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RESUMO

SANTOS, LARISSA SOUSA. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano — Campus Rio Verde, fevereiro de 2020. Estudo e aplicacdes do 06leo essencial
de Eugenia dysenterica DC e extratos vegetais de Capsicum chinense JACQ.
Orientadora: Dr.2 Céassia Cristina Fernandes Alves. Coorientadores: Dr. Jodo Carlos

Perbone de Souza e Dr. Mayker L. Dantas Miranda.

Oleos essenciais e extratos vegetais sdo produtos naturais que podem ser extraidos das
plantas. As espécies da familia Myrtaceae e do género Capsicum apresentam grande
variedade de compostos bioativos com propriedades bioldgicas, como antioxidante,
antibacteriana, tripanocida e antifingica. Com isto, objetivou-se extrair o 6leo essencial
das folhas secas de E. dysenterica DC e preparar extratos de Capsicum chinense JACQ
para avaliar as suas propriedades quimicas e biologicas. O OE-Ed foi extraido por
hidrodestilacdo, os extratos de pimenta foram preparados utilizando o processo de
maceracdo com diferentes solventes e calculados seus respectivos rendimentos. A
identificacdo da composicdo quimica de OE-Ed foi realizada por detector de ionizag&o de
chama por cromatografia em fase gasosa (CG/FID) e espectrometria de massa por
cromatografia em fase gasosa (CG/EM). As suas atividades biolégicas in vitro foram
investigadas contra formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi e bactérias do género
Streptococcus. O perfil quimico do EECC foi analisado por cromatografo liquido
acoplado ao espectrometro de massas de alta resolucdo (CL-EM) e avaliado a sua
atividade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP. Em adicdo, foram
preparados filmes biodegradaveis através da incorporacdo do EECC em biofilmes de
Araruta. A atividade antifungica de EHCC, EACC e EMCC foram avaliadas frente aos
fungos Sclerotinia sclerotiorum, Rhizopus stolonifer e Colletotrichum gloesporioides.
Como resultados, o OE-Ed apresentou o total de 24 compostos, foi altamente ativo
quando testado contra formas tripomastigotas de T.cruzi e moderada acgdo contra
patdgenos orais. A espécie C. chinense apresentou alta concentragdo de substancias
quimicas polares em relacdo as substancias apolares. O EECC demonstrou promissora
atividade antioxidante de acordo com os testes realizados, pela elevada concentracao de
compostos fendlicos presentes na pimenta biquinho. A alta atividade antioxidante do

EECC foi expressa em valores de ICso (ug/mL) para os reagentes DPPH (ICso = 18.04
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pug/mL), ABTS (ICso = 25.33 pug/mL) e FRAP (ICso = 128.58 pg/mL). Os filmes obtidos
pela técnica de Casting e incorporados com EECC, demonstraram-se uniformes, com
estrutura granulada na area superficial e leve rugosidade conforme se aumentava a
concentracdo do extrato, estes exibiram aumento nos aspectos espessura, coloracéo e teor
de umidade variavel, além da diminui¢do da solubilidade. Os extratos EHCC, EACC e
EMCC apresentaram percentuais de inibicdo micelial para o fungo S. sclerotiorum, no
entanto, os extratos apolares exibiram as melhores atividades. Para os fungos R. stolonifer

e C. gloesporioides apenas 0 EHCC apresentou atividade.

PALAVRAS-CHAVES: Eugenia dysenterica; Capsicum chinense; filmes

biodegradaveis; atividade antioxidante, atividade antiflngica.
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ABSTRACT
SANTOS, LARISSA SOUSA. Goiano Federal Institute of Education, Science and
Technology - Rio Verde Campus, February 2020. Study and applications of Eugenia
dysenterica DC essential oil and plant extracts of Capsicum chinense JACQ. Advisor:
Dr.2 Céssia Cristina Fernandes Alves. Co-advisors: Dr. Jodo Carlos Perbone de Souza and
Dr. Mayker L. Dantas Miranda.

Essential oils and plant extracts are natural products that can be extracted from plants.
The Myrtaceae family and the Capsicum genus species present a wide variety of bioactive
compounds with biological properties, such as antioxidant, antibacterial, trypanocidal and
antifungal. With this, it is possible to extract the essential oil from the dry leaves of E.
disenterica DC and prepare extracts of C. chinense to evaluate its chemical and biological
properties. The OE-Ed was extracted by hydrodistillation, and the pepper extracts were
prepared using the maceration process with different solvents and their respective yields
were calculated. A flame ionization detector was used to identify the chemical
composition of OE-Ed by gas chromatography (CG/FID) and mass spectrometry by gas
chromatography (CG/EM). Then in vitro biological activities were investigated against
trypomastigote forms of Trypanosoma cruzi and bacteria of the genus Streptococcus. A
liquid chromatograph coupled to the high-resolution mass spectrometer (CL-EM)
analyzed the EECC chemical profile and its antioxidant activity was evaluated by the
DPPH, ABTS and FRAP methods. In addition, biodegradable films were prepared by
incorporating EECC into arrowroot biofilms. The EHCC, EACC and EMCC antifungal
activity were evaluated against the fungi Sclerotinia sclerotiorum, Rhizopus stolonifer
and Colletotrichum gloesporioides. As a result, OE-Ed presented a total of 24
compounds, was highly active when tested against trypomastigote forms of Trypanosoma
cruzi and moderate action against oral pathogens. The species C. chinense showed a high
concentration of polar chemical substances in relation to nonpolar substances. The EECC
demonstrated promising antioxidant activity according to the tests carried out, due to the
phenolic compound high concentration present in the beak pepper. The EECC high
antioxidant activity was expressed in 1C50 values (g / mL) for DPPH reagents (1C50 =
18.04 ug / mL), ABTS (IC50 = 25.33 pg / mL) and FRAP (IC50 = 128.58 pg / mL). The
films obtained by the Casting technique and incorporated with EECC, proved to be

uniform, with a granular structure in the surface area and slight roughness as the
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concentration of the extract increased, these showed an increase in the aspects thickness,
color and variable moisture content, in addition to decreased solubility. The EHCC,
EACC and EMCC extracts showed mycelial inhibition percentage for the fungus S.
sclerotiorum, however, nonpolar extracts showed the best activities. For fungi R.

stolonifer and C. gloesporioides only the EHCC showed activity.

KEY WORDS: Eugenia dysenterica; Capsicum chinense; biodegradable films;

antioxidant activity, antifungal activity.



1. INTRODUCAO

1.1 Eugenia dysenterica DC

O Cerrado brasileiro € o segundo maior bioma do pais. Abrange os Estados do
Distrito Federal, Goias, Tocantins, Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e
outros. Possui grande diversidade de espécies vegetais com potencial medicinal. No
entanto, apesar da biodiversidade do Cerrado apenas 8% das plantas foram estudadas em
relacdo aos seus compostos bioativos (da Conceicdo, Ruggieri, Araujo, da Conceicao, &
da Conceicdo, n.d.; Ribeiro Neto et al., 2020).

A espécie Eugenia dysenterica DC pertence a familia Myrtaceae, conhecida no
Brasil como cagaita ou cagaiteira (Figura 1). E uma arvore frutifera, originaria do
Cerrado, podendo atingir até 10 metros de altura. Seus frutos sdo levemente acidos com
coloracdo amarelo-claro, quando maduros séo utilizados principalmente para consumo in
natura ou para producdo de geleias e suco (Fidelis-de-Oliveira et al., 2020; SILVA,
CHAVES, & NAVES, 2001).

Figura 1. Arvore e frutos de E. dysenterica. Fonte: de Sousa, Camilo & Vera

(2018).
Esta espécie possui propriedades medicinais, cosméticas e dermatolégicas. Os

frutos possuem acédo antioxidante e laxante e o extratos das suas folhas e cascas s@o
utilizados no tratamento de diabetes e como antidiarrético (Ferreira-Nunes et al., 2018;

Silveiraetal., 2019). Correia et al., 2016, identificou que os extratos das folhas da espécie



E. dysenterica apresenta bom potencial antifungico contra espécies patogénicas de

Candida spp.
1.2 Capsicum chinense JACQ

As pimentas do género Capsicum pertencem a familia Solanaceae,
compreendendo 38 espécies, sendo apenas seis domesticadas e amplamente cultivadas
pelo homem, Capsicum annuum; Capsicum bacccatum; Capsicum chinense; Capsicum
frutescens, Capsicum assamicum e Capsicum pubescens. Os frutos de Capsicum
geralmente apresentam diversidade de substancias quimicas como os carotenoides,
capsaicinoides, compostos fendlicos e vitaminas, os quais sdo considerados benéficos
para o organismo humano (Dubey et al., 2019; Ramchiary, Kehie, Brahma, Kumaria, &
Tandon, 2014).

Estes frutos também apresentam beneficios para o organismo dos animais. Chen
et al., 2019, relata alguns trabalhos com suplementacdo de Capsicum em alimentagéo
animal, os quais apresentaram efeitos positivos, na ingestdo de alimentos, no sistema
imunoldgico e na producdo de leite de vacas leiteiras. Além disso, apresentam

propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas e anticancerigenas

(Jaiswal etal., 2019).
Figura 2. Frutos de pimenta-biquinho, C. chinense.

A espécie Capsicum chinense Jacq é originaria da Amaz6nia, e seus frutos
apresentam ampla variabilidade de cores, formatos, tamanhos, sabores, aromas e
pungéncia (Baruah, Pandey, Sarmah, & Lal, 2019; Ramchiary et al., 2014). A pimenta-
biquinho (Figura 2) é uma das variedades de C. chinense, € uma pimenta cultivada em

varias regides do Brasil. Seus frutos apresenta sabor doce, baixa pungéncia, coloracéo



verde quando imaturos e vermelha quando maduros (Ribeiro, de Carvalho, Heinrich, &
Reifschneider, 2018). Esta pimenta apresenta grande potencial nutricional assim como as
outras do seu género, no entanto o seu uso ainda € limitado a utilizacdo em molhos,

saladas e ornamentacdo de pratos (Garruti et al., 2013).
1.3 Produtos Naturais

Os compostos bioativos presentes nas plantas tém a funcdo de protegé-las de
ataques microbioldgicos. Eles podem ser extraidos de diversas partes das plantas, folhas,
caule, raizes, sementes, flores e frutos na forma de extratos vegetais e 6leos essenciais
(Baptista, Horita, & Sant’Ana, 2020).

No entanto, estas substancias quimicas também apresentam propriedades
medicinais benéficas ao ser humano, como acdo anti-inflamatdria, antibacteriana e no
tratamento de cancer (Baptista et al., 2020; Huang et al., 2019) A enorme diversidade
quimica e estrutural dos produtos naturais teve papel importante no processo de
desenvolvimento dos medicamentos (Kalkreuter, Pan, Cepeda, & Shen, 2019; Shen,
2015).

A prépolis por exemplo, € utilizada desde a antiguidade na medicina tradicional,
no tratamento de infeccdes bucais e cutédneas. Na atualidade, estudos com o extrato de
prépolis apresentaram efeito antibacteriano em Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhi, Escherichia coli, Staphylococus aureus e Bacillus subtilis. Além disso possui
potencial antifangico nas espécies Candida parapsilosis, Candida tropicalis e Candida
albicans (Zabaiou et al., 2017).

Os produtos naturais também estdo sendo utilizados na agricultura. Substancias
quimicas antioxidantes extraidas de plantas, podem ser utilizadas para evitar o processo
de corrosdo de equipamentos e estruturas metalicas (Matos, Taborda, Banczek, D’Elia, &
Rodrigues, 2019). Outra aplicacdo na agricultura é utilizar produtos naturais como
alternativa aos defensivos agricolas sintéticos, visto que o uso excessivo destes podem
causar danos a saude humana e ao meio ambiente, além de tornarem as plantas daninhas
mais resistentes aos herbicidas (Diaz-Tielas, Grafia, Reigosa, & Sanchez-Moreiras,
2016).

Os produtos naturais com propriedades bioativas como antioxidante e
antifngica também estdo sendo aplicados em embalagens e revestimentos
biodegradaveis para incorporar 0s compostos ativos nestes. Estas embalagens sao

alternativas as embalagens convencionais e podem ajudar na protecdo dos alimentos,



prolongando o tempo de vida datil dos alimentos (Baptista et al., 2020; Roy, Thory,
Sinhmar, Pathera, & Nain, 2020).

1.4 Oleos essenciais e extratos vegetais

Oleos essenciais e extratos sio produtos naturais extraidos de plantas com
propriedades variadas. Por serem naturais, muitos deles ndo sdo toxicos para a saide
humana e ao meio ambiente (Diaz-Tielas et al., 2016), e tornaram uma alternativa para
os diversos produtos sintéticos com a mesma fungdo. Neste contexto, diversas pesquisas
estdo sendo desenvolvidas para explorar a composicdo quimica, a eficiéncia e a
aplicabilidade destes produtos (Pateiro et al., 2018).

Os 06leos essenciais sdo0 uma mistura de substancias volateis, cerca de 20 a 60
constituintes variados, produzidos por plantas aromaticas como metabolitos secundarios,
com forte odor caracteristico. Sdo armazenados em células secretoras de diversas partes
das plantas, desde a raiz até os frutos. Monoterpenos e sesquiterpenos geralmente sdo o0s
componentes principais encontrados, e sd0 0s compostos principais que geralmente
determinam as propriedades principais dos 6leos essenciais (Chen et al., 2019; Tariq et
al., 2019).

Os extratos de plantas apresentam uma mistura de mais de centenas de
compostos com propriedades sinérgicas. Os compostos bioativos presentes em matrizes
de origem vegetal e animal podem ser extraidos por diferentes métodos, como a extracdo
Soxhlet e maceracdo, estas técnicas se baseiam na capacidade de extracdo de diferentes
solventes e pela aplicacdo de calor e/ou agitacdo. No entanto, a escolha do solvente vai
definir a eficiéncia da extracéo, pois a polaridade do composto alvo deve ser 0 mesmo do
solvente (Azmir et al., 2013; Kharbach, Marmouzi, El Jemli, Bouklouze, & Vander
Heyden, 2020).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

O objetivo geral deste trabalho é extrair o 6leo essencial das folhas secas de E.

dysenterica e preparar extratos de C. chinense para avaliar as propriedades quimicas e

bioldgicas do 6leo essencial e dos extratos.

2.2

Objetivos especificos:
Identificar a composicdo quimica das folhas secas do OE-Ed;

Avaliar as atividades tripanocidas e antibacterianas in vitro das folhas secas do
OE-Ed;

Preparar extratos dos frutos de C. chinense com diferentes solventes;

Verificar o rendimento dos extratos produzidos;

Analisar a acdo antioxidante do EECC;

Desenvolver filmes biodegradaveis e ativos a base de fécula de araruta
incorporados com EECC e caracterizar a sua morfologia, suas propriedades
fisicas, dpticas e de biodegradabilidade.

Avaliar a acdo antifungica de EHCC, EACC e EMCC frente a Sclerotinia
sclerotiorum, Rhizopus stolonifer e Colletotrichum gloeosporioides;
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3. CAPITULOI

(Normas de acordo com a revista Journal of Essential Oil Bearing Plants)

Composicdo quimica, atividades tripanocidas e antibacterianas in
vitro do dleo essencial de folhas secas de Eugenia dysenterica DC do

Brasil

Resumo: Os produtos naturais sdo uma fonte muito importante de biomoléculas de
medicamentos para o tratamento de doencas infecciosas. O 6leo essencial de folhas secas
de Eugenia dysenterica DC. (OE-Ed), da familia Myrtaceae, foi analisado por
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG/FID) e por espectrometria
de massa (CG/MS), a fim de identificar seus componentes volateis. Um total de 24
compostos foram identificados a partir de OE-Ed. Os principais compostos encontrados
no OE-Ed foram limoneno (16,0%), Oxido de cariofileno (15,0%), citral
(9,0%), trans- cariofileno (8,0%) e 1,8-cineol (7,3%). As atividades bioldgicas in vitro do
OE-Ed foram investigadas contra formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi e
bactérias do género Streptococcus. Estes resultados demonstram que o OE-Ed, testado
contra T. cruzi, afetou o crescimento do tripomastigoto de maneira dependente da dose.
O ICso dos OE-Ed foi de 9,5ug/mL, enquanto o 1Csg benzonidazol (controlo positivo) foi
de 9,85ug/mL, revelando acdo tripanocida notavel. As concentragdes inibitorias minimas
(CIMs) foram determinadas pelo método de diluicdo em caldo em microplacas de 96
pocos. O OE-Ed apresentou atividade antibacteriana moderada contra Streptococcus
mitis (MIC = 250 pg/mL), S. sanguinis(MIC = 200 pg/mL), S. sobrinus (MIC = 400
pg/mL) e S. salivarius (MIC = 400 pg/mL) e forte atividade contra S. mutans (CIM =
31,2 pg/mL). Estes resultados sugerem que o Oleo essencial de folhas secas de E.
dysenterica podera ser testado em estudos futuros para o tratamento da doenga de Chagas

e carie dentaria.

PALAVRAS-CHAVE: Eugenia dysenterica; cagaita; 6leo essencial; Trypanosoma

cruzi; patdgenos orais.
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3.1 Introducéao

A familia Myrtaceae contém cerca de 3000 espécies, compreendendo
aproximadamente 130-150 géneros, encontradas em regides tropicais e subtropicais,
como América do Sul, Austréalia e Asia Tropical®. O género Eugenia, um dos maiores da
familia Myrtaceae, & encontrado na América Central e do Sul, constituido por
aproximadamente 1000 espécies de arvores e arbustos. Destes, cerca de 350 podem ser
encontrados no Brasil?>. Essa familia botanica exibe potencial alimentar e os frutos de
algumas espécies sdo comercializados frescos para uso na fabricacdo de doces e geleias®.

Especificamente, no Brasil, entre as espécies de frutos comestiveis nativas do
Cerrado, a cagaita ou cagaiteira - Eugenia dysenterica - ¢ muito apreciada pela populacéo.
Possui ampla distribuicdo no Cerrado, ocorrendo nos estados da Bahia, Goias, Maranhdo,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Pard, Piaui, S0 Paulo, Tocantins e
Distrito Federal*. Esta planta ¢ amplamente utilizada pela medicina popular para o
tratamento de diarreia e diabetes e seus 6leos essenciais tém acdo eficaz contra fungos
fitopatogénicos #°. O fruto da cagaita tem um sabor caracteristico e agradavel. Além
disso, a fruta possui potencial nutracéutico e farmacoldgico °. Algumas espécies de
Eugenia desempenham importante potencial terapéutico em vérias regides do mundo,
sendo bastante empregadas na medicina popular por possuirem ampla atividade medicinal
como anti-inflamatéria, hipoglicémica, diurética, analgésica, antidiarreica,
antirreumatica, antibacteriana e protecdo contra disturbios estomacais®.

A doenca de Chagas apresenta uma incidéncia preocupante na América Latina,
onde aproximadamente 6 a 7 milhdes de pessoas estdo infectadas com Trypanosoma
cruzi. E, portanto, uma infeccdo parasitaria que pode ser causada pelas seguintes formas:
transmitida por vetor, transfusdo, congénita, por meio de transplante de 6rgéos e via oral’.
Devido a sua alta mortalidade nas regides endémicas, a doenca de Chagas é considerada
grave problema de saude publica e seu tratamento nas fases aguda e cronica é realizado
com medicamentos como nifurtimox ou benzonidazol, porém pela sua toxicidade, os
pacientes que os utilizam apresentam alguma condi¢es clinicas como nausea, vomito e
intolerancia hepatica®.

Os microrganismos presentes na cavidade oral podem ser a causa de uma série
de infeccBes e inflamag6es, como cérie dentaria, uma doenca dos dentes relacionada a
placa. A cérie dentéria e as doengas periodontais tém sido associadas com as bactérias

acidogénicas e aciduricas®. A maneira mais eficiente de prevenir essas doencas é remover
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o0 biofilme escovando e passando o fio dental. No entanto, a maioria das pessoas falha em
manter um nivel de controle suficiente apenas através da remogéo mecéanica. Portanto, é
necessario o uso de produtos quimicos ou compostos naturais como medida
complementar para diminuir o biofilme da superficie dentaria, provando ser uma
ferramenta valiosa para o tratamento da cérie dentarial®.

Considerando o alto potencial medicinal dos dleos essenciais de Eugenial! e o
interesse de nosso grupo de pesquisa por 0leos essenciais de Myrtaceae e suas atividades
bioldgicas'?, o presente estudo relata a avaliagdo das atividades antibacterianas e
tripanocidas in vitro e a composicdo do 6leo essencial de folhas secas de Eugenia
dysenterica localizadas no estado de Goias, Brasil.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Material vegetal

Folhas de Eugenia dysenterica (Myrtaceae) foram coletadas (300g) na Fazenda
Gameleira, localizada em Montes Claros de Goias (16°0°30”°S e 51°23°24°’W), estado
de Goiés, Brasil, em outubro de 2015 , autenticada pela boténica Erika Amaral e um
espécime (n° 1039) foi depositado no herbéario de Rio Verde, no Instituto Federal Goiano.

3.2.2 Processamento de plantas e extracao do 6leo essencial

Amostras de folhas secas de Eugenia dysenterica foram submetidas a
hidrodestilagdo por um aparelho do tipo Clevenger, por 3 horas. A anélise foi realizada
em triplicata, usando 300 g de material vegetal divididos em trés amostras de 100 g e 500
mL de &gua destilada. Apos a coleta manual de amostras de 6leo essencial, 0s vestigios
de agua restante nos 0Oleos essenciais foram removidos com sulfato de sodio anidro,
seguido de filtracdo. O dleo essencial isolado foi armazenado sob refrigeracdo até a
analise e teste. O rendimento (p/p) foi calculado a partir do peso das folhas secas e

expresso como a média das analises em triplicata.
3.2.3 Analise da composicdo quimica do 6leo por CG/FID e CG/EM

O Odleo essencial foi dissolvido em éter etilico e analisado por detector de
ionizacdo de chama por cromatografia em fase gasosa (CG/FID) e espectrometria de
massa por cromatografia em fase gasosa (CG/EM) usando o sistema Shimadzu QP5000

Plus e GCMS2010 Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). A temperatura da coluna
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no CG/FID foi programada para aumentar de 60 para 240°C a 3°C/min foi mantido a
240°C por 5 min; o gas transportador era H> a uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min. O
equipamento foi configurado para operar no modo de injecdo; O volume de injecdo da
solucéo de 6leo foi de 0,1uL (1:10), ¢ as temperaturas do injetor ¢ do detector foram de
240 e 280°C, respectivamente. A porcentagem de compostos foi calculada pela
normalizacdo da area, considerando a resposta de fatores. A autenticacdo dos compostos
presentes no Oleo essencial também foi determinada pelas amostras padrao adquiridas da
Sigma Aldrich (Alemanha). As areas relativas consistiram da média das analises CG/FID
em triplicata. As condi¢bes do CG/EM e a identificacdo do 6leo essencial foram relatadas
anteriormente °,

A identificacdo dos componentes volateis do OE-Ed (Tabela 1) foi baseada em
seus indices de retengdo em um Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm; 0,250 um) coluna capilar nas
mesmas condic¢Bes operacionais usadas para 0 CG em relagdo a uma série homologa de
n-alcanos (Cs-C20). As estruturas foram equiparadas por computador com Wiley 7, NIST
08 e FFNSCL1.2, e seus padrdes de fragmentacdo foram comparados com os dados da
literatura 3. A concentracdo dos compostos identificados foi calculada diretamente

através das areas de pico e expressas em porcentagem.

3.2.4 Ensaio antibacteriano in vitro contra bactérias Gram-positivas

Os valores da concentragcdo minima inibitéria (CMI) do OE-Ed foram calculados
usando o método de microdiluicdo em caldo em microplacas de 96 pocos. As seguintes
cepas padrdo da ATCC foram usadas (Bactérias gram-positivas): Streptococcus
salivarius (ATCC 25975), Streptococcus sobrinus (ATCC 33478), Streptococcus mutans
(ATCC 25175), Streptococcus mitis (ATCC 49456) e Streptococcus sanguinis (ATCC
10556). Coldnias individuais de 24 horas (Difco Labs, Detroit, Mich, EUA) foram
suspensas em 10,0 mL caldo de soja triptico (Difco). Padronizacdo de cada suspensdo de
microrganismos foi realizada como descrito anteriormente 4. As amostras de OE-Ed
foram dissolvidas em DMSO (Merck, Darmstadt, Alemanha) a 1 mg/mL e diluido em
caldo de soja triptico (Difco) para que as concentragdes na faixa de 4000 a 3,9 pg/mL
fossem alcangadas. A concentracdo final de DMSO foi de 5% (v/v) e esta solugédo foi
usada como controle negativo. Um poco inoculado foi incluido, de modo a controlar a
adequacdo do caldo ao crescimento do organismo. Um pog¢o ndo inoculado, livre de

agente antimicrobiano foi também incluido para garantir esterilidade média. Dicloridrato
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de clorexidina (CHD) (C8527 Sigma) foi dissolvido em caldo de soja triptico (Difco) e
usado como controle positivo variando concentragdes de 59,0 a 0,115 pug/mL. As
microplacas (96 pogos) foram seladas com filme plastico e incubado a 37°C por 24 h
como descrito acima. Apos a incubacdo, 30 puL de 0,02% de resazurina (199303 Sigma,
Stl Louis, MO, EUA) solucdo aquosa foi vertida em cada microplaca para indicar
viabilidade de microrganismos. Os valores de CMI foram determinados como a menor
concentracdo de Gleo essencial capaz de inibir o crescimento de microrganismos. Foram

realizados trés ensaios de réplicas para cada micro-organismo (ou microrganismo).

3.2.5 Ensaio tripanocida in vitro contra as formas tripomastigotas de

Trypanosoma cruzi

O ensaio tripanocida in vitro foi realizado com a cepa Y do Trypanosoma cruzi,
constituida por formas finas de tripomastigotas. Esta estirpe foi mantida no viveiro da
Universidade de Franca através de testes sucessivos em camundongos suicos por pungao
cardiaca no dia do pico da parasitemia (sétimo dia de infec¢do). Este procedimento foi
aprovado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal do Comité de
Etica na Universidade de Franca, sob protocolo nimero 010/14. O ensaio foi realizado
com sangue de ratos albinos infectados por puncdo cardiaca em pico da parasitemia
(sétimo dia de infeccdo). O sangue infectado foi diluido com solucéo fisiolégica para
atingir a concentracdo sanguinea final de 10 formas de tripomastigotas/mL. Amostras do
6leo essencial foram diluidas em DMSO e aliquotas desta solugdo-méae foram adicionados
aos sangues infectados na placa de microtitulacdo (96 pocos), totalizando 200uL. No
ensaio tripanocida, as amostras foram avaliadas em triplicata nas concentracdes de 200,
100, 50, 25 e 12,5 pg/mL. Em relagdo aos controles, o positivo foi o benzonidazol,
enquanto o negativo foi DMSO a 0,5% (concentracdo atdxica para esse tipo de célula). A
microplaca foi incubada a 37°C por 24 horas. Depois, a atividade foi verificada
guantitativamente contando as formas tripomastigotas de acordo com a técnica descrita
anteriormente na literatura °. A determinacdo da porcentagem de lise do parasita foi
realizada por comparagdo com o grupo controle sem tratamento. Duas experiéncias foram
realizadas em triplicado. A determinacéo dos valores de concentragéo inibitdria de 50%
(IC50) foi realizada por curvas de regressdo ndo linear de um GraphPad Software Prism

versao 5.0 para Windows (GraphPad software, EUA).
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3.3.1 Composicao do oleo essencial
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O 6leo essencial das folhas secas de E. dysenterica de cor amarelado claro

produziu um rendimento de 1,5%, semelhante ao ja relatado na literatura para o 6leo
essencial desta espécie®. O OE-Ed foi obtido e analisado por GC/FID e GC/EM para

determinar sua composi¢édo. Vinte e quatro compostos foram identificados (Tabela 1). Os

constituintes principais foram limoneno (16,0%), éxido de cariofileno (15,0%), citral

(9,0%), trans-cariofileno (8,0%) e 1,8-cineol (7,3%). O limoneno, o éxido de cariofileno,

o citral e o trans-cariofileno totalizaram 55,3% da composi¢cdo quimica do 6leo essencial

das folhas secas de E. dysenterica.

Tabela 1. Constituintes quimicos do 0leo essencial de folhas seca de E. dysenterica (OE-

Ed).

N° Compostos TR IRexp IRiit Porcentagem %
1 a-Pineno 9,09 935 934 1,2
2 Sabineno 10,78 975 974 3,0
3 S-Mirceno 11,57 993 991 1,5
4 p-Cimeno 13,12 1028 1026 2,5
5 Limoneno 13,30 1032 1031 16,0
6 1,8-Cineol 13,45 1026 1027 7,3
7 Trans-f-Ocimeno 14,32 1052 1050 0,2
8 Y-Terpineno 14,81 1065 1062 3,4
9 Linalool 17,00 1106 1107 1,6
10 Oxido de limoneno 18,59 1133 1133 1,2
11 Isopulegol 19,97 1141 1145 1,3
12 a-Terpineol 21,13 1184 1185 4,7
13 Citral 21,40 1241 1241 9,0
14 a-Copaeno 29,51 1379 1376 3,0
15 trans-Cariofileno 31,30 1420 1418 8,0
16 a-Humoleno 31,77 1458 1456 5,0
17 Y-Muuroleno 32,08 1476 1474 2,2
18 Germacreno D 33,67 1479 1480 15
19 S-Selineno 34,15 1485 1484 0,8
20 0-Selineno 34,30 1495 1495 1,5
21 Y-Cadineno 34,99 1513 1512 1,2
22 o-Cadineno 35,54 1527 1524 47
23 Oxido de cariofileno 37,95 1582 1580 15,0
24 Globulol 37,73 1611 1610 1,3

Total 97,1

TR: Tempo de retencéo;

IRexp: Indice de retencéo determinado em relagio aos n-alcanos (Cs-Czo);

IRi: Indice de retenco da literatura (Adams, 2007);
Porcentagem %: &rea relativa (area do pico em relagdo a area total do pico no cromatograma CG/FID),

média de trés repeticoes.

A composicdo quimica aqui obtida ndo era muito semelhante as composicGes

descritas na literatura. Por exemplo, € relatado que, independentemente da esta¢éo do ano,
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0s principais constituintes do dleo essencial das folhas de E. dysenterica sdo o -
cariofileno, §-cadineno e o-copaenol’. Em outro estudo, houve alta concentragdo do
constituinte 6xido de cariofileno, mais de 50% da composicdo do 6leo'®, diferente do
presente estudo em que o constituinte com maior concentracédo foi o limoneno (16,0%).
Contudo, os dados de composi¢éo quimica obtidos no presente estudo foram semelhantes
a um estudo ja publicado, que revelou que o 6leo essencial da hidrodestilacdo das folhas
de E. dysenterica consistia principalmente de B-cariofileno, a-humuleno, limoneno, o-
terpineol e Oxido de cariofileno®®. Segundo a literatura, as diferencas na composicéo
quimica dos 6leos essenciais nas mesmas especies boténicas sdo provavelmente pela

interferéncia do ciclo vegetativo e a fatores ambientais®®.
3.3.2 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do 6leo essencial das folhas secas de E. dysenterica
foi testada para verificar sua atividade contra alguns patogenos orais (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de concentra¢Bes inibitorias minimas (CMI) em pg/mL de 6leo
essencial de folhas secas de E. dysenterica (OE-Ed) contra bactérias cariogénicas
selecionadas.

Microrganismos CMI CMI
(OE-Ed) (CHD)
Streptococcus mutans | 31,2 0,9221
Streptococcus mitis | 250 1,844
Streptococcus sanguinis | 200 0,922
Streptococcus sobrinus | 400 0,922
Streptococcus salivarius | 400 0,737

CMI: Concentragdo minima inibitdria (ng/mL).
OE-ED: Oleo essencial de folhas secas de E. dysenterica.
CHD: Dicloridrato de clorexidina (controle positivo).

A literatura descreve valores de CMI inferiores a 100 pg/mL, entre 100 e 500
pg/mL e entre 500 e 1000 pg/mL, correspondentes aos promissores, moderados, e
atividades fracas, respectivamente, enquanto valores de CMI superiores a 1000 pg/mL
denotam inatividade®. Assim, o 6leo essencial das folhas secas de E. dysenterica exibiu
atividade antibacteriana promissora contra Streptococcus mutans (CMI = 31,2 pg/mL) e
atividade moderada contra as outras bactérias do género Streptococcus testadas. Em
relacdo a atividade antibacteriana, dois pontos sdo importantes neste estudo, além do 6leo
essencial de E. dysenterica exibir forte atividade contra S. mutans, principal responsavel
pela carie dentaria, o segundo é que poucos produtos naturais tém atividade contra essa

bactéria °.
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A atividade antibacteriana in vitro exibida pelo 6leo essencial de folhas secas de
E. dysenterica pode ser justificado levando em consideracdo os principais constituintes
identificados no oOleo essencial, como limoneno, citral, trans-cariofileno, oxido de
cariofileno e 1,8-cineol. O potencial antibacteriano de cada um desses constituintes ja esta
bem descrito na literatura 223, incluindo a agdo do B-cariofileno no combate a carie
canina 24,

Véarios mecanismos foram propostos para explicar a atividade antimicrobiana
dos oleos essenciais. Entende-se que a inibi¢do do crescimento microbiano pela acdo de
Oleos essenciais € devido aos danos causados direto a integridade da membrana celular
pelos componentes lipofilicos do 6leo essencial, que afeta diretamente a manutencéo de
pH celular e balanco de fons inorganicos %°.

Os efeitos inibitorios do 0Oleo essencial sdo consistentes com a acdo dos
constituintes do monoterpeno e sesquiterpeno na membrana celular e que danos na
membrana produzem efeitos diferentes em diferentes micro-organismos. Além disso, a
perda do conteudo celular, como lipidios e proteinas, € relatada em funcdo de alguns
componentes dos Oleos essenciais em bactérias gram-positivos e gram-negativos.
Também é importante notar que o risco de microrganismos patogénicos que desenvolvem
resisténcia aos 6leos essenciais € muito baixo, essa é uma caracteristica vantajosa dos
6leos essenciais em relacdo a outros agentes antimicrobianos, pois pode trazer beneficios

as varias areas que podem ser aplicadas 26

3.3.3 Atividade tripanocida

O oleo essencial de folhas secas de E. dysenterica foi altamente ativo quando
testado contra formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. Houve redugdo da
viabilidade das células tripomastigotas com o aumento da concentracao 6leo essencial,
com um valor de ICso de 9,5 pg/mL, um valor promissor, principalmente quando
comparado ao controle positivo usado, benzonidazol (ICso = 9,8 pg/mL) (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade tripanocida do 6leo essencial de folhas secas de E. dysenterica
(OE-Ed) contra as formas tripomastigotas de T. cruzi.

% LISES + D.V./CONCENTRACAO (LG/ML)

200 100 50 25 12,2 1Cso

(Hg/mL)
OE-ED | 91.83+4.0 81.63+15 73.46+2.0 69.38+4.0 53.74+32 95
D.V.: Desvio Padréo; Controle Positivo: benzonidazol (ICso = 9,8 ug/mL).
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Este € o primeiro relato sobre a atividade tripanocida do 6leo essencial extraido
das folhas secas de E. dysenterica. E importante mencionar que a investigacdo do
potencial tripanocida in vitro de 6leos essenciais tem sido frequentemente descrita 2’. A
literatura descreve que amostras com ICso <10 pg/mL tiveram atividade tripanocida
altamente ativa, enquanto outros estavam ativos (ICso> 10 <50 pg/mL), moderadamente
ativo (ICsp> 50 <100 pg/mL) e inativo (ICsp> 100 pg/mL) %,

A promissora atividade tripanocida in vitro exibida pelo 6leo essencial das folhas
secas de E. dysenterica pode ser pela presenca dos constituintes principais identificados
no 6leo. Limoneno, citral, 6xido de cariofileno e trans-cariofileno sdo terpenos com agéo
tripanocida relatada na literatura 23, Além disso, o grande nimero de constituintes
quimicos presentes nos 6leos essenciais de véarias espécies botanicas, podem através de
interacdes sinérgicas ou antagonicas potencializar as varias atividades bioldgicas exibidas
por esses Oleos 3. Sugere-se como principal hipotese de que esses terpenos reduziram a
permeabilidade da membrana plasmatica, causou a despolarizacdo da membrana

mitocondrial e consequentemente levando & morte dos parasitas .

3.4 Conclusao

O oleo essencial de folhas secas de E. dysenterica € eficaz contra os parasitas
Trypanosoma cruzi e patégenos orais, como Streptococcus mutans, com valores de
relevancia clinica. Nesse sentido, os 6leos essenciais de folhas secas de E. dysenterica
podem ser usados como promissor componente de novos produtos de higiene bucal,
salientando que S. mutans é um dos principais agentes causadores de disturbios bucais,
como a carie dentaria. Em suma, este estudo in vitro sugere que a constituicdo quimica
dos compostos e o efeito sinérgico desses compostos presentes no éleo essencial das
folhas secas de E. dysenterica podem contribuir ainda mais para aumentar os efeitos

antiparasitarios e antibacterianos.
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4. CAPITULO II

(Normas de acordo com a revista Food Science and Technology)

Extrato etandlico dos frutos maduros de Capsicum chinense Jacq: perfil

quimico, atividade antioxidante e preparacéo de filmes biodegradaveis

Resumo: A pimenta Capsicum spp. apresenta expressiva importancia econémica e social
para 0 agronegécio mundial, associada, em grande parte, ao seu alto aproveitamento na
culinaria para temperos. As pimentas constituem matéria-prima para extracao de corantes,
aromatizantes, 6leo resinas e de substancias que conferem sabor e aumentam a
estabilidade oxidativa dos lipidios pelo alto potencial antioxidante. O objetivo deste
estudo foi determinar o perfil quimico do extrato etandlico dos frutos maduros de
Capsicum chinense Jacg. (EECC) por Cromatdgrafo Liquido acoplado ao espectrémetro
de Massas de Alta Resolugdo (CL-EM), analisar e avaliar sua atividade antioxidante pelos
métodos DPPH, ABTS e FRAP. Em adicdo, foram preparados filmes biodegradaveis
através da incorporacdo do EECC em filmes de Araruta. Por HPLC, foram identificados
10 compostos fendlicos, este resultado corrobora a alta concentracdo de compostos
fenolicos totais, 277.62 + 12.06 mg de acido ferulico/100g do extrato bruto. A alta
atividade antioxidante do EECC foi expressa em valores de ICso (ug/mL) para os
reagentes DPPH (ICso = 18.04 pug/mL), ABTS (ICso = 25.33 pg/mL) e FRAP (ICsp =
128.58 pg/mL). Os filmes biodegradaveis incorporados com diferentes doses de EECC
(250-1000 pL) foram obtidos pela técnica de Casting, e, conforme se aumentou a
concentracdo de EECC, estes exibiram aumento nos aspectos espessura, coloragdo e teor
de umidade variavel, além da diminuicdo da solubilidade. Sugere-se com este estudo,
uma nova aplicacdo para o extrato vegetal obtido a partir de C. chinense (pimenta-
biguinho), podendo este produto natural ser empregado no preparo de filmes para

revestimento de alimentos retardando assim sua deterioragéo.

PALAVRAS-CHAVE: Filmes biodegradaveis; Pimenta; Atividade antioxidante,

Fendlicos totais.
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4.1 Introducao

A pimenta-biquinho, Capsicum chinense, pertence ao género Capsicum e a
familia Solanaceae. E uma pimenta nativa do Brasil, seus frutos apresentam sabor doce e
pungéncia suave. As pimentas geralmente possuem em sua composicao quimica diversos
nutrientes, compostos fendlicos, carotenoides, capsaicinoides e capsinoides. Os
compostos fenolicos, em especial, sdo substancias antioxidantes que estdo associadas a
mecanismos de defesa das plantas contra fungos, bactérias e predadores. Em virtude de
sua acdo antioxidante, extratos vegetais que apresentam substancias fenolicas podem ser
considerados aditivos potenciais para filmes ativos, com o intuito de proteger os
alimentos (Antonious et al., 2006; Castro Alves et al., 2014; de Aguiar et al., 2014; de
Aguiar et al., 2019).

As embalagens sdo utilizadas com o intuito de ajudar no transporte,
armazenamento e protecdo de alimentos e mercadorias. Elas geralmente sdo feitas de
material plastico no entanto, este polimero pode estar associado a contaminacdo de
alimentos e problemas de poluicdo ambiental (Kalpana et al., 2019; Pifieros-Hernandez
etal., 2017).

Para garantir a seguranga dos alimentos e diminuir o impacto causado ao meio
ambiente pela grande quantidade de residuos gerados por embalagens plasticas a base de
petréleo, novas opcdes de embalagens biodegradaveis estdo sendo mundialmente
propostas. Neste cenario, os polimeros naturais, como o amido, sdo considerados 0s
melhores substitutos aos polimeros sintéticos (Jiménez et al., 2012).

O amido € um polissacarideo vegetal amplamente abundante. Disponivel em 60
% dos grdos de cereais, € uma fonte renovavel, de baixo custo e biodegradavel. Este
polimero possui excelentes propriedades de formacédo de géis, podendo ser utilizado na
producdo de filmes e revestimentos (Jiménez et al., 2012; Thakur et al., 2019).

Entre a plantas amilaceas, a araruta (Maranta arundinacea) possui alto potencial
como matéria-prima para extracdo de amido. O amido presente nos rizomas de araruta
diferentemente dos amidos de milho e mandioca possui caracteristicas de digestibilidade
e alto teor de amilose, polimero com étima capacidade de formacéo de filmes (de Oliveira
Guilherme et al., 2019; Nogueira et al., 2018). No entanto, é importante destacar que
apesar de suas excelentes caracteristicas fisico-quimicas, ainda ha poucos trabalhos de

pesquisa utilizando o amido de Araruta.



25

Os filmes de embalagens de alimentos produzidos a partir de polimeros naturais,
além de serem biodegradaveis, de matéria-prima renovavel e ndo toxicos, eles ainda
podem ser aprimorados com a adicdo de agentes antioxidantes, antimicrobianos e
antifangicos. Estas substancias ativas podem migrar da embalagem para o alimento,
aumentando seu tempo de vida atil (Pifieros-Hernandez et al., 2017; Rambabu et al.,
2019).

Filmes que contém agentes antioxidantes podem ser usados para evitar a
oxidacdo e degradacao lipidica de produtos gordurosos, como carnes. Aditivos sintéticos
sdo frequentemente utilizados em embalagens ativas, no entanto eles podem causar
efeitos adversos a salde humana. Sendo assim, produtos naturais como 0s extratos
vegetais e Oleos essenciais com acdo antioxidante podem ser alternativa aos produtos
sintéticos (Dominguez et al., 2018; VVasconez et al., 2009).

Considerando que o amido de araruta possui excelentes caracteristicas para
producdo de filmes biodegradaveis e as pimentas do género Capsicum apresentam
capacidade antioxidante, o objetivo do presente estudo foi determinar o perfil quimico do
extrato etanolico dos frutos maduros de C. chinense, avaliar seu potencial antioxidante in
vitro, realizar a incorporacao deste extrato vegetal aos filmes de amido de araruta e, por
fim, verificar as propriedades fisico-quimicas dos biofilmes preparados.

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Preparo da amostra

Os frutos maduros de C. chinense (apenas os vermelhos) foram comprados em
feiras no municipio de Santa Helena de Goias e Rio Verde — GO, levados para o
Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais do IF Goiano - Campus Rio Verde, onde
foram higienizados com &gua destilada. Em seguida foram secos com papel absorvente e
retirados os seus pedunculos. Os frutos foram pesados e desidratados em estufa com
circulacdo de ar a 40°C por 96 horas. Apos desidratados os mesmos foram triturados,
acondicionados em um recipiente vedado e armazenados na geladeira até o preparo do

extrato bruto etandlico.
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4.2.2 Extracao e obtencéo do extrato etanolico

A extragéo foi feita utilizando 5.0 g da amostra com 100 mL de etanol, que
permaneceu sob agitacdo magnetica permanente por 2 horas. O contato entre o solvente
e a matéria-prima foi mantido durante quatro dias a temperatura ambiente (26°C),
protegido da luz, e com agitacdo manual diaria. A mistura resultante da extracdo foi
separada por filtragdo, seguida por evaporacdo do solvente em evaporador rotativo sob
pressdo reduzida, obtendo-se desta forma o extrato etandlico seco dos frutos maduros de

C. chinense (EECC) de consisténcia xaroposa.

4.2.3 Rendimento da extracao EECC

O teor do EECC, foi determinado com base na seguinte formula:

massa do extrato

Rendimento (%) = —vea daamosta x100

4.2.4 Caracterizacdo de compostos fendlicos por CL-EM

A andlise de EECC foi realizada no Centro Regional para o Desenvolvimento
Tecnoldgico e Inovacdo — CRTI da Universidade Federal de Goids — UFG. Os
equipamentos utilizados foram Cromatografo Liquido Ultimate 3000, Thermo Scientific,
com coluna Agilent - C18 (4.6 x 100mm; 3um), acoplado ao espectrémetro de Massas de
Alta Resolucdo Q-Exactive, Thermo Scientific, com fonte H-ESI, operando em modo
positivo e negativo, utilizando voltagem do spray 3.5 kV, gas de bainha 30, gas auxiliar
10, temperatura do capilar 350°C, temperatura de gas auxiliar 250°C, tube lens 55 e faixa
de massas m/z 150-700. A analise por HPLC foi realizada com agua deionizada
acidificada com 0.1 % de acido formico (Fase movel A, v/v) e metanol acidificado com
0.1 % é&cido férmico (Fase mével B — v/v). A programacdo gradiente realizada iniciou
com 93:07 (A:B %), 70:30 (A:B %) em 10 minutos, 50:50 (A:B %) em 5 minutos, 30:70
(A:B %) em 3 minutos, 20:80 (A:B %) em 2 minutos, 100 (B %) em 3 minutos,
permanecendo por 3 minutos, 93:07 (A:B %) em 2 minutos, permanecendo por 2 minutos.
O tempo de corrida foi de 33 minutos com fluxo de 0.3 mL/min, volume inje¢éo 10 pL e
temperatura da coluna 20 °C. Para o estudo de fragmentacéo foi utilizado o experimento
PRM (Parallel Reaction Monitoring — Monitoramento de Reacgdes Paralelas) com

energias de colisdo igual a 15 e 30 (NCE). Para identificar compostos fendlicos utilizou
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uma solucgéo estoque com padrées em metanol na concentragéo de 1 mg/mL. A partir das
solugdes estoque foi preparada a solucdo da mistura dos padrdes na concentracéo de 50
pug/mL. A analise para mistura dos padrbes foi realizada nas mesmas condicGes das
amostras. Os padrdes de compostos fenolicos utilizados foram: &cido galico, acido
protocatequinico, acido gentisico, acido cafeico, acido p-cumaérico, acido vanilico, acido
feralico, acido elégico, catequina, epicatequina, rutina, quercetina, naringenina, luteolina

e kampeferol. Os dados foram processados no software Xcalibur™,
4.2.5 Fenolicos Totais

Para a quantificagdo de compostos fenolicos totais, 200 uL. de EECC foi
adicionado de 1,9 mL do reagente Follin-Ciocalteau em &gua destilada (1:9). Para
neutralizar a mistura, 1,9 mL da solucdo aquosa de carbonato de sodio (60 g/L) foi
utilizada. A reacdo foi mantida sob as seguintes condi¢bes de auséncia de luz e
temperatura ambiente, e ap6s 120 minutos, mediu-se a absorbancia em 725 pm. O calculo
foi realizado utilizando a curva padrdo e os resultados expressos em mg de &cido
galico/100 g de EECC (Arbos et al., 2010).

4.2.6 Avaliacdo da atividade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS
e FRAP

A atividade antioxidante de EECC foi investigada por trés métodos bastante
conhecidos na literatura, 0o DPPH, ABTS e FRAP, seguindo a metodologia descrita por
Mardigan et al., (2019).

4.2.7 Preparacao dos filmes com EECC

Os filmes biodegradaveis foram obtidos pela técnica de Casting, utilizando a
metodologia proposta por Issa et al., (2017), com modificacdes. Para obtencdo de cada
filme, foi dissolvido 5 g de fécula de araruta comercial em 100 mL de agua deionizada,
agitando moderadamente a temperatura ambiente (26°C). Posteriormente, essa solugéo
foi aquecida a 70°C, sob agitacao constante, durante 30 minutos. Apos a gelatinizagédo do
amido, foi adicionado glicerol como plastificante (30 % p/p), e essa dispersao foi agitada
por mais 5 minutos. No momento em que a solugéo filmogénica atingiu a temperatura de
50°C, uma solucao filmogénica foi preservada sem a incorporacédo do EECC e chamada
de FAP1, enquanto nas demais foram adicionadas as doses de 250 puL (FAP2), 500 puL
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(FAP3), 750 pL (FAP4) e 1000 uL (FAP5) do EECC, em constante agitacdo por 15
minutos. E importante mencionar que o EECC em sua consisténcia xaroposa, foi melhor
solubilizado da seguinte forma: 200 mg de EECC para 1 mL de Tween 80 a 5 %. Todas
as solucbes filmogénicas foram vertidas em placas de poliestireno e submetidas a

secagem em estufa com circulagéo de ar (30°C) por aproximadamente 48 horas.
4.2.8 Morfologia por microscopia eletrénica de varredura

Os filmes foram fixados sobre porta amostras de latdo e recobertos com ouro
como material condutor. As imagens foram obtidas com um microscopio eletrénico de
varredura (MEV) JEOL JSM-IT300 em alto vadcuo no modo de deteccdo de elétrons

secundarios com tensao de aceleracdo de elétrons de 7 kV.

4.2.9 Caracterizacao dos filmes incorporados com EECC

4.29.1 Espessura dos filmes

A espessura dos filmes foi aferida com o auxilio de um paquimetro digital, com
precisdo de 0.01 mm. As medidas foram realizadas em 10 pontos de cada filme, ent&o foi

calculada a média da espessura.
4.2.9.2 Teor de umidade

Os filmes foram pesados inicialmente e depois submetidos a secagem em estufa
a 105°C por 24h. Foram utilizadas trés repeticbes por tratamento de filme segundo
descrito por Rambabu et al., (2019).

4.2.9.3 Solubilidade em agua

Os filmes com cerca de 2 cm?2 foram secos em estufa, a 105°C por 3 horas e entdo
pesados para determinar a massa inicial (Mi). Esses filmes foram entdo imersos em 50
mL de &gua destilada, e mantidos sob constante agitacdo, a 26°C, durante 24 horas. Ap6s
esse periodo, as solugdes contendo os filmes foram filtradas em papel de filtro,
previamente pesados. Os papéis contendo os filmes foram secos a 105°C por 24 horas e
pesados resultando na massa final (Mf) de acordo com a metodologia descrita por Jahed
et al., (2017). Cada tratamento foi analisado em triplicata. A solubilidade dos filmes (%)

foi calculada usando a equacao:
Mi — Mf

i

Solubilidade em agua(%) = x100
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4.2.9.4 Biodegradabilidade

A andlise foi realizada utilizando a metodologia de Martucci & Ruseckaite
(2009), com modificacdes. As amostras de filme (2 x 2 cm) foram secas até peso constante
para obtencdo da massa inicial (Mi). As amostras foram entdo colocadas em pacotes de
polietileno abertos, permitindo que os microrganismos e umidade tenham acesso as
amostras. As amostras foram entdo enterradas em solo organico, previamente preparado,
mantendo-se a umidade e a temperatura ambiente constantes. Trinta dias apos a
montagem do experimento, 0S pacotes contendo as amostras foram retiradas do solo,
lavadas com agua destilada e secas até peso constante (Mf). A biodegradabilidade (%) foi

calculada de acordo com a seguinte equacao:

M .
Biodegradabilidade (%) = Tlxwo

4.29.5 Taxa de transmissdo de luz (UV-VIS)

A transmissao de luz ultravioleta (UV) e visivel dos filmes foi realizada em
espectofotdmetro UV-Vis (Modelo LAMBDA 750, PerkinElmer). As amostras de filme
foram cortadas e colocadas em cubetas, e a transmitancia foi medida em comprimentos

de onda selecionados entre 250 e 850 nm (Hosseini et al., 2015a).
4.2.9.6 Analise de cor

A andlise de cor dos filmes foi realizada em colorimetro Color Quest Il
(HunterLab, Reston, EUA) e os parametros avaliados foram L* (luminosidade) e
parametros de cromaticidade (a* e b*). As medi¢bes foram realizadas em 9 posicoes
aleatorias do filme. A diferenca de cor (AE) foi calculada de acordo com a seguinte
equacao (1):

AE = [(AL)? + (Aa)? + (Ab)?] *

Sendo que AE foi relacionado pela média de cinco medi¢des por filme.

4.3 Analise estatistica

As andlises foram realizadas em triplicata e calculado os seus respectivos
desvios padrdao. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia,

utilizando o software Sisvar 5.6.
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4.4 Resultados e discussoes

O EECC apresentou rendimento médio de extracdo de 8.42 + 0.35 %, 0s extratos
de pimentas Capsicum preparados com solventes polares apresentam maior rendimento
em relacao aos extratos produzidos com solventes apolares. Em estudos feitos por Aguiar
et al., (2014), analisou o rendimento de extracdo da pimenta-biquinho com diferentes
métodos e solventes, verificou que solventes polares apresentaram maior rendimento de
extracdo em relacdo aos solventes apolares, concluindo que a pimenta-biquinho deve
apresentar maior concentracdo de substancias com alta polaridade, tais como compostos
fenolicos, acucares e vitaminas.

Entre os 15 compostos fenolicos padrdes utilizados para caracterizagdo quimica
do extrato vegetal, 10 foram identificados no EECC (Tabela 1). S&o eles, o &cido
protocatecuico, acido gentisico, acido cafeico, acido vanilico, acido p-cumarico, acido
feralico, quercetina, naringenina, luteolina e kaempferol. Apesar da pimenta-biquinho
apresentar baixa pungéncia também foram identificados dois provaveis capsaicinoides,
capsaicina e di-hidrocapsaicina (Tabela 2), utilizando como referéncia apenas a massa

molecular destes compostos, pela falta de padrdes comerciais no momento da analise.

Tabela 1. Substancias identificadas no EECC por LC-MS [[M — H] (modo negativo)].

Tempo de TR Substéncias Férmula Massa Massa Massa Erro Fragmentos
Retencéo Padrao molecular molecular Detectada Calculada (ppm) m/z
(TR) (min) (min)
[M — H] (modo negativo)
16.23 16.23 Acido C7HeO, 154.02661 153.01830 153.01879 0.424 109.02827
Protocatecuico

19.84 19.84 | Acido Gentisico C7HeO4 154.02661 153.01828 153.01879 0.293 109.02824

20.80 20.66 Acido cafeico CoHgO4 180.04226 179.03407 179.03432 1.032 135.04399

20.67 20.67 Acido vanilico CsHgOs 168.04226 167.03403 167.03444 0.867 152.01044

123.04396

108.02041

22.82 22.82 Acido p- CoHsgOs3 164.047345 | 163.03906 163.03896 0.548 119.04904

cumarico
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22.96 22.96 Acido ferdlico C10H1004 194.05791 193.04985 193.05009 1.630 178.02625
149.05972
134.03618
25.68 25.82 Quercetina CisH1007 | 302.042655 | 301.03552 301.03483 3.524 273.04034
151.00262
25.97 25.97 Naringenina CisH120s | 272.068475 | 271.06113 271.06065 1.777 151.00259
26.24 26.24 Luteolina C15H1006 286.04774 285.04037 285.03992 1.604 133.00544
26.78 26.78 Kaempferol CisH100s | 286.04774 | 285.04041 285.03992 1.744 187.03900
143.05045
Tabela 2. Substancias identificadas no EECC por LC-MS [[M +H]" (modo positivo)].
Tempode  Substancia provavel Férmula Massa Massa Massa Erro Fragmentos
Retencéo molecular molecular Detectada Calculada
(TR) (min) (ppm) m/z
[M + H]* (modo positivo)
28.49 Capsaicina Ci18H27NO3 305.19909 306.20637 306.20692 3.658 137.05941
29.11 Di-hidrocapsaicina C18H20NOs3 307.21474 308.22202 308.22257 3.181 137.05951

Dentre as substancias encontradas, os alcaloides capsaicina e di-hidrocapsaicina,
e os flavonoides kaempferol, quercetina e luteolina sdo os predominantes nas pimentas
Capsicum (Morales-Soto et al., 2013; Nascimento et al., 2014). A importancia da
capsaicina e di-hidrocapsaicina se deve a diversos fatores, mas principalmente, ao fato de
ser o principio ativo que representa as propriedades organolépticas e farmacéuticas, e
confere a sensacdo de ardor as pimentas (Domenico et al., 2012). Em trabalho
recentemente publicado, Guillen et al., (2018) reporta que os frutos de pimenta podem
conter outros componentes capsaicinoides, como nordiidrocapsaicina, norcapsaicina,
homocapsaicina |, homodiidrocapsaicina |, homocapsaicina Il, homocapsaicina I,
homodiidrocapsaicina Il e nonivamida.

A capacidade antioxidante e o contetdo fenolico de amostras de extratos
vegetais podem variar por diversos fatores, como a polaridade do solvente utilizado na
extracdo, 0 método de extracdo e a concentracdo do material. Alem disso, existem
diversos métodos para medir a capacidade antioxidante de uma amostra, fundamentados
em parametros de transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio (Oldoni et al.,

2019). Desta maneira foram usados os metodos FRAP (Ferric reducing antioxidant
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power), DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) e ABTS (2,2’-Azino-bis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) para avaliar o potencial antioxidante do EECC.

Os resultados da atividade antioxidante estdo apresentados na Tabela 3. O EECC
apresentou acao antioxidante para todos os métodos avaliados, sendo os métodos ABTS
e DPPH baseados na transferéncia de atomos de hidrogénio e o método FRAP na
transferéncia de elétrons. De acordo com Morales-Soto et al., (2013), maior parte da agao
antioxidante apresentada pelas pimentas do género Capsicum ¢ justificada pela presenca
dos compostos fenolicos totais presentes (Tabela 1 e 2). A promissora atividade
antioxidante também se deve principalmente aos capsaicinoides como a capsaicina e di-
hidrocapsaicina (Nascimento et al., 2014).

Tabela 3. Teor de fendlicos totais (FT) e atividade antioxidante do EECC, esta Gltima
avaliada pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP (in pg/mL).

FT DPPH ABTS FRAP

EECC 277.62+12.06* | 18.04+2.79b 25.33+2.84 128.58+2.75

Os valores médios com letras diferentes, na mesma coluna, para 0 mesmo método de analise, sdo
significativamente diferentes (p <0,05). Controle positivo: acido galico (1Cso = 12.06 pg/mL). * Miligrama
de &cido galico/100 g de EECC.

Os filmes de amido incorporados com diferentes doses de EECC (250-1000 pL)
foram analisados por microscopia eletronica de varredura (MEV) com o intuito de
analisar a morfologia dos filmes, que estdo relacionadas com as propriedades fisicas dos
mesmos. A area superficial de cada filme foi aproximada 1500x, 500x e 300x. Todos 0s
filmes apresentaram na area superficial uma estrutura granulada e leve rugosidade que
aumentaram exponencialmente com aumento da concentragdo do EECC adicionado.
Estas caracteristicas estdo relacionadas aos fatores como o tipo de plastificante, 0 amido
utilizado e a relacdo de tempo e temperatura no preparo do filme (Thakur et al., 2019).

Um aspecto positivo é que os filmes ndo apresentaram fraturas e separacdo de
fase, indicando que o EECC adicionado em diferentes doses foi incorporado de maneira
uniforme na solucdo filmogénica. As micrografias dos filmes estdo apresentadas nas
figuras 1, 2, 3,4 e 5.
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FAP1

Figura 1. Micrografias da area superficial do filme de amido sem adicdo de EECC
(FAPL).

FAP2

Figura 2. Micrografias da &rea superficial do filme de amido com adicdo de 250 uL de
EECC (FAP2).

FAP3

Figura 3. Micrografias da &rea superficial do filme de amido com adicéo de 500 pL de
EECC (FAP3).

FAP4

Figura 4. Micrografias da &rea superficial do filme de amido com adi¢do de 750 uL de
EECC (FAP4).
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FAPS

Figura 5. Micrografias da area superficial do filme de amido com adi¢do de 1000 pL de
EECC (FAPS).

A espessura obtida dos filmes depende dos fatores de secagem e o método de
preparo utilizado. E importante medi-la pois ela afeta as propriedades mecanicas dos
filmes, como a permeabilidade ao vapor de agua (Adilah et al., 2018; Hosseini et al,
2015b). A Tabela 4 mostra os valores de espessura dos filmes. O filme controle (FAP1),
apresentou a menor espessura e os demais aumentaram o valor da espessura conforme a

dose de EECC era adicionada na solucéo filmogénica.

Tabela 4. Espessura, umidade e solubilidade dos filmes de araruta incorporados com
EECC.

Filme Espessura Umidade Solubilidade
(mm) (%) (%)

FAP1 0.24+0.07c 10.94+1.73a 41.83+7.00a

FAP2 0.26+0.01bc 7.69+1.50b 34.11+6.24a

FAP3 0.29+0.02abc ~ 9.43+0.03ab 33.27+10.02a

FAP4 0.30+0.02ab 7.82+0.70b 32.81+12.36a

FAP5 0.34+0.03a 11.44+0.65a 20.63+6.83a

Letras diferentes em uma coluna indicam diferenca significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey;

FAP1: Filme de amido de araruta sem EECC; FAP2: Filme de amido de araruta com 0,25% de EECC;
FAP3: Filme de amido de araruta com 0,50% de EECC; FAP4: Filme de amido de araruta com 0,75% de
EECC; FAPS5: Filme de amido de araruta com 1% de EECC; £ Desvio padrdo médio.

O amido de araruta possui alta concentragdo de amilose em seus rizomas, este
polimero induz maior sensibilidade a umidade, e pode, posteriormente, também afetar as
propriedades mecanicas dos filmes (Thakur et al., 2019). O teor de umidade dos filmes



35

variou dependendo diretamente da quantidade de EECC adicionada. Entretanto, vale
destacar que o filme com maior porcentagem de umidade 11.44 % (FAPS5), ainda é
considerado baixo em comparagdo com outros filmes (Hosseini et al., 2015b). Rambabu
et al., (2019), aplicou diferentes concentracdes de extrato de folha de manga em filmes
de quitosana e o menor teor de umidade verificado nos filmes por eles avaliados foi de
15.84 %.

A solubilidade também é um parametro importante para ser analisada em filmes
de amido. O nivel ideal de solubilidade do filme, vai depender de qual sera a sua aplicacdo
final. De acordo com dados de solubilidade apresentados na Tabela 4, apesar de néo
diferirem estatisticamente entre si, a incorporacdo das diferentes doses de EECC nos
filmes de araruta diminuiram a solubilidade dos filmes, sendo que o filme controle
apresentou solubilidade de 41.83 %, enquanto o filme com maior dose de EECC
apresentou solubilidade de 20.63 %.

O amido é um material hidrofilico, quando o filme de amido € exposto a 4gua as
suas moléculas poliméricas formam ligacGes de hidrogénio com a &gua causando a
dissolucdo do filme (Bertuzzi et al., 2007; Kim et al., 2015). Deste modo, a diminui¢édo
da natureza hidrofilica dos filmes com adicdo de EECC, deve-se ao fato das moléculas
poliméricas agora estarem interagindo com os polifendis no extrato bruto, e desta forma,
ao invés de fazerem ligacdo amido-agua fazem agora ligacdo amido-polifendis. Adilah et
al., (2018), também verificou a diminuicdo da solubilidade de filmes de gelatina com a
adicdo de extratos de casca de manga, pela formacéo de ligagcdes de hidrogénio entre as
moléculas do extrato com a gelatina, limitando as ligacGes de hidrogénio com a agua.

Apds os 30 dias de andlise, os pacotes de polietileno vazado que continham os
filmes de amido de araruta com EECC foram retirados do solo, e, verificou-se a completa
degradacdo dos filmes, ndo sendo possivel pesar o material para quantificar a
biodegradabilidade. Deste modo, pode-se concluir que a incorporacdo de EECC nos
filmes, ndo diminui a biodegradabilidade do amido de araruta, podendo este ser
considerado um material promissor para ser usado como embalagem biodegradavel e
ecologicamente correta.

As propriedades Opticas dos cinco filmes de amido de araruta foram avaliados
do lado fosco e brilhante para cada filme. Os filmes incorporados com EECC
apresentaram mais coloridos conforme o aumento da dose utilizada. A Figura 6, apresenta

a imagem de cada filme produzido.
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Figura 6. Filmes de amido de araruta incorporados com EECC. FAP1: Filme de amido
de araruta sem EECC; FAP2: Filme de amido de araruta com 0,25% de EECC; FAP3:
Filme de amido de araruta com 0,50% de EECC; FAP4: Filme de amido de araruta com
0,75% de EECC;

Os filmes foram analisados conforme os parametros de cor L*, a*, b* e Ae. L*
é a luminosidade do filme (claro/escuro); a* coordenada vermelho/verde (+/-); b*
coordenada amarelo/azul (+/-). Os parametros de cores dos filmes estdo apresentados na
Tabela 5. Os resultados obtidos mostraram que a adi¢do de EECC afetou a cor dos filmes.
A incorporacdo de EECC nos filmes FAP2 e FAP5 ndo variou significativamente os
valores de Luminosidade comparado ao filme sem extrato (FAP1), no entanto os filmes
FAP3 e FAP4 variaram significativamente do filme controle.

O filme controle apresentou valores negativos de cromaticidade a* e b*
proporcionando assim tonalidade verde/azul. Enquanto os filmes com adigdo de 0.25 a
1% de EECC todos apresentaram valores positivos de cromaticidade a* e b* tendo
coloragdo vermelho e amarelo. Ja a diferenca total das cores (Ae), o filme controle (FAP1)
apresentou a menor diferenca e o filme com 1% de EECC (FAP5) apresentou a maior
diferenga de cor. Estes resultados ja eram esperados, pois 0 EECC adicionado apresentava
coloracdo vermelha/amarelo, possivelmente proveniente dos carotenoides capsantina e
capsorubina, exclusivos das espécies Capsicum, conforme ja mencionado por Neitzke et
al., (2015).
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Tabela 5. Medidas de cores dos filmes.

Filme L* a* b* Ae

FAP1 15.51+2.10a -0.3+0.04d -0.58+0.11c 4.00+0.23c
FAP2 15.00+1.00a 1.44+0.85c¢ 5.88+3.68b 7.61+0.14b
FAP3 10.57+1.00b 2.26+1.16bc 7.17+3.26ab 7.03+0.14b
FAP4 10.79+1.11b 4.20+0.71a 9.14+1.33a 3.53+0.11c
FAP5 15.37+3.26a 3.02+1.94b 8.30+5.85ab 11.99+2.822

Letras diferentes em uma coluna indicam diferenca significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey;
Parametros CIE Lab de cor L* (luminosidade), a* e b* (cromaticidade), e a diferenga total de cor (Ae) dos
filmes de fécula de araruta incorporado com EECC; FAP1: Filme de amido de araruta sem EECC; FAP2:
Filme de Amido de araruta com 0,25% de EECC; FAP3: Filme de amido de araruta com 0,50% de EECC;
FAP4: Filme de amido de araruta com 0,75% de EECC; FAP5: Filme de amido de araruta com 1% de
EECC. + Desvio padrdo médio.

Em relag&o a cor dos filmes produzidos, na figura 7 é possivel observar a redugéo
na taxa de transmissdo de luz dos filmes com adicdo das diferentes doses de EECC na
regido do visivel (400 a 800 nm). A cor é um importante parametro a ser avaliado, pois
influencia na aceitacdo dos consumidores. Os filmes utilizados como embalagens
geralmente sdo transparentes para mostrar o produto embalado, no entanto filmes
coloridos e opacos ajudam na protecdo de alimentos expostos a luz visivel e UV,
principalmente em alimentos com alto teor de gordura, como as carnes, evitando sua

degradacdo oxidativa (Rambabu et al., 2019; Romani et al., 2018).
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Figura 7. Taxa de transmissdo de luz Uv-vis de filmes de araruta incorporados com
diferentes doses de EECC.
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4.5 Conclusao

Este estudo revelou que o extrato etandlico dos frutos maduros de C. chinense
apresenta grande potencial para aplicagdo no processo de fabricacdo de embalagens
bioativas. A promissora atividade antioxidante exibida pelo EECC é principalmente pela
sua alta concentracdo de compostos fendlicos. Todos os filmes de araruta incorporados
com EECC apresentaram area superficial de estrutura granulada e levemente rugosa,
entretanto, em todos os experimentos o EECC foi incorporado de maneira uniforme. Esta
adicdo levou ao aumento da espessura, diminuicdo da solubilidade e alteracdo da cor
conforme as doses empregadas eram aumentadas. Em suma, estes resultados revelaram o
potencial biotecnoldgico dos frutos de C. chinense, e reforcando que novos estudos
microbioldgicos in vitro e in vivo sdo necessarios para verificar a bioatividade dos filmes

incorporados com EECC contra bactérias e fungos.
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5. CAPITULO Il

Atividade antifungica in vitro de extratos de Capsicum chinense

Resumo: As perdas de alimentos por contaminacdo de fungos sdo fator de grande impacto
na agricultura, gerando altos prejuizos econdémicos. Para evitar a perda de diversos
produtos alimenticios sdo utilizados fungicidas sintéticos e naturais. As espécies do
género Capsicum sdo usadas ha muitos anos para auxiliar na conservacéo de alimentos
por possuir substancias quimica com acdo antiflngica e antioxidante. O objetivo deste
estudo foi analisar os extratos da pimenta-biquinho EHCC, EACC, EMCC, quanto ao
rendimento e atividade antifingica frente aos fungos Sclerotinia sclerotiorum, Rhizopus
stolonifer e Colletotrichum gloeosporioides. Os extratos foram obtidos de forma
sequencial, utilizando o procedimento de maceracao, os solventes usados foram hexano,
acetato de etila e metanol. Foi utilizado o procedimento de maceragédo e calculados os
respectivos rendimentos. A analise antifungica foi avaliada seguindo a metodologia de
difusdo em disco, nos volumes de 25uL, 50uL, 100uL e 200uL de cada extratos. Os
resultados obtidos de rendimento mostraram que dentre os extratos da pimenta 0 EMCC
possui 0 maior rendimento de extracdo. Quanto a atividade antifingica, o EHCC
apresentou o melhor percentual de inibicdo micelial, sendo os maiores volumes 100uL e

200uL que apresentaram 0s maiores percentuais.

PALAVRAS CHAVE: Pimenta biquinho; produtos naturais; Sclerotinia sclerotiorum;

Rhizopus stolonifer; Colletotrichum gloeosporioides.
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5.1 Introducéo

A populagdo mundial tem cerca de 7,2 bilhGes de habitantes. As previsdes de
crescimento populacional habitacional mostram que em menos de 60 anos a populagéo
dobrara para 14,4 bilhdes. Muitos paises como a China, a India e os Estados Unidos ja
estdo passando por um rapido crescimento populacional. Para satisfazer uma populacéo
td0 numerosa sera necessario o aumento de recursos basicos essenciais, como alimentos,
agua e energia. No entanto, estes recursos ndo estdo aumentando conforme o crescimento
populacional. Ja é frequente na atualidade problemas como a escassez de alimentos, mais
de 66% de pessoas no mundo sdo relatadas como desnutridas. Deste modo, é necessario
que medidas sejam tomadas no presente para evitar graves consequéncias no futuro
(Pimentel and Burgess, 2018).

Um fator de grande impacto na agricultura que reduz a producédo de alimentos,
sdo as doencas ocasionadas por fungos que causam grandes prejuizos a agricultura. A
contaminacdo de alimentos por fungos fitopatogénicos pode ocorrer em diversos
momentos da cadeia produtiva, desde a producdo, processamento, embalagem ou
armazenamento. A deterioracdo causada por fungos explica cerca de 5 a 10% das perdas
de alimentos em todas as fases da producdo (Benedict et al., 2016).

Os cereais sdo o grupo alimentar mais comumente consumido em todo o mundo,
tanto como alimento humano quanto como constituintes principais da alimentagéo
animal. Eles representam cerca de 80% dos suprimentos de alimentos no mundo. No
Brasil o processo de modernizacdo da agricultura tem levado ao aumento da producéo de
alguns tipos de grdos como o milho, o trigo, a soja e a cevada (Baroni et al., 2017; Los et
al., 2018; Pimentel and Burgess, 2018). Dentre estes se destaca a soja.

Conforme a Embrapa, o Brasil é o segundo maior produtor deste gréo, ficando
somente atras dos Estados Unidos. Um grande problema para este cenario vem sendo as
perdas na producdo dessa cultivar, por causa de infestacdes pelo mofo branco. Avalia-se
a presenca do fungo em mais de seis milhdes de hectares de soja no Brasil, reduzindo a
produtividade em cerca de 60% (Juliatti et al., 2013).

O fungo Sclerotinia sclerotiorum causa a doenga conhecida como mofo branco.
Considerado um patdgeno vegetal de importancia mundial, pode ocorrer em regifes
temperadas tanto quanto subtropicais e tropicais. Além da soja pode causar infeccdo em
mais de 400 espécies de plantas (Cezar Juliatti et al., 2015; Huang et al., 2019).
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Outra doenga ocasionada por fungos é a podriddo mole, causada pelo fungo
Rhizopus stolonifer. E uma das principais doengas pos-colheita em frutos de morangos,
tomates e outros, gerando grande perda destes frutos durante 0 armazenamento, transporte
e comercializacdo (Kong et al., 2019; Oliveira et al., 2019).

O fungo fitopatogénico Colletotrichum gloeosporioides também atinge varias
culturas na pré-colheita e na pos-colheita, causando a doenca conhecida como antracnose.
Este fungo pode infectar mais de 1000 espécies, dentre elas estdo os frutos citricos,
manga, abacate, cacau e maca (Barrios-Roblero et al., 2019; Feng et al., 2019; Zhang et
al., 2019)

Devido ao extensivo uso e a importancia mundial dos grdos de cereais, frutas e
outros diversos alimentos que podem ser contaminados por fungos, que a
descontaminacdo e a preservacdo sdo de extrema importancia para a agricultura e a
seguranca alimentar. Dessa forma, para tentar evitar e controlar a incidéncia de doencas
em alimentos sdo utilizados principalmente defensivos agricolas sintéticos. No entanto,
apesar de apresentarem grandes beneficios econdmicos estes produtos podem gerar
impactos ambientais, riscos a satide humana e com o frequente uso podem desenvolver a
resisténcia de certos fungos (Los et al., 2018).

Pesquisas estdo sendo realizadas para desenvolver métodos de controle
alternativo para doencas causadas por fungos na pré-colheita e pos-colheita utilizando
produtos naturais. Diversas plantas apresentam substancias quimicas em sua composicao
com acdo antifingica, devido a isto os seus 6leos esséncias e extratos também podem
apresentar estas propriedades. Outro método de controle de p6s-colheita € a utilizacdo de
filmes biodegradaveis incorporados com substancias ativas, que irdo proteger 0s
alimentos de doencas e aumentar o tempo de prateleira destes (Palou et al., 2016).

A pimenta-biquinho, Capsicum chinense, também conhecida como pimenta de
bico ou pimenta-bico, é uma espécie apreciada por apresentar frutos doces, saborosos e
aromaticos. As pimentas deste género possuem uma ampla variabilidade de espécies,
cores, sabores e aromas. Seus frutos geralmente apresentam diversas propriedades
nutricionais, antioxidantes, antimicrobianas entre outras (Jarret and Berke, 2008; Santos
et al., 2010). Entretanto, apesar da diversidade de compostos presentes nas pimentas do
género Capsicum, ainda ha poucos estudos e aplicacdes para a pimenta-biquinho, além
do seu uso comum no ramo alimenticio. Deste modo, objetivo deste estudo foi analisar
0s extratos da pimenta-biquinho, quanto ao rendimento e atividade antifngica frente aos

fungos Sclerotinia sclerotiorum, Rhizopus stolonifer e Colletotrichum gloesporioides.
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5.2 Materiais e métodos

5.2.1 Material vegetal

Os frutos maduros da pimenta-biquinho foram comprados em feiras no
municipio de Santa Helena de Goias e Rio Verde — GO, levados para o Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais do IF Goiano - Campus Rio Verde, onde foram limpos
com agua corrente e gua destilada, apos secos foram retirados os seus pedunculos, 0s
frutos foram pesados, e desidratados em estufa com circulacéo de ar a 40°C por 96 horas.
Apds desidratados os mesmos foram triturados, acondicionados em um recipiente vedado

e armazenados na geladeira até o preparo do extrato.
5.2.2 Obtencao dos extratos

Os extratos foram obtidos de forma sequencial utilizando trés tipos de solventes
organicos. Os solventes foram hexano, acetato de etila e metanol. Foi feito o
procedimento de maceracdo de acordo com de Aguiar et al., (2014) com modificacdes.
Foram transferidos 5,0 g de amostra a 100 mL do solvente organico, que permaneceu sob
agitacdo magnética permanente por 2 horas e depois o0 contato entre o solvente e a
matéria-prima foi mantido durante quatro dias a temperatura ambiente, protegido da luz,
e com uma agitacdo manual didria. A mistura resultante da extracdo foi separada por
filtracdo, seguida por evaporacdo do solvente. O Residuo do extrato foi novamente
extraido de forma sequencial com o préximo solvente. Os extratos foram adquiridos em

triplicata para cada solvente.
5.2.3 Rendimento de extracao

O teor dos extratos do fruto da pimenta-biquinho para cada solvente, foi
determinado com base na seguinte formula: Teor (%) = Massa do extrato / Massa da

amostra total x 100.
5.2.4 Ensaio antifungico

Para a andlise da atividade biologica, realizou-se primeiramente um teste de
solubilidade nos extratos secos de hexano, acetato de etila e metanol, consistindo em
avaliar a solubilidades destes extratos em dimetilsulfoxido (DMSO) 40%, acetona 60% e
tween 80 a 5%. Em seguida com o objetivo de avaliar a toxicidade do solvente frente aos
fungos, foi feito um teste bioldgico com o Tween 80 a 5% (solvente escolhido), para
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avaliar se este iria interferir no resultado da andlise. A atividade antifingica dos extratos
de C. chinense foi avaliada seguindo a metodologia de difusdo em disco descrita por
Xavier et al., (2016). Foram pesados 200 mg de cada extrato seco e diluidos em 1mL de
tween 80 a 5%, homogeneizados em agitador de tubos, e os volumes utilizados de extrato
foram de 25 pL, 50 pL, 100 pL e 200 pL. Como controle negativo foram utilizadas placas
sem adicdo de extrato (testemunha). Placas de Petri foram previamente esterilizadas e
preparadas com meio de cultura BDA (Batata-dextrose-agar). Apo6s a solidificacdo do
meio, 0s extratos com diferentes volumes foram adicionados e espalhados com auxilio de
uma alca de Drigalski na superficie de toda a placa. Posteriormente, foram depositados
discos de 5 mm de didmetro de meio BDA contendo micélio no centro da placa. Foi
acompanhado o crescimento micelial dos fungos diariamente e as medidas de crescimento
micelial foram tomadas ao completo crescimento do fungo nas placas controle. O
tratamento foi realizado em triplicata e a inibicdo do crescimento dos fungos foi
determinada pela média das repeticdes para cada volume em relacdo ao crescimento da
testemunha, utilizando valores de PIC (percentual de inibicdo de crescimento micelial)

cuja formula é:

crescimento do controle — crescimento do tratamento
PIC = - x100
crescimento do controle

5.2.5 Analise estatistica

As analises foram realizadas em triplicata e calculado os seus respectivos
desvios padrdo. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia,
utilizando o software Sisvar 5.6.

5.3 Resultados e discussoes

5.3.1 Rendimento de extracao

O rendimento de extracdo pode variar por diversos fatores, método de extracéo,
parte do material vegetal utilizado, temperatura, tempo de extracéo e principalmente pelo
tipo de solvente utilizado (Machado et al., 2013). Os extratos de C. chinense variaram
significativamente entre si, sendo o extrato preparado com o solvente metanol que obteve
0 maior rendimento de extragdo, seguido pelo extrato de hexano e acetato de etila,
conforme pode ser observado na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores médios da massa e rendimento percentual dos extratos de C. chinense.

Solventes Massa de extrato seco (g) Rendimento de extracdo (%)
Hexano 0,10g 2,01b
Acetato de etila 0,04q 0,87c
Metanol 1,269 25,28

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de de Tukey (p>0,05).
O rendimento da extracdo pode ser analisado pela polaridade do solvente

utilizado. Conforme a Figura 1, o maior rendimento de compostos totais extraidos foi no
extrato de alta polaridade, metanol, enquanto os extratos com solventes de baixa

polaridade apresentaram rendimento inferior.
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Figura 1. Rendimento de extracdo conforme a polaridade dos solventes.

Solventes polares tendem a solubilizar solutos polares e solventes apolares
tendem a solubilizar solutos de baixa polaridade. Conforme de Aguiar et al., (2014), os
solventes mais polares resultam em maiores rendimento de extragéo da pimenta-biquinho,
e indica a maior porcentagem de compostos contidos na matriz vegetal tem polaridade
intermedidria a alta. Podendo ser agucares, vitaminas, polifenois e saponinas (Azmir et
al., 2013).

5.3.2 Atividade antifungica

A andlise antifingica dos extratos secos preparados com 0s solventes hexano
(EHCC), acetato de etila (EACC) e metanol (EMCC) foram analisados frente aos fungos
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Sclerotinia sclerotiorum, Rhizopus stolonifer e Colletotrichum gloesporioides com
diferentes volumes.

Todos os extratos apresentaram um percentual de inibicdo do crescimento para
o fungo S. sclerotiorum (Figura 2). No entanto, o EHCC apresentou a melhor atividade
antifungica frente a este fungo quando comparado com os demais. Sendo que o volume
de 200 pL apresentou um PIC de 100% de inibicdo do fungo, e os demais volumes
utilizados 100 pL, 50 pL e 25 pL apresentaram respectivamente os seguintes valores de
PIC, 51,3%, 23,8%, 8,7%.
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Figura 2. Percentual de inibicdo micelial dos extratos EHCC, EACC, EMCC frente ao
fungo S. sclerotiorum.

CN: Auséncia do extrato; EHCC: Extrato hexanico de Capisicum chinense; EACC Extrato acetato de etila
de Capisicum chinense; EMCC: Extrato metandélico de Capisicum chinense; Tween: Solvente utilizado na
diluicdo, tween 80 a 5%;

* Os valores médios com letras diferentes, para 0 mesmo extrato analisado, sdo significativamente
diferentes (p <0,05).

O EACC também apresentou a melhor inibicdo com o maior volume utilizado,
200 pL, obtendo PIC de 32,9% e os demais volumes de 100 pL, 50 puL e 25 pL
apresentaram respectivamente os seguintes valores percentuais de inibigéo 23,8%, 17,0%
e 13,7%. Ja o EMCC apresentou 0s menores valores de PIC para o fungo S. sclerotiorum,

e também ndo apresentaram aumento crescente da atividade antifangica de acordo com o
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aumento do volume utilizado, sendo o volume de 200 pL a melhor atividade verificada
para este fungo, com 7,8% de inibicdo. Os demais volumes, 100 pL, 50 pL e 25 pL
apresentaram respectivamente os seguintes valores de inibicdo micelial 4,8%, 3,8% e
4,8%. Também se verificou que o solvente utilizado, Tween 80 a 5%, ndo inibiu o

crescimento do fungo S. sclerotiorum, ndo interferindo na analise.

Rhizopus stolonifer
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Figura 3. Percentual de inibicdo micelial do extrato EHCC frente ao fungo R.

stolonifer.
CN: Auséncia do extrato; EHCC: Extrato hexanico de Capisicum chinense; EACC Extrato acetato de etila
de Capisicum chinense; EMCC: Extrato metandlico; Tween: Solvente utilizado na dilui¢do, tween 80 a 5%;
* Os valores médios com letras diferentes, para 0 mesmo extrato analisado, sdo significativamente
diferentes (p < 0,05).

Para os fungos R. stolonifer e C. gloeosporioides apenas 0 EHCC apresentou

inibicdo do crescimento micelial (Figuras 3 e 4). Frente ao fungo R. stolonifer o EHCC
apresentou promissora atividade antifangica, para os maiores volumes utilizados 200 pL
e 100 pL o percentual de inibi¢do do crescimento micelial foi de 100%. Para os volumes
de 50 pL e 25 pL apresentaram PIC de 51,16% e 17,15% respectivamente. Ja para o
fungo C. gloeosporioides, o EHCC néo apresentou inibicdo total do crescimento do
fungo, no entanto apresentou valores satisfatérios nesta analise, sendo eles 43,44%,
21,28%,22,45% e 17,78%. E importante destacar que para estas analises com os dois
fungos o solvente utilizado também ndo apresentou interferéncia no crescimento dos

fungos.
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Colletotrichum gloesporioides
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Figura 4. Percentual de inibicdo micelial dos extratos EHCC frente ao fungo Colletotrichum
gloeosporioides.

CN: Auséncia do extrato; EHCC: Extrato hexanico de Capisicum chinense; EACC Extrato acetato de
etila de Capisicum chinense; EMCC: Extrato metandlico. Tween: Solvente utilizado na diluigdo, tween
80 a 5%;

* Qs valores médios com letras diferentes, para 0 mesmo extrato analisado, sdo significativamente
diferentes (p < 0,05).

De modo geral, os extratos preparados com solventes de baixa polaridade
(EHCC e EACC) apresentaram as melhores atividades antifungicas. Sendo assim, pode-
se dizer que os compostos da pimenta-biquinho responsaveis por apresentarem acdo
antifungica sdo compostos apolares. Os solventes apolares podem extrair compostos
lipofilicos como lipidios, ceras, pigmentos e terpenos (Azmir et al., 2013; de Aguiar et
al., 2014).

Garruti et al., (2013) identificou 32 compostos na pimenta-biquinho, sendo 5
deles terpenos. Os terpenos sdo alcenos naturais € ndo contém uma funcdo quimica
especifica, abrange as principais fungdes como alcoois, hidrocarbonetos, fendis entre
outros (Felipe and Bicas, 2017). Sdo largamente distribuidos na natureza em ampla
variedade de compostos vegetais e dotados de potencial atividade antifingica contra

fungos fitopatogénicos (Medeiros et al., 2015).



51

5.4 Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a pimenta-biquinho (C.
chinense) tem substancias quimicas com potencial atividade antifingica. Em relagéo ao
rendimento dos extratos produzidos, o extrato polar, EMCC, apresentou maior
rendimento de extracdo em relacdo aos extratos menos polares, EHCC e EACC,
sugerindo que grande parte das substancias quimicas da pimenta sdo de alta polaridade.
No entanto, os extratos apolares, principalmente o de hexano, apresentam atividade
antifangica superior as substancias quimicas polares presentes na pimenta-biquinho.
Portanto, ainda é importante analisar quais sdo as substancias quimicas presentes em C.

chinense para sugerir possiveis aplicagdes da mesma.
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6. CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:
O OE-Ed apresentou rendimento de 1,5%. Os constituintes principais foram
limoneno (16,0%), 6xido de cariofileno (15,0%), citral (9,0%), trans-cariofileno
(8,0%) e 1,8-cineol (7,3%).
OE-Ed também apresentou atividade eficaz contra os parasitas Trypanosoma
cruzi e patdgenos orais como Streptococcus mutans, além de atividade moderada
contra as outras bactérias do género Streptococcus testadas.
Os extratos de C. chinense produzidos apresentaram rendimento variavel de
acordo com a polaridade do solvente utilizado. Os extratos apolares (EHCC e
EACC) obtiveram rendimento inferior aos extratos polares (EECC e EMCC).
No EECC foram identificados 10 compostos fendlicos e 2 possiveis
capsaicinoides. O mesmo também apresentou promissora atividade antioxidante
de acordo com os testes realizados.
Os filmes de araruta incorporados com EECC apresentaram area superficial de
estrutura granulada, levemente rugosa e uniforme. A adi¢do do EECC aos filmes
de araruta, levou ao aumento da espessura, diminuicdo da solubilidade e alteracéo
da cor conforme a concentracéo do extrato.
EHCC, EACC e EMCC apresentaram percentuais de inibicdo micelial para o
fungo S. sclerotiorum, no entanto, os extratos apolares exibiram as melhores
atividades. Para os fungos R. stolonifer e C. gloeosporioides apenas o EHCC
apresentou atividade.



