae, Bacillus cereus e Yersinia entrocolitica.

Observa-se na Tabela 11, que a pimenta cambuci, Capsicum baccatum var. pendulum
apresentou atividade bactericida frente S. typhimurium, C. perfringens e L. monocytogenes,
sendo a FA a mais efetiva, com MIC e MLC de Smg/mL frente a S. typhimurium.

Pode-se observar que todos o EB e as fragdes da pimenta cambuci foram efetivas
para S. typhimurium. Um resultado bastante interessante, pois segundo RUCHERT et al.
(2006) atualmente a Salmonella ¢ o microorganismo mais relacionado a contaminagdes
oriundas de alimentos que utilizam o frango como base. E de grande importincia em saude

publica, por ser patogénica ao ser humano e por ser indicador reconhecido mundialmente para
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deteccao de contaminantes em alimentos.

Tabela 11 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Letal Minima (CLM) em

mg/ml de extrato bruto e fracionado da pimenta C. baccatum var. pendulum (cambuci)

Concentragao Inibitoria Minima e Concentragao Letal Minima

Microorganismos (mg/ml)
Extrato Fracao Fracao Fracao
Bruto Hexanica Cloroférmica  Acetato de
(EB) (FH) (FC) Etila (FA)
Escherichia coli - - - 20CIM
Salmonella typhimurium 10CIM/CLM 20CIM 10CIM/CLM  5CIM/5CLM

Shigella dysenteriae - - - -
Pseudomonas eruginosa - -
Clostridium perfringens 20CIM/CLM  10CIM/CLM - -
Listeria monocytogenes - 20CIM/CLM - -
Staphylococcus aureus - - - -
Yersinia enterocolitica - - - -
Bacillus cereus - - - -

(-)Nao detectado

Comparando-se o EB e as fragdes da cambuci, observa-se que apesar da FH ter
apresentado efeito sobre trés cepas bacterianas (L. monocytogenes, C. perfringens e S.
typhimurium), a FA obteve o melhor desempenho, com a menor CLM (5 mg/ml) frente a S.
typhimurium, enquanto que a menos efetiva foi a FC (CIM e CLM frente a apenas uma
bactéria). As fracdes acetato de etila e cloroférmica apresentaram efeitos diferentes, mesmo
com concentragdes iguais de capsaicindides e fenodlicos totais, porém superiores quando
comparados ao extrato bruto e fracdo hexanica. Tais resultados podem ser explicados pela
menor ou maior sensibilidade de cada bactéria aos compostos variados extraidos por cada
solvente ou sinergismo dos compostos.

As bactérias, Shigella dysenteriae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Yersinia enterocolitica e Bacillus cereus nao apresentaram sensibilidade ao extrato e fragdes
da espécie C. bacatum var. pendulum.

Na Tabela 12 pode-se observar que a espécie Capsicum annuum var. annuum
(pimentdo magali) apresentou apenas atividade bacteriostatica, sendo que a FC obteve maior
efeito, pois foi efetiva contra quatro cepas com os menores valores de CIM, sendo a Yersinia
enterolitica a mais sensivel. Uma bactéria psicotrofica capaz de crescer sob condicdes de
refrigeragdo, produtora de enterotoxina termoestavel, que causa diarréia, adenite mesentérica,
além de manifestagdes extra-intestinais (cutanea, oculares), encontrada em varios alimentos

como o leite, carne e derivados, bem como em vegetais (SILVA JR., 2005).
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Tabela 12 - Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) em mg/ml de extrato bruto e

fracionado da pimenta C. annuum var. annuum (pimentao magali)

Concentragado Inibitoria Minima e Concentracao Letal Minima

Microorganismos (mg/ml)
Extrato Fracao Fracao Fracgao
Bruto Hexanica Cloroférmica  Acetato de
(EB) (FH) (FC) Etila (FA)
Escherichia coli - - - -
Salmonella typhimurium - 20CIM - -
Shigella dysenteriae - 20CIM - -

Pseudomonas aeruginosa - - - -
Clostridium perfringens - -

Listeria monocytogenes - -

Staphylococcus aureus - 10CIM 10CIM -
Yersinia enterocolitica - 10CIM 2,5CIM 10CIM
Bacillus cereus - - 5CIM -

(-) Nao detectado

O extrato bruto do pimentdo nao apresentou atividade antibacteriana e a FA foi
efetiva apenas contra uma bactéria. Acredita-se que neste caso a atividade antibacteriana desta
espécie esta relacionada a presenga de outros compostos com esta atividade, ja que o extrato
bruto e as fragdes do pimentdo apresentaram baixas concentracdes de capsaicindides e
fendlicos totais. A fragdo cloroférmica foi a que apresentou melhor efeito bacteriostatico.

Segundo Acero-Ortega et al. (2005), o efeito antimicrobiano do C. annuum pode
estar relacionado a presenca de 4cidos lipofilicos como #-cindmico, o-cumarico, m-cumarico e
acido cafeico, o que confirma maior atividade na FH e FC que extraem estes tipos de
compostos.

Careaga et al. (2003) obteveram com extrato isopropandlico de C. annuum (pimenta
sino), CIM 1,5 mL/100 g na carne frente Salmonella typhimurim, e CIM de 3 ml do
extrato/100g da carne de frente a Pseudomonas aeruginosa. E diferentemente do trabalho
escrito por este autor, na presente pesquisa a fracdo com maior agdo foi a que apresentava
menor polaridade (FH) frente a S. fyphimurium. Esta diferenga de resultados pode ocorrer
visto que o trabalho foi realizado in vitro.

Para a pimenta malagueta (Tabela 13) os melhores resultados foram obtidos com a
FH, com CIM de 5mg/ml frente C. perfringens ¢ 10mg/ml para Salmonella typhimurium,

Listeria monocytogenes e Yersinia enterocolitica.

Tabela 13 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em mg/ml de extrato bruto e fracionado
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da pimenta C. furtescens (malagueta)

Concentragao Inibitéria Minima e Concentragdo Letal Minima

Microorganismos (mg/ml)
Extrato Fracao Fragao Fracdao Acetato

Bruto Hexanica  Cloroférmica de Etila
Escherichia coli - - - -
Salmonella typhimurium 10CIM 10CIM 10CIM -
Shigella dysenteriae - - - -
Pseudomonas aeruginosa - - - -
Clostridium perfringens 5CIM 5CIM - 20CIM
Listeria monocytogenes - 10CIM - -
Staphylococcus aureus - - - -
Yersinia enterocolitica - 10CIM 10CIM 10CIM

Bacillus cereus - - - -

(-) Nao detectado

Das nove bactérias testadas apenas quatro apresentaram-se sensiveis, € a pimenta
malagueta s6 demonstrou atividade bacteriostatica.

Carvalho et al. (2005) através do método de IINB (Intensidade da Atividade de
Inibicdo Bacteriana) e IINAB (Intensidade da Atividade de Inativa¢do Bacteriana), obteveram
efeito bacteriostatico do extrato bruto a 50% frente a E. coli, na concentra¢do de 10’ UFC/ml.
Este resultado ndo foi observado no presente trabalho, visto que E. coli ndo apresentou
nenhuma sensibilidade.

Os resultados demonstram que as pimentas malagueta, cambuci e pimentao magali,
obtiveram uma fraca acao inibitéria do crescimento bacteriano, com CIM variando de 1,25 a
20 mg/mL. Apresentando acdo moderada apenas a FA e FC da pimenta cumari frente a L.
monocytogenes, com CIM de 1,25 mg/ml. Pois segundo Aligiannis et al. (2001),
Concentragao Inibitéria Minima com valores entre 0,6 ¢ 1,5 mg/ml apresentam acao
moderada e acima de 1,5 mg/ml uma fraca a¢do antimicrobiana.

Podemos observar que a espécie C. baccatum var. prateatermissum (cumari), a mais
pungente das espécies e com maior concentragdo de capsaicindides, seguida da pimenta C.
baccatum var. pendulum (cambuci), apresentaram agdo bactericida, e o C. annuum var.
annuum (pimentao) e C. frutescens (malagueta) apresentaram apenas atividade bacteriostatica,
com menores concentragdes de capsaicindides.

A Concentracdo Inibitéria Minima do Clorofenicol foi de 0,0135 mg/ml para S.
desynteriae, Y. enterocolitica e P. aeruginosa, enquanto as demais cepas apresentaram CIM
de 0,007 mg/ml. O clorofenicol ndo apresentou CLM pois segundo Levinson & Jawetz

(2005), ¢ antibidtico bacteriostatico pois inibe a sintese de proteina, ficando as bactérias
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incapazes de crescer.

A sensibilidade das bactérias testadas frente as pimentas segue a seguinte ordem:
cumari = cambuci > pimentdo > malagueta, pois a pimenta cumari apresentou CIM para seis
bactérias e a menor CLM para o L. monocytogenes. A pimenta cambuci obteve CIM para
quatro cepas e CLM para trés bactérias, enquanto que o pimentdo apresentou apenas CIM
para seis bactérias e a malagueta para quatro.

Observa-se que para as quatro pimentas estudadas, o extrato bruto ndo apresentou
inibicao satisfatéria perante as demais, porém, o extrato acetato de etila e cloroformico foram
os extratores que obtiveram os menores valores de CLM. J4 o extrato hexanico apresentou
acdo bacteriostatica. Tais resultados podem ser explicados em virtude do fracionamento ser
seletivo e apresentar maior concentragdo de grupos quimicos com possivel acdo
antimicrobiana.

Extratos altamente polares como etandlico e metandlico extraem heterosideos em
geral, praticamente todos os constituintes de interesse para andlise fitoquimica apresentam
alguma solubilidade em misturas etandlicas ou metandlicas a 80%. Solventes polares como
acetato de etila extrai da planta substancias como flavonoides, alcaloides, cumarinas simples e
outros. O cloroférmio extrai compostos de baixa polaridade e pouco hidrofilicos como bases
livres de alcaldides, 6leos volateis e glicosideos cardiotonicos (SIMOES et al., 2001).
Solventes apolares como o hexano extrairem compostos altamente lipofilicos como lipidios,
ceras, pigmentos, furanocumarinas, serquiterpenos e terpendides (SIMOES et al., 2001;
CARVALHO & CARVALHO, 2001).

No caso dos capsaicinoides substancias especificas de pimentas do género Capsicum,
por ser um composto aromatico com uma longa cadeia de carbono, podendo assim ser
extraidos parte em solventes polares como acetato de etila e cloroférmico, bem como em
solventes apolares como hexano.

O C. annuum apresenta 0,174% de capsaicina (SIQUEIRA et al., 1988), C.
Frutescens 0,89% de capsaicindides ¢ o C. baccatum (cambuci) 0% de capsaicindides
(REIFSCHNEIDER, 2000).

Segundo Perucka et al. (2000), a concentracdo dos capsaicindides em espécies de
pimentas mais quentes ou picantes, varia de 0,5 a 0,3% e para pimentdes doces contém de
0,0003 a 0,01%.

Para Domingo & Lopes-Brea (2003), a toxidade dos compostos fendlicos frente aos

microrganismos, estdo diretamente relacionados ao local e nimero de grupos hidroxilas (OH)
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presentes no anel aromdtico, de forma que quanto maior a hidroxilagdo maior sera

toxidade. O mecanismo parece estar relacionado com a inibi¢do enzimatica por compostos
oxidados, possivelmente relacionados aos grupos sulfidricos e por interagdes especificas com
as proteinas.

Pode-se observar também que as bactérias Gram Negativas apresentaram maior
sensibilidade aos extratos de pimentas do género Capsicum do que as Gram Positivas.
Havendo grande variagdo de intensidade de agdo entre as fragdes polares e apolares.

Os antibidticos podem inibir sintese de mucopepitidio que provocando problemas na
formag¢do da parede celular, ruptura e destruicdo da célula microbiana, antimicrobianos
bactericida causam este tipo de dano a célula (MURRAY et al., 2004). Com a destrui¢do da
célula bacteriana o contetido intracelular podera ser liberado para o exterior, ou dependendo
das alteragdes da integridade da membrana, ions, moléculas pequenas ou macromoléculas

podem entrar na célula e prejudicar o seu metabolismo (ALTERTHUN, 2005).
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5. CONCLUSOES

Em virtude dos resultados apresentados neste trabalho conclui-se que:

* Os solventes polares (acetato de etila e cloroféormio) foram os mais eficientes para
extracdo de capsaicindides e fenolicos totais. Sendo a cumari, com maior pungéncia, a
pimenta que obteve a maior concentracao de Capsaicinoides e Fendlicos Totais;

* Através do Sistema B-caroteno/acido linoléico o extrato bruto e fragdo acetato de etila
foram os que atingiram a maior de atividade antioxidante;

e Pelo método DPPH, o maior poder doador de elétrons foi apresentado pelas fracdes
polares, acetato de etila e cloroformico. Com as maiores concentragdes apresentando
os melhores resultados.

* A atividade antioxidante pelo método TBARS apresentou variagdo entre os extratos e
fragdes em funcdao do tipo de pimenta, apresentando o melhor resultado a FH da
malagueta seguida da FC da cambuci, EB da malagueta e cambuci e FA ¢ FH da
cumari, todos com valores estatisticamente iguais ao BHT.

* A acdo bactericida foi obtida pelas fragdes acetato de etila e cloroférmica, ficando a
fragdo hexanica com apenas agdo bacteriostatica e o extrato bruto ndo apresentou
inibigdo satisfatoria.

* O C. baccatun var. praetermissum (cumari), C. baccatun var. pendulum (cambuci) e
C. frutescens (malagueta) podem ser utilizados como agentes antioxidantes e
conservantes em alimentos, apresentando-se como uma alternativa natural na garantia
da qualidade do produto final. J4 C. annuum var. annuum (pimentdo magali) obteve
um bom desempenho apenas em concentra¢des elevadas das fracdes polares pelo

método DPPH.
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