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RESUMO

O pimentdo (Capsicum spp) é uma planta pertencente a familia das solandceas, e uma das
hortalicas mais consumidas no Brasil, sendo um dos alimentos que apresentou o maior indice
de irregularidades para residuos de agrotoxicos de acordo com a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdaria (ANVISA). O trabalho teve como objetivos avaliar os metabdlitos
secundérios do pimentdo levando em consideragdo a degradacdo para conservagdo de
compostos com atividade antioxidante, indicado de acordo com o método de desidratacdo por
liofilizacdo e estufa, e métodos de avaliagdo cromatograficos para extragdo dos metabdlitos
secunddrios do pimentdo obtido do cultivo em modo convencional e organico, apds
desidratacdo os metabdlitos dos cultivos diversos do pimentdo foram extraidos com os
solventes hexano, diclorometano e etanol. Os extratos foram analisados primeiramente por
meio da reac¢do de oxidagdo com luz ultravioleta, por meio do teste com P—caroteno. Com o
teste difenil-picril-hidrazila (DPPH), a amostra que apresentou uma maior atividade
antioxidante, foi a amostra de pimentdo cultivada de modo organico. A Cromatografia
Liquida em coluna também foi utilizada com o intuito de separar compostos das amostras dos
frutos de pimentdo convencional e organico cultivado em Imperatriz - MA. A partir de fracdes
obtidas na cromatografia em coluna com os extratos de pimentao, foi entao avaliado por meio
da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), método este capaz de realizar separagcdes
e andlises quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes nas fracdes de
amostra, na qual apresentou sinais em tempo de eluicdo e intensidades diferentes, aplicando
diferentes comprimentos de onda, sendo possivel observar que o efeito do uso do agrotéxico
age sobre os metabdlitos dos pimentdes. Por meio do CLAE, foi observada a presenca de
diferentes compostos nas amostras a presenca de substincias na fracdo de pimentdo
convencional nos dois comprimentos de onda estudados pode estar relacionada ao agrotdxico
utilizado, o que difere da fracdo de pimentdo organico, pois este ndo recebe a adicdo de

agrotoxico, podendo dessa forma, influenciar o aparecimento ou nao de substancias.

Palavras- chave: CLAE, DPPH, Metabdlitos Secundarios, Pimentao.



ABSTRACT

Chili (Capsicum spp) is a belonging to the family of the Solanaceae plant, and one of the most
consumed vegetables in Brazil, one of the foods that presented the highest rate of
irregularities for residues of pesticides according to the National Health Surveillance Agency
(ANVISA). The study aimed to evaluate the side chili metabolites taking into account the
degradation conservation of compounds with antioxidant activity, indicated according to the
dehydration method for freeze drying and oven, and chromatographic evaluation methods for
extracting secondary metabolites obtained peppers cultivation in conventional and organic
way, after dehydration metabolites of various chili crops were extracted with hexane solvents,
dichloromethane and ethanol. The extracts were first analyzed by the oxidation reaction with
ultraviolet light, through the test B-carotene. With diphenyl-picryl-hidrazila test (DPPH), the
sample had a higher antioxidant activity, was the cultivated chili sample organic way. The
liquid chromatography column was also used for the purpose of separating compounds of the
sample of the conventional organic and fruits grown in chili Imperatriz - MA. The fractions
obtained from the chromatography column with the pepper extract was then evaluated by
high-performance liquid chromatography (HPLC) method capable of performing this
separation and quantitative analysis of a large amount of compounds present in the sample
fractions in which signals presented on elution time and different intensities, by applying
different wavelengths, it is possible to note that the effect of pesticide use acts on chilli
metabolites. By means of HPLC, it was observed the presence of different compounds in the
samples the presence of substances in conventional chili fractions of the two wavelengths
studied can be related to pesticide use, which differs from chili organic fraction, because this
does not receive addition of pesticides and may thus influence the appearance or not of

substances.

Keywords: HPLC, DPPH, Secondary Metabolites, Pepper.
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1. INTRODUCAO

O pimentao (Capsicum ssp), pertencente a familia das solandceas, € uma cultura de
clima tropical. Do ponto de vista econdmico, estd entre as dez hortalicas mais importantes do
mercado brasileiro. Muito utilizado na culindria brasileira no cultivo de molhos e na
preparacdao de saladas, € uma cultura de retorno rdpido aos investimentos, visto o curto
periodo para o inicio da produgdo, por isto € largamente explorada por pequenos e médios

horti8cultores (MARCUSSI, BOAS, 2003).

7z

Internamente, ele € oco, possui sementes pequenas e achatadas, seu formato pode
variar de acordo com as espécies, existindo frutos alongados, arredondados, conicos ou
triangulares. Por observacdo de determinadas caracteristicas e usos, sdo separados e
classificados vulgarmente de pimentas e pimentdes possuem formatos diferentes, e gosto
doce. As pimentas apresentam, em sua maioria, frutos menores que os pimentdes, possuem

formatos variados e seu paladar predominante pungente (EMBRAPA, 2007).

Por ndo possuir o alcaléide capsicina, o pimentdo ndo apresenta sabor picante como
ocorre em outras espécies do género Capsicum. Podendo ser consumido na forma imaduro
(verdes) ou madura (vermelhos ou amarelos), ou, ainda, ser utilizados na industria alimenticia
ou na producdo de pigmentos (corantes), segundo Lima (2007 apud SOUZA;
NANNETTL1998).

De acordo com Fonseca (1986), a pimenta sua pigmentac¢do influencia o sabor e o
aroma, sendo que os frutos vermelhos sdo mais saborosos, porque apresentam 50% mais

substancia picante, a capsaina.

Os carotendides sdo pigmentos encontrados na natureza e trazem beneficios para a
saude por sua atividade antioxidante e anticancerigena. Alguns desses compostos apresentam
também atividade pré-vitaminica A, afirmam Ribeiro e Nunes (2008 apud

BIANCHINL,PENTEADO, 1998).

A abertura do mercado brasileiro para produtos organicos é recente. Apoiado pela
midia e com a ampla aceitagdo pela populacdo a demanda vem mostrando, desde 1990,
crescimento de cerca de 10% a 20% ao ano. H4 uma expansao da oferta, antes restrita as
feiras de produtos organicos, com efetivo envolvimento das grandes redes varejistas. O

surgimento de associagdes, cooperativas € empresas distribuidoras de produtos organicos,
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vem permitindo maior oferta desse tipo de alimento, na maioria das cidades do pais, segundo

Borguin e Silva (2005 apud ORMOND, J.G.P. et al.2002).

De acordo com Assis, Arezzo e De-polli (1995), a diferenciacdo que é observada no
habito alimentar ocorre mais em fun¢do da diferenciagdo do préprio alimento organico com
relacdo ao alimento convencional, sendo a saude pessoal e da familia o principal fator de

indugdo ao consumo, seguido pela qualidade do produto.

As substancias naturais tém sido empregadas como uma importante alternativa
metodoldgica para o ensino de quimica, principalmente, aquelas relacionadas ao emprego dos
conceitos e técnicas utilizadas na quimica organica, como a cromatografia e extragdao de 6leos

essenciais, segundo Fonseca e Gongalves (2012 apud FREITAS, et al. 2012).

O metabolismo € definido como o conjunto total das transformagdes das moléculas
organicas, catalisadas por enzimas, que ocorre nas células vivas, suprindo o organismo de
energia, renovando suas moléculas e garantindo a continuidade do estado organizado,

segundo Pereira e Cardoso (2012 apud MARZZOCO; TORRES, 2007).

Os vegetais possuem dois tipos de metabdlitos: primérios e secunddrios. Enquanto os
metabolitos primdrios respondem pela sobrevivéncia do vegetal, exercendo fungdo ativa nos
processos de fotossintese, respiracdo e assimilacdo de nutrientes; os metabolitos secundarios
estdo intimamente associados as estratégias de defesa das plantas Silva, er al. (2010 apud

NASS,2007).

Carvalho, Wiest e Cruz (2010 apud TAKIKAWA et al. 2002) afirmam que

A capsaicina e diversos componentes correlatos sdo conhecidos como
capsaicindides, sendo produzidos como metabdlito secunddrio pelas pimentas do
género Capsicum, provavelmente como barreiras contra herbivoros, classificando as
diferentes espécies quanto aos teores de capsaicina, destacando C. frutescens
(pimenta malagueta) com 0,89%, C. baccatum (pimentadedo-de-moca) com 0,48%,
C. annuum (pimenta-de-jardim) com 0,20%, C. baccatum (pimenta cambuci) e 0s
diferentes pimentdes (C. annuum) com 0,0% do referido composto. Cruz et al.
(2003) relacionam a pungéncia a concentracdo de capsaicina e a atividade

antibacteriana dos extratos destas plantas.

Para andlise desses metabolismos secundérios se faz necessdrio técnica apropriada,
afim de que cada composto do metabolismo sejam analisado sozinho garantindo um estudo

mais profundo e direcionado, com resultados precisos e fidedignos. Entre as técnicas usadas
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estdo a cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) e de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), que sdo técnicas muito precisas de separacao de substincias de acordo

com COLLINS (apud SERRA, 2013).

A cromatografia é uma técnica de separacdo especialmente adequada para ilustrar os
conceitos de interacdes intermoleculares, polaridade e propriedades de fung¢des organicas.
(RIBEIRO; NUNES, 2008). A cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separagcdao dos
componentes em duas fases, que estdo em contato intimo. Uma das fases permanece
estaciondria, enquanto a outra se move através dela. Durante a passagem da fase mdvel sobre
a fase estaciondria, os componentes da mistura sdo distribuidos pelas duas fases de tal forma
que cada um deles € seletivamente retido pela fase estaciondria, o que resulta em migragcdes

diferenciais (COLLINS et al., 2000).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

e Estudar as alteracOes, e identificar os metabdlitos secunddrios do Pimentdo alterado

pelo uso de agrotoxico.

2.2 Objetivos especificos

Realizar processos de extracdo dos metabdlitos secundarios do pimentdo levando em

consideragdo a degradacdo de compostos de acordo com o método de desidratacao;

e Desenvolver processos cromatograficos para extracdo dos metabdlitos secundarios do

pimentio obtido do cultivo em modo convencional e organico;

e Avaliar a atividade antioxidante do pimentdo convencional e organico por meio do

teste com - caroteno e DPPH;

e Verificar a presenca ou auséncia de alcaldides na matéria-prima vegetal;

e Avaliar por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) as alteragdes

dos metabdlitos secundarios nas duas amostras de pimentdo convencional e organico;
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Pimentao (Capsicum ssp)

O pimentdo pertence a familia das solandceas, a mesma da batata, tomate, jilo,
berinjela e das pimentas em geral. Oriundo do continente latino-americano, sobretudo do
México e da América Central, o fruto tropical se espalhou pelo mundo apds a chegada do
colonizador europeu. Daqui, foi levado para Africa, Europa e Asia por embarcagdes

portuguesas (RESENDE, 2011).

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia Estatitica (IBGE 2006),
dentre as os alimentos pertencentes a familia das solandceas o pimentio perde apenas para o
tomate (Solanum lycopersicon L.) e a batata inglesa (Solanum tuberosum L.) com relagdo a

area cultivada e quantidade produzida no Brasil.

Importante fonte de vitamina C, o pimentao atende as necessidades didrias de até seis
pessoas. Algumas variedades superam os teores encontrados em frutas citricas, como laranja e
limdo. Mas, quando seco, a vitamina é quase totalmente eliminada, € no cozimento a perda
chega a cerca de 60%. O pimentdo ainda fornece boas quantidades de calcio, fésforo e ferro e
¢ dotada de baixa caloria, caracteristica muito procurada pelos consumidores preocupados

com 0 peso (PIMENTAO, acesso em 27 de fevereiro de 2015).

Seu cultivo pode se dar tanto em campo aberto quanto em estufas, sendo o cultivo em
campo aberto responsavel pela grande maioria da drea ocupada com esse legume no Brasil,
enquanto ao cultivo em estufas cabe a produgdo de frutos a serem comercializados maduros
na coloracao vermelha, amarela e outras. Entre as principais dreas de cultivos estdo os estados
de Sao Paulo, Santa Catarina, Minas Gerais, Rio de Janeiro e estados do Nordeste. Apesar do
destaque dado aos estados citados, o pimentdo estd presente em todo territério nacional

(MALDONADO, 2000).

O pimentao e as pimentas doces ndo possuem sabor picante, devido a auséncia do
alcaldide capsaicina, sendo estes utilizados como corantes e para consumo in natura. As
pimentas, em sua maioria, possuem sabor ardido, caracteristico, devido a presenca do
alcaldide capsaicina na placenta, nas sementes e, pode ser encontrada em menor grau, no
pericarpo do fruto, destacando-se a pimenta-malagueta, pelo elevado teor possui sabor mais

pungente, segundo Freire, et al (2012 apud REIFSCHNEIDER, 2000).
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De acordo com dados do IBGE 2006, dentre as os alimentos pertencentes a familia das
solandceas o pimentdo perde apenas para o tomate (Solanum lycopersicon L.) e a batata

inglesa (Solanum tuberosum L.) com relacdo a drea cultivada e quantidade produzida.

3.2 Uso de agrotoxicos nos alimentos

De acordo com a Lei n° 7.802, regulamentada pelo Decreto n° 4.074, de 4 de janeiro
de 2002, o termo agrotdxico e afins € definido como produtos e agentes de processos fisicos,
quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas, nativas ou
plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao danosa
de seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias e produtos empregados como

desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento (BRASIL, 2002).

A agricultura praticada no Brasil pode ser caracterizada pela dependéncia da utilizacao
de agrotoxicos. Muitas vezes, os produtores rurais consideram o agrotdéxico um insumo
necessario a viabilidade dos sistemas agricolas, sendo a tnica alternativa vidvel de produgao.
No entanto, o atual modelo de agricultura representa um processo de insustentabilidade
ambiental, pois resulta em situacdes de risco a0 meio ambiente e a saide humana (BOHNER

et al., 2012).

O risco determinado pelos agrotéxicos ou a probabilidade de um individuo adoecer
pela acdo destes produtos é dado pela exposi¢do que a pessoa tem a eles e a toxicidade dos
produtos. Assim se hd uma alta exposicdo, mesmo que o produto tenha baixa toxicidade, o
risco € alto, como ao inverso com baixa exposi¢cdo e alta toxicidade, o risco se mantém alto

(TRAPE, 2003).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (2013), foi realizada uma
andlise com 3.293 amostras de treze alimentos monitorados, incluindo arroz, feijao, morango,
pimentdo, tomate, dentre outros. A escolha dos alimentos baseou-se nos dados de consumo
obtidos pelo IBGE, na disponibilidade destes alimentos nos supermercados das diferentes
unidades da federagdo e no perfil de uso de agrotoxicos nestes alimentos, onde de acordo com
a Tabela 1, o pimentdo obteve valores acima do permitido pelo Programa de Andlise de

Residuos de Agrotéxicos em Alimentos (BRASIL,2013).
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Tabela 1 - Amostras analisadas por cultura e resultados insatisfatérios — 2011. (1) amostras
que apresentaram somente IA ndo autorizados (NA); (2) amostras somente com ingredientes
ativos autorizados, mas acima dos limites maximos autorizados (> LMR); (3) amostras com

as duas irregularidades (NA e > LMR); (1+2+3) soma de todos os tipos de irregularidades.

Agrotéxico  Acima do Acima do Total de
N° de nao limite limite e ndo  Insatisfatdrios
Produto amostras autorizado autorizado
analisadas 1) 2) 3) (142+3)

N° % N° % N° % N° %

Alface 134 55 41% I 07% 2 1,5% 58 43%
Arroz 162 26 16% 0 00% 0 0,0% 26 16%
Cenoura 152 102 67% 0 00% 0 00% 102 67%
Feijao 217 13 6% 0 00% 0 0,0% 13 6%
Mamao 191 20 10% 14 73% 4 2,1% 38 20%
Pepino 200 71 36% 10 50% 7 3,5% 88 44%
=bimentio, 213 178  84% 2 09% 10 47% 190 R9%
Tomate 151 14 9% 0 00% 4 2,6% 18 12%
Uva 208 41 20% 11 53% 4 19% 56 27%
Total 1.628 520 32% 38 23% 31 19% 589 36%

Fonte: IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

(A tabela acima apresenta dados numéricos referente a produtos com limite para o uso de

agrotoxicos, referente a analises feitas no ano de 2013).
3.3 Alimentos organicos

No Brasil a lei Federal n ° 10.831de 23 de dezembro de 2003, considera-se sistema
organico de producdo agropecudria todo aquele em que se adotam técnicas especificas,
mediante a otimizacdo do uso dos recursos naturais e socioeconOmicos disponiveis e o
respeito a integridade cultural das comunidades rurais, tendo por objetivo a sustentabilidade
econOmica e ecoldgica, a maximizacdo dos beneficios sociais, a minimizacao da dependéncia

de energia ndo renovdvel, empregando, sempre que possiveis métodos culturais, bioldgicos e
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mecanicos, em contraposicdo ao uso de materiais sintéticos, a eliminacdo do uso de
organismos geneticamente modificado e radiagdes ionizantes, em qualquer fase do processo
de produgao, processamento, armazenamento, distribuicdo e comercializacdo, e a prote¢ao do

meio ambiente (BRASIL, 2003).

Nos anos 70, a agricultura organica surgiu como uma alternativa ao padrao produtivo
vigente na época. No Brasil, a agricultura orgéanica comeca a se estabelecer a partir do ano de
1976 com manifestos de pesquisadores e que ganhou forca durante a década de 80 com o

surgimento das Organizacio ndo governamental (ONG) (CASEMIRO; TREVIZAN, 2009).

Os controles de organismos que podem se tornar pragas ou doencas émanejado através
de controle ambiental, préticas culturais e, eventualmente em casos de desequilibrios
extremos, utilizam-se pontualmente produtos de baixo impacto toxicolégico (EMBRAPA,

2006).

z

A agricultura orginica, que ndo emprega insumos quimicos, ja € praticada
comercialmente em muitos paises. Do ponto de vista ambiental, € uma boa alternativa. Porém,
os precos de alguns produtos ainda sao mais elevados do que os dos alimentos convencionais.
A razdo é a demanda ser muito maior do que a oferta, e nao porque o custo de producgdo seja
maior. Isso faz com que o consumo de alimentos orginicos seja ainda um privilégio das

classes econdmicas mais favorecidas (BRASILIA, 2005).

Para a producio organica vegetal ou animal, ha uma serie de normas técnicas exigidas
para a obten¢do do selo verde ou selo organico. A certificacdo € um processo que atesta a
condicdo de um determinado alimento, ou seja, se € realmente organico. O processo
possibilita o reconhecimento do alimento como tendo sido obtido por meio de atividades que
atenderam as normas estabelecidas para a producdo organica. Para o mercado interno, as
embalagens ou produtos deverdo incluir o selo organico, enquanto que para o mercado
externo deve ser emitido um certificado para cada tipo de modalidade de exporta¢do adotada

pelos agentes, segundo Borguini (2002 apud PENTEADO, 2000).

De acordo com Borguini e Torres (2006), alguns pesquisadores mantém-se atentos
para controlar varidveis como localizacdo da propriedade, cultivar e maturagdo na colheita,
como uma maneira de reduzir o nimero de fatores potenciais que podem afetar o valor

nutricional. Os estudos comparando o sistema de produ¢do como um todo tém relativa
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vantagem, pois evitam atribuir importancia a fatores individuais no valor nutricional dos
alimentos. Além disso, € importante que as propriedades venham sendo manejadas organica

ou convencionalmente por um consideravel periodo de tempo.
3.4 Metabdlitos secundarios

Os metabdlitos secunddrios, geralmente de estrutura complexa, baixo peso molecular,
possuem atividades bioldgicas marcantes e, diferentemente dos metabdlitos primdrios,
apresentam-se em baixas concentracdes e em determinados grupos de plantas (Pereira;

Cardoso 2012 apud BERG e LUBERT, 2008).

Uma grande porcentagem dos principios ativos das plantas, que estd compreendida
dentro dos chamados metabdlitos primdrios estd universalmente distribuida e participa da
atividade celular de todo ser vivo e cumpre funcdes vitais. Sdo exemplos de metabdlitos
primdrios: proteinas, aminodcidos, 4cidos nucléicos, carboidratos, &4cidos graxos,

fosfolipidios, etc (BESSA et al. 2007).

Exemplos de metabdlitos secundédrios sdo: flavondides, alcaldides, cumarinas,
agliconas, antraquindnicas, triterpenos e/ou esterdides, saponinas, polifendis e taninos

(ALVES, et al., 2009).

Para andlise desses metabolismos secunddrios se faz necessario técnica apropriada,
afim de que cada composto do metabolismo sejam analisado sozinho garantindo um estudo
mais profundo e direcionado com resultados precisos e fidedignos. Entre as técnicas usadas
estd a Cromatografia em camada delgada analitica e a Cromatografia liquida de alta eficiéncia
que sao técnica precisa quanto aos resultados de separagdo de substancias Serra, R. L. (2013

apud COLLINS et al., 2006).

De acordo com dados do IBGE 2006, dentre as os alimentos pertencentes a familia das
solandceas o pimentdo perde apenas para o tomate (Solanum lycopersicon L.) e a batata

inglesa (Solanum tuberosum L.) com relacdo a drea cultivada e quantidade produzida.
4. METODOLOGIA

Inicialmente a pesquisa foi divida em duas fases, na qual na primeira parte foram
utilizados pimentdes obtidos do cultivo convencional, onde foi analisado o efeito dos métodos

por desidratacdo, em estufa a 40° C com circulagdo de ar e em liofilizador sobre os
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metabdlitos secunddrios e sobre a atividade antioxidante frente ao teste qualitativo do B-
caroteno dos frutos de Capsicum spp (Pimentdo) cultivado em Imperatriz — MA. Com base
nos resultados obtidos, prosseguiu-se a segunda etapa da pesquisa com a avaliacdo dos
metabolitos secunddrios de frutos do pimentdao de modo convencional e organico, utilizando

como melhor método o desidratacao por liofilizacdo, que foi constatado na primeira fase.
4.1. Materiais utilizados
4.1.1 Matéria - prima

Foram utilizados pimentdes convencional comprados em uma feira local da cidade de
Imperatriz — MA, e de cultivo convencional e orginico no Cinturdo Verde da cidade de
Imperatriz — MA, com a colaborag¢do do professor do CESI UEMA Dr. Paulo Catunda e por
Rodrigo de Sousa Silva do curso de Agronomia da UEMA - CESI, onde uma parte desse lote
foi utilizada o borrifamento com agrotéxico ABAMECTIN NORTOX.

4.1.2 Teste de umidade

Determinou-se o teor de umidade do pimentdo utilizando-se 3 amostras de peso
0,74118 g para o pedaco menor, 1,3470 g para o médio e 2,1478 g para o grande. A balanca
analitica por infravermelho utilizada para medi¢do das massas tem precisdo de 4 casas
decimais e erro associado € de + 0,0001 g. A percentagem em massa da umidade foi obtida
pelo préprio equipamento tendo como porcentagem 81,955%.

PERCENTAGEM EM MASSA DE UMIDADE = Timide-mseca 1 oy,

Mamida
4.1.3 p-caroteno

Para a determinacdo qualitativa da atividade antioxidante, as amostras foram
submetidas a borrifacdo com o f-caroteno, onde as placas amareladas (depois de borrifadas)
foram expostas a radiagdo ultravioleta do sol. Assim, iniciou-se o processo de oxidagdo pelo
oxigénio atmosférico, ocasionando assim uma reacdo fotoquimica. Retornando a placa de
silica a sua coloragdo inicial que era branca, exceto na mancha onde existia 0 composto com

potencial antioxidante.
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4.1.4 DPPH

O método do sequestro do radical livre estavel 2,2 — difenil -1 -picrilhidrazil (DPPH)
foi utilizado para avaliar a capacidade antioxidante, nos extratos etandlico, convencional e
organico, que se baseia na transferéncia de elétrons, na qual o DPPH que possui cor pirpura €
reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela. Utilizando como solucao de

um padrio o flavonéide Rutina.
4.1.5 Cromatografia em coluna

Todas as proporcdes foram reveladas em luz ultravioleta em dois comprimentos de
ondas, em 254 nm e 365 nm para observagao de substancias, nas placas de cromatografia em
camada delgada (CCDA). Apés as placas serem submetidas a luz ultravioleta foram reveladas

com iodo.
4.1.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os metabolitos secundérios foram analisados pela cromatografia liquida de alta
eficiéncia, método este que utiliza equipamentos sofisticados para a separacdo e andlises
quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes, em vdrios tipos de
componentes de uma amostra pela interacdo com a fase estaciondria e a fase movel, tendo

como liberdade de escolha da fase mével, da vazdo e da temperatura.

4.2. Efeito do método de desidratacdo sobre os metabélitos secundarios e atividade

antioxidante do pimentao Capsicum spp

4.2.1 Material Vegetal

Os pimentdes (Capsicum spp) verdes foram cultivados por meio de cultura convencional

e adquiridos na feira do mercadinho localizada no centro da cidade de Imperatriz- MA.

4.2.1.2 Obtencdo dos extratos

As amostras de pimentdes foram cortadas em pequenas proporcdes € pesadas, para assim
passarem pelos métodos de desidratacdo da estufa e liofilizador.

Apés a fase de limpeza e pesagem foram distribuidas em bandejas no liofilizador, e na
estufa com circulacdo de ar a 40 °C para suas devidas desidratagdes. As amostras

desidratadas foram trituradas em um liquidificador de alta rotagdo (marca: BM43, copo 4L)
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até a formacao de um pod, obtendo-se como massa final 87,50 g de amostra do liofilizador e
24,69 g de amostra da estufa.

Os extratos hexanico, etandlico e diclorometanico do pimentdo foram obtidos por
extracdo com solvente utilizando hexano e diclorometano por trés dias. Iniciou-se a extracdo
com solvente com o material obtido apds desidratacdo em estufa com solvente hexano por 24
horas. Esse extrato foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo, sendo repetido por dois
dias consecutivos, obtendo-se um extrato do pimentdo desidratado em estufa e outro
desidratado em liofilizador. Os extratos diclorometanico e etandlico foram obtidos da mesma
forma.
4.2.1.3 Andlises da variacdo dos metabdlitos secunddrios por meio de cromatografia em

camada delgada analitica (CCDA) dos extratos

Os extratos obtidos foram submetidos a andlise por meio de cromatografia em camada
delgada, onde as amostras obtidas pelos processos de liofilizacdo e estufa foram aplicadas nas
placas cromatograficas eluidas em diferentes fases moveis e em seguida reveladas na camara

escura com luz ultravioleta e no iodo sublimado.
4.2.1.4 Atividade antioxidante

Para a avaliacdo da atividade antioxidante, foram feitos os mesmos procedimentos de
eluicdo da placa cromatografica e em seguida, as placas foram borrifadas com solucdo de B -
caroteno (0,02%), que apds exposi¢do a radiacdo ultravioleta do sol, ocorre uma reagdo
fotoquimica e descolore toda a placa evidenciando as substincias antioxidante com a

coloragcao amarelada prépria do B — caroteno.

A avaliacdo da atividade antioxidante do extrato etandlico foi feita com o teste do DPPH
(0,004%), com reagdes dos extratos com o DPPH por 30 minutos no escuro para evitar a
redu¢do do mesmo. Os extratos e padrio (Rutina) foram avaliados em cinco dilui¢des de
concentracdes de 0,25; 0,125; 0,062; 0,031 e 0,015 mg/mL. Os resultados das atividades
antioxidantes foram obtidos pela leitura da absorbidncia no espectrofotometro em

comprimento de onda de 517 nm.
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4.2.2 Avaliagdo as alteragoes dos metabdlitos secunddrios de amostras do pimentdo por

método convencional e organico

4.2.2.1 Coleta do Material Vegetal

Os pimentdes que foram usados para dar continuidade a pesquisa apds resultados da
melhor forma de desidratacdo foram obtidos a partir do cultivo realizado no Cinturdo Verde
na cidade de Imperatriz — MA. Em relacdo as recomendacgdes técnicas de cultivo organico
pode-se dizer que o preparo do solo acontece similar ao cultivo convencional. No entanto, os
lotes para plantio convencional (FIGURA 1), foram localizados de forma que ndo ocorra
contaminag@o pelo uso do borrifamento com o agrotéxico (ABAMECTIN NORTOX) nos
lotes de pimentdo plantados de modo organico (FIGURA 2), que utiliza como adubo material
organico e inseticida organica para evitar a proliferacdo de pragas, de acordo com as normas

estabelecidas para cultivo do Ministério da agricultura pecudria e abastecimento (MAPA).

Figura 1 — Pé de pimentdo cultivado de modo convencional com uso de agrotéxico

ABAMECTIN NORTOX, no Cinturdo verde situado na cidade de Imperatriz - MA.
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Figura 2 — P¢é de pimentdo cultivado de modo orgénico no Cinturdo verde situado na cidade

de Imperatriz - MA.

Foram coletados os pimentdes que apresentaram melhores condi¢des, e que sua
coloracdo apresentava de forma uniforme, e sem estagio de maturacdo avancado, como pode
ser observado na Figura 3. Posteriormente, as amostras desidratadas foram trituradas em

liquidificador até a completa formacao de um po.

Figura 3 — Amostras de pimentdo cultivado de modo convencional (a) (ABAMECTIN

NORTOX) com uso de agrotdxico e organico (b).

4.3 Obtencao dos extratos

Apo6s a fase de limpeza e pesagem foram distribuidas os pimentdes em bandejas no

liofilizador, e na estufa com circulagdo de ar a40°C para suas devidas desidratagdes.
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As amostras desidratadas foram trituradas em um liquidificador industrial, obtendo-
se como massa final 87,50g de amostra do liofilizador e 24,69g de amostra da estufa. Os
extratos das amostras dos pimentdes convencionais € organicos seu estrato foi obtido pela
desidratacdo ambiente, sendo observado que a estrutura obtida do pimentdo é semelhante a

desidratada no liofilizador e na estufa.

Os extratos hexanico, diclorometanico e etandico do pimentdo foram obtidos por
extracdo por solvente com hexano, diclorometano e etanol por trés dias. Iniciou-se a
percolacdo com o material obtido apds desidratacdo em estufa com solvente hexano por 24

horas.

Esse extrato foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo, sendo repetido por dois
dias consecutivos, obtendo-se um extrato do pimentdo desidratado em estufa e outro
desidratado em liofilizador. Os extratos diclorometénicos e etandico foram obtidos da mesma

forma.

A extracdo dos pimentdes de cultivo convencional e organico foi obtida por extracao
por solvente dos demais reagentes utilizados no inicio da pesquisa, obtendo massa final
74,75g de extrato de pimentdo hexanico organico, e 108,85g de extrato hexanico
convencional, € nos extratos de pimentdo etandlico organico 79,98g, e 119,77g etandlico
convencional, com mudancga apenas do modo de desidratacdo que foi utilizada a temperatura

ambiente (25°C).

4.4 Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

Os extratos obtidos foram submetidos a andlise por meio de cromatografia em camada
delgada, onde uma pequena quantidade de amostra obtida pelos processos de liofilizacdo e
estufa foi aplicada na placa cromatografica eluida sem diferentes fases méveis e em seguida

reveladas na cAmara escura com luz ultravioleta e no iodo sublimado.
4.5 Cromatografia em coluna

Foram adicionados 50 mg de silica para cromatografia em coluna. Em seguida a
coluna foi empacotada juntamente com a silica e com o reagente hexano, o qual entre outros
fatores definiu a eficiéncia da separacdo. A coluna foi adicionado uma pequena quantidade de
solvente e deposita-se na sua extremidade inferior um chumaco de algodao com espessura de

aproximadamente 0,5 cm para impedir a passagem de particulas da fase estaciondria. Logo
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ap6s o empacotamento (Figura 4), o concentrado extraido do pimentdo foi adicionado a
coluna, seguido da adicdo de mais hexano, para obtenc@o do primeiro constituinte. Apds a
total coleta do primeiro constituinte, a composi¢do do eluente foi alterada para o segundo
constituinte diclorometano, e posteriormente para o terceiro constituinte o dlcool. Assim, foi
possivel visualizar diferentes zonas coloridas descendo pela coluna, que foram entdo
recolhidas, separadamente pela extremidade inferior. Obteve-se 1 mL de cada fracdo obtida

na coluna, com eluente do hexano 1-8, do eluente diclorometano 1-11, e do alcool 1-2.

Figura 4 — Coluna de cromatografia liquida cldssica fase estaciondria e uma fase liquida.

4.6 Teste com difenilpicrilhidrazila (DPPH)

Teste com Difenil-picril-hidrazila (DPPH) foi um dos métodos utilizado para
determinar a atividade antioxidante. Foi preparada a solucdo estoque de DPPH (0,004% em
etanol), na qual 4 mg de DPPH foram solubilizados em 100 mL etanol. Para a solu¢do das
amostras, pesaram-se 16 mg dos extratos e fracdes de cada pimentdo estudada, que foram

misturadas em 4 mL de etanol.

Em tubos contendo 1 mL da solu¢do estoque de DPPH, adicionaram-se etanol e a solugdo
das amostras, obtendo-se as concentracdes de 2/ 1 /0,5 e 0,25 mg/ml de amostra. Na figura 5,
€ possivel observar as amostras contidas nos tubos, onde foram homogeneizadas e deixadas

em repouso ao abrigo de luz por 30 minutos.

Ap6s 30 minutos, a absorbancia foi lida em 517 nm em espectrofotdmetro de UV

visivel (marca Analyser, modelo LGS), foram utilizadas cubetas de vidro de 1,00 cm de
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caminho O6ptico e foi convertida em percentagem de atividade antioxidante (AA%)
utilizando-se a seguinte equacgao:

(ADPPH —AExtr)
ADPPH'

% Inibicdo = [ 1x 100

Onde o ADPPH ¢ a absorbancia da solu¢do de DPPH, o AExtr é a absorbancia da

amostra em solucao.

Figura 5 - Reacdo em tubo de ensaios com DPPH.

4.7 Teste do dragendorff

O teste do dragendorff € um reagente de deteccao de alcaldides, sendo uma solucao
de metais pesados, na qual detecta normalmente aminas tercidrias e certas aminas secundarias.
O reagente também da provas de alcaléides falso-positivos com proteina devido ao nitrogénio

do peptideo de ligacdo.

A preparacdo do revelador dragendorff foi realizada a partir da seguinte férmula:
nitrato de bismuto 1,7 g e 4cido tartarico 20 g em dgua 80 mL (solucdo A); iodeto de potdssio
16 ¢ em 40 mL de dgua (solugdo B); misturaram-se partes iguais das solucdes A e B
(solucdo estoque); o spray foi preparado dissolvendo-se 10 g de 4cido tartdrico em dgua (50

mL) e adicionando-se 10 mL da solugdo estoque.

4.8 Teste com o p-caroteno

Os extratos foram submetidos a CCDA em diferentes fases modveis para obtengdo de
um maior nimero de manchas com Rfs diferentes. Depois de selecionado a melhor fase

movel, submeteu-se as placas ao borrifamento com solug¢do com o B—caroteno (0,02%), teste
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este que revela a presenca de substincias antioxidantes apds reacdo de oxidagcdo com luz

ultravioleta.

4.9 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Inicialmente foram pesadas 0,5 mg do extrato de modo convencional e orgénico,
adicionado 5 mL de metanol para que possa se dissolver, sendo os residuos separados por
filtragdo. Posteriormente foi usado o ultra — som para tornar a amostra bem solivel. Logo

apos, foi feito a injecdo individual de cada amostra na coluna cromatogréfica, para andlise.

O equipamento utilizado foi o cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia, Varian
(FIGURA 6), munido de bomba de alta pressdo, injetor automético com loop, detector de UV-
Visivel, software Galaxie, coluna de silica analitica C18, fase mével composta de metanol
(100%); fluxo: 1,0 mL/minuto; tempo de corrida de 70 minutos. Os cromatogramas foram
gerados em comprimentos de onda de 254 nm e 365nm. As andlises e pds-andlises foram
controladas por um computador acoplado ao sistema. Na figura 07 pode ser observado um

esquema da instrumenta¢do de um cromatégrafo liquido.

Figura 6 - Aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Modelo
Varian /Analitico / 2 Bomba / 2 Comprimento de onda (UV)).

Fonte: Foto tirada do Laboratério de Quimica da Universidade Federal do Maranhdo em Imperatriz —

MA (2015).
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Figura 7 - Esquema de instrumentagdo bdsico do sistema CLAE (Cromatografia
liquida de alta eficiéncia). 1) vdlvula de injecdo de amostra; 2) bomba de alta pressao;

3) fase movel; 4) coluna cromatogréfica; 5)detectores; 6)descarte de solvente.

Disponivel em: <http://slideplayer.com.br/slide/1783449/>. Acesso em 07/01/2015.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Efeito dos Métodos de Desidratacao por Liofilizacao e em Estufa com Circulacao de

Ar, sobre a Degradacao dos Constituintes Antioxidantes do Pimentao

5.1.1 Cromatografia em camada delgada dos extratos e atividade antioxidante com p-

caroteno

Os extratos foram submetidos a cromatografia em camada delgada usando-se como
fase estacionaria a silica em gel e como fase movel, solventes organicos. Foram
utilizados como fases moéveis hexano 100%, hexano:acetato de etila (9:1); (8,5:1,5);

(7:3) e (1:1), e também acetato de etila 100%.

Os extratos hexanicos obtidos eluidos em hexano:acetato de etila (85:15) e
diclorometanico eluidos em hex:AcOEt (7:3) obtidos do pimentdo desidratado em estufa
eliofilizador respectivamente, foram escolhidos por terem tido uma melhor separacio em

relacdo as outras fases moveis, e com isso foi realizado o teste de atividade de antioxidante.

Os extratos hexanicos obtidos do pimentdo desidratado em liofilizador (a) e em

estufa (b) (Figura 8 (a) e (b)) foram submetidos a andlise por CCDA e reveladas em luz
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ultravioleta em dois comprimentos de onda, em 254 nm e em 365 nm para observagao
de substincias que apresentam coloragdo. Depois de submetidas a luz ultravioleta, as
placas foram colocadas para revelar na presenca de vapores de iodo, o qual interage com as
substancias presentes na placa, mostrando as em forma de coloracio marrom. Nao houve

uma alteracdo significativa dos metabdlitos.

Em seguida os extratos hexanicos foram borrifadas com solucio de  —caroteno onde

ndo apresentou alteracdo significativa.

Figura 8 - Placas cromatograficas dos extratos hexanicos obtidos eluidos em hexano:acetato
de etila (85:15). (a) e (b) extratos hexanico da estufa e do liofilizador respectivamente,
revelado com iodo. (c¢) e (d) extratos hexanico da estufa e do liofilizador respectivamente,

ap0s teste com f-caroteno.

Os resultados mostraram a presenga de um maior nimero de manchas no extrato do
pimentdo liofilizado em comparagdo ao obtido em estufa, sugerindo que a desidratagdo em
estufa proporciona uma maior degradacdo dos metabdlitos secunddrios e consequente perda
de substincias com atividade antioxidante reveladas no teste com o B—caroteno, mostrando
que o método de desidratacdo por liofilizagdo € mais indicado para conservagdo de compostos
com atividade antioxidante.

Assim como DIAS (2014), os tomates avaliados utilizando como método de
desidratacdo em estufa e liofilizador, o material desidratado pelo método de liofilizacdao
apresentaram substincias antioxidantes ausentes nos extratos desidratados em estufa. o extrato

organico apresentou melhores resultados que o extrato convencional.

Analisando a CCDA do extrato diclorometanico do pimentao apds revelacdo no iodo
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(Figura 9 (a) e (b)), observou-se manchas marrons com diferentes Rfs quando comparados os
dois métodos de desidratacdo, permitindo afirmar que o extrato obtido do pimentdo apods
desidratacao em liofilizador (a) apresentou mais compostos do que o extrato diclorometanico
obtido apds desidratacdo em estufa (b), permitindo assim observar alteracdo dos compostos

do tomate apds aquecimento.

O extrato diclorometanico do pimentao desidratado em liofilizador (d) apds exposicao
ao sol apresentou pelo menos uma substancia com atividade antioxidante significativa frente

ao teste com 3 — caroteno (FIGURA 9 (¢) e (d))

Figura 9 - Placas cromatogrificas dos extratos diclorometanicos obtidos e eluidos em
hex:AcOEt (7:3). (a) e (b) extratos diclorometianicos da estufa e do liofilizador
respectivamente, revelado com iodo. (¢) e (d) extratos diclorometinicos da estufa e do

liofilizador respectivamente, apds teste com B-caroteno.

(a) (b) (0 (@
O teste de atividade de antioxidante foi realizado utilizado como melhores fases

moveis o hexano:acetato de etila (85:15).

No grifico 1 em relacdo ao teste de atividade antioxidante apresenta dados obtidos
referente ao teste com o DPPH, com os extratos desidratados por estufa e por liofilizagdao

usando como padrao o flavondide Rutina.
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Grafico 1- Amostras de extratos etandlicos desidratados em liofilizador (Pimentdo L) e em
estufa (Pimentdo E), referente a atividade antioxidante com o padrdao Rutina frente ao radical

livre DPPH.
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No grafico 1, pode-se observar que ndo houve alteracdo significativa nos métodos de

desidratacao frente ao teste do DPPH.

O teste do DPPH no grafico 2, também foi usado para a atividade sequestradora de
radicais livres nos extratos etandlico, convencional e organico, sendo observada uma melhor
absorbancia no pimentdo organico do que no pimentdo convencional. Isso mostra que o

pimentdo organico ocorre uma perda bem menor de compostos antioxidantes.

Grafico 2 — Atividade antioxidante dos extratos etandlicos do pimentdo convencional e

organico das amostras frente ao DPPH
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O teste de atividade antioxidante, em DIAS (2014), pelo sequestro do radical DPPH
com os extratos etandlicos também evidenciou que o extrato organico contém mais atividade

antioxidante que o extrato cultivado de modo convencional com uso de agrotéxicos.
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5.4 Teste do dragendorff

Para revelar a presenca de possiveis compostos nitrogenados nas amostras de
pimentdo hexanico convencional e organico, foi utilizado o revelador Dragendorff borrifadas
nas placas de cromatografia em camada delgada com propor¢cdes de 9:1/7:3/1:1,
hexano:ETOH (90:10) e hexano: ETOH 99:11, nao obtendo nenhuma mancha vermelho —

alaranjado caracteristica que o revelador poderia ter apresentado.

5.5 Teste da cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

Para avaliar a perda de compostos metabdlicos nas amostras de pimentdo hexanico
convencional e organico foi utilizada a cromatografia em camada delgada (CCDA), e
revelados em luz ultravioleta em dois comprimentos de onda, em 254nm e em 365nm para
observacio de substincias que apresentam coloragdo'. Depois de submetidas a luz
ultravioleta, as placas foram colocadas para revelar na presenga de vapores de iodo, o qual

interage com as substancias presentes na placa, mostrando as em forma de colora¢cdo marrom.

Tabela 2 - Placas cromatograficas com o extrato hexanico de pimentdo (A (hexano:acetato

de etila 9:1) / B (hexano:acetato de etila7:3) /C (hexano:acetato de etila8:2))

A(9]) B (73) C (82)

%

1 N . ..
Organico no lado esquerdo e convencional no lado direito

No teste das placas (CCDA) referente a Tabela 1, todos os extratos utilizados foram
extrato hexanico (organico/convencional), na fase moével 9:1(A) de extrato hexanico, foi
observada que tanto na cdmara escura, nos comprimentos de onda 254 nm e 365 nm, e no
iodo o lado que a amostra de pimentdo organico foi inoculada teve presenca de manchas que
nao foram observadas no lado que estava presente o extrato convencional. Na fase mével 7:3
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(B) ndo apareceu manchas em nenhum comprimento na camara escura, mais foi possivel
observar uma maior presenca de machas no lado organico quando em contato com o iodo. Na
fase movel 8:2 (C) ndo apareceu nenhuma mancha no comprimento de onda 254 nm, porém
no comprimento de onda de 365 nm e no iodo, foi observada uma presenca maior de manchas

reveladas no lado que contem o extrato de pimentdo organico.

5.6 Cromatografia em coluna

As fragdes obtidas na cromatografia liquida de coluna dos extratos convencional e
organico do pimentdo foram submetidos a cromatografia em camada delgada usados e como
fase estacionaria a silica em gel e como fase moével, solventes organicos. Foram utilizados
como fases moéveis hexano 100%, hexano:acetato de etila (1:1); Acetato (100%); Acetato:

Metanol (9:1); e também Metanol (100%).

As fracdes obtidas na cromatografia de coluna com o extrato heaxanico convencional
do pimentdo (FIGURA 10), obtiveram-se uma banda amarelada. J4 na separagdo dos
pigmentos do pimentdo, a principio, com o acréscimo do hexano (eluente apolar) verificou-se
o aparecimento de duas bandas uma amarela e outra esverdeada, sendo que esta segunda ao
entrar em contato com o diclorometano (eluente de média polaridade) elui, mudando de
coloracdo. Sendo, portanto, necessario uma mudanca no eluente utilizado para o etanol

(eluente polar).

Figura 10 - Separacdo de composto do pimentdo por cromatografia em coluna do extrato

organico com silica.

Para a escolha dos solventes, optou-se por eluentes que possuissem produtos
comerciais equivalentes, tal como o hexano, diclorometano, e o dlcool etilico (dlcool

comercial). Foram obtidas no total 21 fracdes, sendo 12 fracdes de extrato convencional e 9
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de fragdes de extrato organico. Apds as placas avaliadas dos extratos organicas e
convencionais as fragdes foram entdo juntas com o intuito de diminuir o numero de fragdes a
ser estudadas, e selecionando as de melhor resultado. Obtendo-se fragdes com extrato
hexanico convencional do pimentdo, com o eluente hexano (1-8), diclorometano (1-11), e o

etanol (1-2), e como o extrato organico, com o eluente hexano (1-6), e acetato (1-9).

5.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Para o estudo no CLAE, foi realizadas placas de cromatografia em camada delgada
com os extratos convencional (5-6/7 hexano 100%), (8-9/11/12 1:1hexano/acetato), obtendo 5
fracdes, e com os organicos (1-4/5-6 hexanol100% (7/8/9 9:1 Hexano:ACOET), obtendo 5

fracdes.

A partir das placas do convencional das fracdes (5-6/7) a fracdo 7 obteve melhor
resposta, € na organica nas fragcdes (7/8/9), a 8 obteve melhor resultado, com isso a fracdo
convencional (7) e organica (8) foi novamente feita para comparar na propor¢ao

hexano:acetato (1:1).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, utiliza como fase mdvel um liquido e
equipamento sofisticado para a separacdo de componentes de uma amostra pela interacdo com
a fase estacionaria e a fase mével, tendo como liberdade de escolha da fase modvel, da vazio e
da temperatura. Para a inje¢do no equipamento foram utilizadas as fragdes 8 (convencional) e
a fracdo 8 (organica), com diferentes comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm

respectivamente.

Comparando a Figura 11 com a Figura 12 foi possivel analisar, que apds correr no
intervalo entre 60 e 70 minutos, o pico apresentou maior crescimento no comprimento de
onda de 365 nm do que no de 254 nm. Isso pode estar associado ao tipo de agrotéxico

utilizado nas amostras estudadas.
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Figura 11 — Representacdo grafica da curva de calibrac¢do da fra¢do 8 do extrato de pimentao
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Figura 12 - Representacio gréfica da curva de calibracio da fracdo 8 do extrato de pimentao

organico 4 254 nm.
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A figura 13 em comparacdo com a figura 14 apresentou um pico mais definido no

intervalo de tempo de 60 a 65 minutos, diferentemente do visualizado na figura 14 no mesmo

intervalo. Essa ja apresentou picos em intervalo de tempo diferentes, sendo este de 50 a 55

minutos.
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Figura 13 - Representacdo grafica da curva de calibragdo da fracdo 8 do extrato de pimentio

convencional 4 254 nm.
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Figura 14 - Representacdo grafica da curva de calibragdo da fracdo 8 do extrato de pimentio

convencional 4 365 nm.
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De acordo com as Figuras 11 e 14, foi observado que na fragdo orgénica (8) pode
haver a presenca de determinadas substancias, devido a formag¢do de um pico maior, o que
ndo foi visualizado na fragdo convencional (8) no comprimento de onda de 365 nm. Ja

comparando as Figuras 12 e 13, foi observado que a elevac@o do pico no intervalo de 60 a 65
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minutos € a 254 nm pode estar associada ao tipo de agrotoxico utilizado no extrato de

pimentdo convencional.
6. CONCLUSAO

Conclui-se que a partir dos métodos de desidratacdo e liofilizacao usados, foi possivel
observar que os extratos hexanicos e diclorometanico foram revelados compostos com maior
quantidade no pimentio liofilizado em comparagdo ao da estufa. Recomenda-se o método de

desidratacao por liofilizagao.

A alteracdo dos metabolitos secundédrios foi observada no teste de atividade
antioxidante realizado com o difenil-picril-hidrazila (DPPH), onde o extrato do pimentdao
cultivado com agrotoxico apresentou diminui¢do de 50% da atividade em comparagdo ao

pimentao organico.

Para avaliar a presenca de alcaldides foi utilizado o revelador dragendorff, pois de
acordo com a literatura em pimentas do tipo malagueta possui em sua estrutura um alcaldide
chamado capsicina, € como o pimentdo faz parte do género Capsicum spp, o agrotdxico
poderia ter feito uma muta¢do na planta, fazendo com que o pimentdo passasse a produzir
esse alcaldide, ou algum outro, nenhum composto nas placas apds serem borrifadas foi
apresentado. Isso prova que nao se encontra a presenca de alcaléides no pimentao, tendo em
vista a necessidade de um outro método para avaliar a presenga de outras substancias que

possa a vim esta presentes na amostras.

O B-caroteno indicou que ha pelo menos uma substancia com atividade antioxidante a
qual ndao foi observada no pimentdo desidratado em estufa. Nos extratos organico e
convencional foi observado no teste de cromatografia em camada delgada que aparece mais
compostos no extrato organico, pois ele tem que produzir mais constituintes para sobreviver,
J4 que no convencional o agrotéxico ja faz esse papel, isso pode ser um dos fatores que devem

ter levado a perda desses compostos.

A presenca de substancias na fracdo de pimentdo convencional nos dois comprimentos
de onda estudados pode estar relacionada ao tipo de agrotéxico utilizado, o que difere da
fracdo de pimentdo organico, pois este nao recebe a adi¢do de agrotoxico, dessa forma o
organico pode influenciar o aparecimento de novas substancias. Assim, € possivel constatar

que o uso de agrotoxico no cultivo do pimentdo influenciou de forma significativa na
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presenca de outras substincias ndo observadas no pimentdo organico, ou seja, substancias que

ndo sdo naturais do pimentao.

Com o uso da cromatografia em coluna com as fases moveis de 100% de hexano e
9:1(hexano/acetato), nas amostras dos pimentdes convencional e organico, foi observado com
o auxilio da camara escura com comprimento de onda de 365nm e 254nm, e o iodo, que o
pimentdo organico e convencional, compostos foram observados em maior quantidade quando

revelados no iodo.

Com o uso do CLAE foi observado que a presenca de diferentes compostos nas
amostras, observadas nos picos mais finos tornando mais eficiente na separacdo entre duas
substancias que eluem préximas, posteriormente devera ser utilizada diferentes fases méveis

para melhor andlise dos metabdlitos das amostras.
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