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CAPITULO I:

EXTRATOS HEXANICOS DE FRUTOS DE DUAS VARIEDADES DE
CAPSICUM  CHINENSE, SEUS CONSTITUINTES VOLATEIS E
ANTIACETILCOLINESTERASE, ANTILEISHMANIAL E ATIVIDADES
ANTIPROLIFERATIVAS

Capitulo I conforme publicado na revista Natural Product Research, Volume
36, 2022 - Issue 23.

Disponivel em:
<https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/14786419.2022.2057972>

1. RESUMO

Este trabalho tem como objetivo investigar os constituintes volateis e as atividades
antiacetilcolinesterase, antileishmania e antiproliferativa de extratos hexanicos de frutos
de Capsicum chinense (pimenta verde 'HE-UB' e pimenta biquinho madura 'HE-RB').
HE-UB e HE-RB foram selecionados pelo método de ensaio de microplacas para
determinar sua atividade antiacetilcolinesterase. Ambos exibiram potencial inibitorio, i.
e., ICso = 41,5 e 20,3 pg/mL, respectivamente. HE-UB (ICso = 67,19 pg/mL) e HE-RB
(IC50 = 38,16 pg/mL) exibiram atividade antileishmania contra formas promastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis. Além disso, HE-UB e HE-RB demonstraram
atividade citotoxica contra diferentes linhagens de células tumorais humanas com ICsg
variando de 325,40 a 425,0 ug/mL. Ambas as analises GC-FID e GC-MS revelaram que
o0 principal componente em ambos os extratos foi o E-cariofileno. Em suma, HE-RB foi
mais satisfatorio que HE-UB em todas as atividades in vitro avaliadas. Esses achados

podem ser usados como dados iniciais para estudos posteriores das espécies de Capsicum.

PALAVRAS-CHAVE: Extratos ndo polares; E-cariofileno; fruta funcional,

acetilcolinesterase; atividade antiparasitaria; linhas de células tumorais.
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2. ABSTRACT

This paper aims to investigate volatile constituents and antiacetylcholinesterase,
antileishmanial and antiproliferative activities of hexane extracts from Capsicum
chinense fruit (unripe bode pepper ‘HE-UB’ and ripe little beak pepper ‘HE-RB’). HE-
UB and HE-RB were screened by the microplate assay method to determine their
antiacetylcholinesterase activity. Both exhibited inhibitory potential, i. e., ICs0 = 41.5 and
20.3 pg/mL, respectively. HE-UB (ICso = 67.19 pg/mL) and HE-RB (ICso = 38.16
pg/mL) exhibited antileishmanial activity against promastigote forms of Leishmania
(Leishmania) amazonensis. In addition, HE-UB and HE-RB demonstrated cytotoxic
activity against different human tumor cell lines with I1Cso ranging from 325.40 to 425.0
pug/mL. Both GC-FID and GC-MS analyses revealed that the major component in both
extracts was E-caryophyllene. In short, HE-RB was more satisfactory than HE-UB in all
in vitro activities under evaluation. These findings may be used as initial data for further

studies of Capsicum species.

KEYWORDS: non-polar extracts; E-caryophyllene; functional fruit;
acetylcholinesterase; antiparasitic activity; tumor cell lines
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3. INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa que afeta
inicialmente a memdria das pessoas e, posteriormente, a sua capacidade de raciocinio e
comunicacgédo (Agatonovic-Kustrin et al., 2019). Como seu tratamento consiste em tentar
restaurar a funcdo colinérgica, os inibidores da acetilcolinesterase (AChE) tém sido
amplamente utilizados para modular as atividades de enzimas que degradam a
acetilcolina (ACh) (Agatonovic-Kustrin et al., 2019).

Os farmacos que inibem a AChE sdo caros e acarretam diversos efeitos
adversos, fato que torna relevante a busca e o desenvolvimento de inibidores alternativos,

principalmente os derivados de plantas medicinais (Patel et al., 2018).

Pesquisadores conhecidos também manifestaram preocupacdo com doencas

negligenciadas, como a leishmaniose (Anversa et al., 2018).

A leishmaniose é causada por protozoarios do género Leishmania e afeta cerca
de 350 milhdes de pessoas em todo o mundo (Santana et al., 2014). As drogas utilizadas
para o tratamento desta doenca consistem em antimoniais pentavalentes, que sao
altamente toxicos e causam efeitos colaterais adversos. Essas questdes também reforgam
a necessidade de encontrar novos agentes terapéuticos de origem natural que sejam mais

seguros e menos agressivos a sadude (Santana et al., 2014).

Outro cenério preocupante é o tratamento de tumores e medicamentos utilizados
na quimioterapia. Pesquisadores da area de quimica de produtos naturais tém trabalhado
arduamente para descobrir plantas que sejam fontes promissoras de metab6litos com

potencial antiproliferativo (Marrelli et al., 2020).

Nesse sentido, as espécies de Capsicum chinense e suas variedades tém se
destacado entre as plantas que apresentam potencial biologico (Figura 1). A literatura tem
mostrado que seus frutos sdo ricos em atividades bioldgicas, como antifingicas,
antioxidantes, antidiabéticas, antitumorais, antitromboticas e antimicrobianas (Buitimea-
Cantua et al., 2020; Sosa-Moguel et al., 2017; Menichini et al. , 2009).

Até onde sabemos, poucos estudos investigaram as atividades antiproliferativas,
antileishmania e antiacetilcolinesterase de espécies brasileiras de Capsicum (Domenico
et al., 2012). Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar as atividades

antiacetilcolinesterase, antileishmania e antiproliferativa de extratos hexanicos de frutos
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de duas variedades de Capsicum chinense Jacq. (pimenta bode verde e pimenta biquinho

madura); e seus constituintes volateis identificados por GC-FID e GC-MS.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

Capsicum chinense (var. pimenta bode verde 'HE-UB' e pimenta biquinho
maduro 'HE-RB') foram adquiridos em feiras em Santa Helena de Goias e em Rio Verde,
duas cidades do estado de Goias (GO), Brasil. Os frutos foram identificados pela botanica
Luzia Francisca de Souza e um exemplar comprovante de C. chinense (HJ558CC -
pimenta biquinho madura) e (HJ559CC - pimenta bode verde) foram depositados no
Herbéario Jataiense Professor Germano Guarim Neto. Em seguida, foram levados ao
Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais do IF Goiano - Campus Rio Verde,
localizado em Rio Verde, GO, onde foram lavados com &gua destilada. Em seguida,
foram secas com papel toalha e tiveram seus peddnculos removidos. Os frutos foram
entdo pesados e desidratados em estufa de circulacao de ar a 40°C por 96 horas. Por fim,
foram moidos, colocados em recipiente lacrado e armazenados em geladeira até a

preparacdo dos extratos brutos hexanicos (HE-UB e HE-RB).

Figura 1. Duas variedades de Capsicum chinense: pimenta biquinho madura (esquerda)

e pimenta bode verde (direita). Fonte: autoria prépria.

4.2 Preparacao de extratos hexanicos (HE-UB e HE-RB)

As frutas (300 g) foram secas ao ar e moidas em moinho Wiley. Posteriormente,
elas foram exaustivamente extraidos a frio com hexano. Cada extrato resultante foi
filtrado e concentrado sob pressao reduzida. Por fim, foram coletados 6,0 g de extrato
bruto hexéanico de pimenta biquinho (HE-RB) e 4,3 g de extrato bruto hexanico de
pimenta bode verde (HE-UB).

14



4.3 ldentificacdo quimica dos constituintes HE-UB e HE-RB

HE-UB e HE-RB foram dissolvidos em éter etilico e analisados por
cromatografia gasosa-deteccéo de ionizacdo de chama (GC-FID) e cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (GC-MS) com o uso de Shimadzu QP5000 Plus e GCMS2010
Plus (Shimadzu Corporation , Kyoto, Japdo). A temperatura da coluna em GC-FID foi
programada para subir de 60 a 240°C a 3°C/min e foi mantida a 240°C por 5 min; o gés
transportador era Hz a uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min. O equipamento foi configurado
para operar no modo de injecdo; o volume de injecédo foi de 0,1 pL (razdo de diviséo de
1:10) enquanto as temperaturas do injetor e do detector foram de 240 e 280°C,
respectivamente. As concentracdes relativas dos componentes foram obtidas por
normalizag&o das areas dos picos (%). As areas relativas consistiram na média de analises
de GC-FID em triplicata. As condi¢cdes de GC-MS e a identificacdo foram relatadas
anteriormente (Souza et al., 2021). A identificacdo de componentes volateis de extratos
hexanicos (Tabela 1) foi baseada em seus indices de retengdo em uma coluna capilar Rtx-
5MS (30 m X 0,25 mm; 0,250 pm) sob as mesmas condi¢cOes de operacdo usadas para
GC em relacdo a uma série homdloga de n- alcanos (C8-C20). As estruturas foram
comparadas por computador com Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1.2 e seus padrdes de
fragmentacdo foram comparados com dados da literatura (Adams, 2007).

4.4 Ensaio antiacetilcolinesterase

O ensaio foi realizado pelo método espectrofotométrico de Ellman, modificado
por Lopes et al. (2020). A enzima foi a acetilcolinesterase (AChE) da Electrophorus
electricus VI (Sigma®). Na microplaca, 25 pL de acetilcolina iodada 15 mM, 125 pL de
5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB), 50 puL de tampao Tris-HCI 50 mM (pH 8,0)
com 0,1% de albumina de soro bovino (BSA) e extratos de hexano em concentragdes
finais na solu¢do de teste variando de 31,25 a 1000 ug/mL (20 uL) foram adicionados a
2 pL de tampao fosfato pH 8 e pré-incubados em banho de gelo a 4°C por 30 min. Os
tubos duplicados também foram tratados desta forma com 20 mL de fisostigmina (0,1
mM) para permitir a interferéncia dos compostos de teste no ensaio em avaliacdo e para

controlar qualquer hidrdlise de acetilcolina que néo resulte da atividade enzimatica. A
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absorbancia foi medida 5 vezes a 405 nm pelo leitor de microplacas (Biotek, EIx800) em
intervalos de 15 s. Apds as leituras, 25 uL de acetilcolinesterase 0,22 U.mL™ foram
adicionados aos pocos. As absorbancias foram entdo medidas 9 vezes a 405 nm em
intervalos de 15 s. Os aumentos na absorbancia devido a hidrolise espontanea do substrato
foram corrigidos pela subtracdo da taxa de reacdo antes da adicdo da enzima. A
porcentagem de inibicdo foi calculada comparando-se as taxas das amostras e as do
controle. Todos os ensaios foram realizados em triplicado. A atividade enzimética e a

porcentagem de inibicdo da AChE foram calculadas pelo programa Microsoft® Excel.

4.5 Ensaio antileishmania

Para avaliar a atividade antileishmania, formas promastigotas de L. amazonensis
(MHOM/BR/PH8) foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, penicilina (100 Ul/mL) e estreptomicina
(100 pg/mL) . Posteriormente, cerca de 1 x 106 parasitas foram distribuidos em placas de
96 pocos, e HE-RB e HE-UB, que haviam sido previamente dissolvidos em 100% de
dimetilsulfoxido (DMSO, solucdo estoque 100 mM) (Synth), foram adicionados as
culturas em concentragdes que variam de 6,25 a 100 pg/mL. Anfotericina B (Sigma
Aldrich, 97 % de pureza), em concentracdes variando de 0,011 a 0,19 pg/mL, foi

adicionada as culturas e utilizada como controle positivo.
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5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Constituintes volateis de extratos hexanicos de frutos de C. chinense — pimenta

bode verde (HE-UB) e pimenta biquinho madura (HE-RB) — foram identificados por

cromatografia gasosa-deteccgéo de ionizagdo de chama (GC-FID) e cromatografia gasosa-

espectrometria de massas (GC-MS) e os resultados estédo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Constituintes volateis de extratos hexanicos de pimenta bode verde (HE-UB)

e de pimenta biquinho madura (HE-RB).

Compounds RT (min) | RTexp | RTIit %RA
HE-UB HE-RB

Butyl isovalerate 1541 1011 | 1010 0.5 1.1
Hemimellitene (1,2,3-trimethylbenzene) | 16.71 1020 | 1020 5.0 2.3
Camphor 26.96 1144 | 1143 0.7 0.3
2,4-Dimethyl-undecane 28.24 1212 | 1213 4.4 0.3
Hexyl isovalerate 30.23 1235 | 1236 8.5 0.4
4-Methyldodecane 32.23 1259 | 1259 15 0.8
Hexyl valerate 33.61 1275 | 1275 0.4 0.2
n-Octyl isobutyrate 31.27 1345 | 1348 2.7 6.1
Hexyl caproate 31.62 1352 | 1352 0.7 1.0
Octadecanal 32.05 1355 | 1357 5.2 2.0
4-Methyltridecane 32.31 1358 | 1360 2.2 4.1
Capric acid 34.22 1381 | 1382 1.1 0.9
3,3-Dimethylcyclohexanol 35.09 1387 | 1392 2.4 1.1
Longifolene 35.86 1399 | 1402 0.6 0.9
(E)-Caryophyllene 36.49 1418 | 1418 21.6 49.4
n-Octyl 2-methyl butyrate 37.13 1433 | 1434 0.2 0.6
Aromadendrene 37.32 1439 | 1439 0.4 0.2
Octyl-lIsovalerate 37.36 1440 | 1440 3.5 1.5
Citronellyl propionate 37.52 1441 | 1444 2.0 0.2
a-Himachalene 37.64 1445 | 1447 2.5 0.2
4-Methyltetradecane 37.92 1452 | 1454 7.6 4.8
B-Chamigrene 38.75 1473 | 1475 0.1 2.0
Isobutyl caprate 41.45 1543 | 1545 7.5 2.2
4-Methylpentadecane 41.91 1557 | 1557 0.6 0.5
Octyl hexanoate 42.41 1569 | 1570 1.9 0.7
Butyl decanoate 43.17 1589 | 1590 0.1 1.9
Tetradecanal 43.95 1611 | 1611 0.2 0.7
Citronellyl valerate 44,13 1614 | 1616 0.7 2.1
Methyl tridecanoate 44.45 1624 | 1625 2.5 1.3
Pentadecanal 47.47 1708 | 1710 3.0 2.0
Myristic acid 47.78 1719 | 1720 2.2 0.8
Total 925 92.6
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RT = Tempo de retencdo; Rlexp = indice de retencdo relativo aos n-alcanos (C8—-C20)
na coluna Rtx-5MS; RIlit = indice de retencdo de Kovats (valores encontrados na
literatura - Adams 2007). %0RA = Abundancia relativa.

Em primeiro lugar, foram encontradas concentragdes notaveis de E-cariofileno
em ambos 0s extratos, i. €., 49,4% em HE-RB e 21,6% em HE-UB (Tabela 1). Além do
E-cariofileno, 0 HE-RB exibiu apenas outro constituinte principal, que foi o n-octil
isobutirato (6,1%). No entanto, HE-UB exibiu cinco outros constituintes principais: hexil
isovalerato (8,5%), 4-metiltetradecano (7,6%), caprato de isobutil (7,5%), octadecanal
(5,2%) e hemimeliteno (5,0%). C. chinense fruta de origem cubana apresentou alta
variedade quimica de constituintes volateis, enquanto seus principais constituintes foram
hexil isopentanoato, hexil pentanoato, hexil 2-metilbutanoato, 3,3-dimetilciclohexanol,

c-himachalene e germacreno D (Pino et al., 2011).

Um estudo recente relatou que diferentes tipos de ésteres sdo comumente
encontrados em espécies de Capsicum (C. chinense, C. frutescens, C. annuum, C.
baccatum e C. pubescens) e mencionou que a porcao 3-metilbutanoil é aparentemente
uma caracteristica de C. chinense (Murakami et al., 2019).

A composicao volatil encontrada pelo estudo relatado nesta breve comunicacéo,
que se refere a frutos de C. chinense cultivados em Goids (GO), Brasil, é muito
semelhante & dos frutos de outras duas variedades de C. chinense encontradas em Brasilia,
Capital do Brasil (Garruti et al., 2013). Uma semelhanc¢a importante é a concentracédo
notavelmente alta de E-cariofileno (60,01%) identificada em uma variedade de C.

chinense conhecida como seriema no Brasil (Garruti et al., 2013).

A atividade antiacetilcolinesterase de HE-UB e HE-RB foi rastreada pelo

método de ensaio em microplaca e os resultados estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Valores de ICso (g/mL) encontrados contra diferentes linhagens celulares
humanas apds um tratamento de 24 horas em diferentes concentragdes (de 31,25 a 1000
pg/mL) de HE-RB e HE-UB.

Cell lines
Treatments

GMO07492A HelLa MCF-7 U-251

HE-UB 343.06 £17.29 363.10+23.44  363.60+17.72 325.40 £ 22.61

HE-RB 447.30£2.55  420.00 £6.92 425.00 + 16.04 373.80 £17.72*

PC 12.6 £0.39 20.78 +0.58 16.25+0.12 30.61 +2.41

ICs0 - concentracdo da amostra que inibe 50% da viabilidade celular; GM07492A -
fibroblastos ndo tumorais; HelLa - adenocarcinoma cervical; MCF-7 - adenocarcinoma
de mama; U-251MG - glioblastoma. HE-RB - extrato hexanico de frutos maduros de C.
chinense (pimenta biquinho). HE-RB - extrato hexanico de frutos verdes de C. chinense

(pimenta bode). PC — controle positivo (cisplatina).
*Significativamente diferente da linhagem celular ndo tumoral (p<0,05).

Ambos os extratos hexanicos exibiram potencial inibitorio, cujos valores de 1Csg
foram 41,5 e 20,3 pug/mL, respectivamente. A fisostigmina de controle positivo exibiu
ICs0 = 1,3 ng/mL. Ogunruku et al. (2014) avaliaram a atividade antiacetilcolinesterase do
extrato aquoso preparado com frutos maduros e verdes de C. chinense e constataram que

também possui potencial inibitorio.

A atividade antiacetilcolinesterase do extrato etanolico de frutos maduros de C.
chinense também foi avaliada e sua I1Cso foi de 18,8 pg/mL (Vargas-Méndez et al., 2016),
um pouco menor que a de HE-RB. Assim, os valores de ICso de HE-UB e HE-RB podem

ser considerados altamente satisfatorios.

A literatura tem mostrado que extratos de plantas medicinais, como os de
Blumea lacera (ICsop = 150 pg/mL) e Cyclea barbata (ICso = 176 pg/mL), séo fortes

inibidores da acetilcolinesterase (Uddin et al., 2021).

Quanto a atividade antileishmania, HE-UB (IC50 = 67,19 pg/mL) e HE-RB
(IC50 = 38,16 pg/mL) foram moderadamente ativos e ativos, respectivamente, contra as

formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Pesquisadores afirmaram que
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amostras cujos valores de ICso variam entre 10 e 50 pg/mL sdo ativas, enquanto aquelas
cujos valores de IC50 variam de 50 a 100 pg/mL sdo moderadamente ativas (Cabral et
al., 2020).

Além disso, HE-UB e HE-RB tiveram seu potencial citotoxico contra diferentes
linhagens de células tumorais humanas avaliadas. Os extratos exibiram ICso variando de
325,40 a 425,0 pg/mL ap6s um tratamento de 24 horas. HE-RB apresentou 1Csp (373,80
pug/mL) na linhagem U251 significativamente menor do que na linhagem ndo tumoral
(GMO07492A, 447,30 pg/mL), revelando assim um efeito seletivo. Ressalta-se que tanto
0 HE-UB quanto o HE-RB exerceram efeito citotoxico em linhagens celulares humanas
ndo tumorais em concentragdes maiores (343,06 e 447,30 pg/mL, respectivamente) do

que aquelas em que revelaram efeito antileishmania.

Portanto, os extratos exerceram atividade antileishmania em concentracfes néo
citotoxicas. Este estudo sugere que as atividades exibidas por HE-UB e HE-RB podem
estar relacionadas as suas altas concentracfes de E-cariofileno, uma vez que € um
constituinte promissor que possui atividades antileishmania, anticolinesterase e
antitumorais bem conhecidas (Soares et al., 2013; Moreira et al., 2019; Salleh e Khamis,
2020).
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6. CONCLUSAO

Este estudo mostrou o potencial quimico e biologico de extratos hexanicos de
frutos maduros e verdes provenientes de duas variedades de pimenta (Capsicum chinense
Jacq.) cultivadas no Brasil: pimenta bode e pimenta biquinho. Os extratos de hexano
resultantes exibiram os mesmos constituintes quimicos, mas diferiram significativamente
em termos de suas concentracdes. A Unica semelhanca é que o sesquiterpeno E-
cariofileno foi identificado como o principal constituinte tanto em HE-UB quanto em HE-
RB. Em relagdo as atividades bioldgicas avaliadas, ambos os extratos apresentaram
valores de ICso promissores, mas os de HE-RB foram mais satisfatorios. Em suma, o
estudo de extratos de plantas medicinais € um passo fundamental para alcancar resultados

de pesquisa de qualidade.
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CAPITULO I

ATIVIDADE ANTIFUNGICA PROMISSORA DE DUAS VARIEDADES
DE CAPSICUM CHINENSE CONTRA SCLEROTINIA SCLEROTIORUM,
RHIZOPUS STOLONIFER E COLLETOTRICHUM GOLEOSPOROIDES

Capitulo Il conforme publicado na revista Food Science and Technology.

Disponivel em: < https://doi.org/10.1590/fst.52722>

8. RESUMO

As pimentas (Capsicum sp.) pertencentes a familia Solanaceae constituem um importante
segmento no setor de hortalicas, tanto na agricultura quanto na industria alimenticia. Este
trabalho tem como objetivo investigar a atividade antifungica in vitro de extratos
hexanicos de frutos de Capsicum chinense (pimenta bode verde — ‘HE-UB’ — e pimenta
biquinho madura — ‘HE-RB’) contra Sclerotinia sclerotiorum, Rhizopus stolonifer e
Colletotrichum gloeosporioides. A atividade antifungica foi avaliada pelo método de
difusdo em disco (DDM) em doses entre 25 pL e 300 puL de ambos os extratos diluidos.
As andlises quimicas revelaram que o constituinte majoritario em ambos os extratos foi o
E-cariofileno. HE-RB inibiu 100% do crescimento de S. sclerotiorum, R. stolonifer e C.
gloeosporioides nas doses de 200 uL, 100 pL e 300 pL, respectivamente. HE-UB também
inibiu 100% do crescimento fungico em doses de 100 uL (S. sclerotiorum), 150 uL (C.
gloeosporioides) e 200 uL (R. stolonifer). HE-RB e HE-UB foram ativos contra os fungos
em estudo; assim, a triagem de plantas medicinais oferece outra alternativa para a

producdo de fungicidas quimicos relativamente atoxicos e de baixo custo.

PALAVRAS-CHAVE: Fungicida natural; fungos fitopatogénicos; extrato vegetal,

pimenta

APLICACAO PRATICA: A pesquisa de fungicidas derivados de plantas para a
agricultura tem sido intensificada, uma vez que se torna evidente que eles ainda tém um

enorme potencial para inspirar e influenciar a pesquisa da agroquimica moderna.

24



9. ABSTRACT

Peppers (Capsicum sp.) which belong to the Solanaceae family constitute an important
segment in the vegetable sector, both in agriculture and in the food industry. This paper
aims to investigate in vitro antifungal activity of hexane extracts from Capsicum chinense
fruit (unripe bode pepper — ‘HE-UB’ — and ripe little beak pepper — ‘HE-RB’) against
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizopus stolonifer and Colletotrichum gloeosporioides.
Antifungal activity was evaluated by the disk diffusion method (DDM) at doses between
25 pL and 300 pL of both diluted extracts. Chemical analyses revealed that the major
constituent in both extracts was E-caryophyllene. HE-RB inhibited 100% of S.
sclerotiorum, R. stolonifer and C. gloeosporioides growth at doses of 200 uL, 100 pL and
300 pL, respectively. HE-UB also inhibited 100% of fungal growth at doses of 100 pL
(S. sclerotiorum), 150 pL (C. gloeosporioides) and 200 pL (R. stolonifer). HE-RB and
HE-UB were active against the fungi under study; thus, screening of medicinal plants
provides another alternative to produce chemical fungicides that are relatively non-toxic

and cost-effective.
KEYWORDS: Natural fungicide; phytopathogenic fungi; plant extract; pepper

PRACTICAL APPLICATION: Research into plant-derived fungicides for agriculture
has now been intensified since it becomes evident that they still have enormous potential

to inspire and influence modern agrochemical research.
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10.  INTRODUCAO

As pimentas (Capsicum sp.) pertencentes a familia Solanaceae constituem um
importante segmento no setor de hortalicas, tanto na agricultura quanto na industria
alimenticia. Sao especiais para a producdo de especiarias devido as suas caracteristicas
de cor do fruto e ingredientes ativos que conferem aroma e sabor (Bianchi et al., 2020).

E uma espécie que possui frutos pequenos e redondos — com caudas que lembram
0 bico de uma ave — que possuem baixa pungéncia e caracterizam-se como frutos doces
que podem ser consumidos in natura ou processados (Diel et al., 2020). ). Outra variedade
de Capsicum que cresce no Brasil foi avaliada por este estudo: pimenta bode. Tem aroma
especial e seus frutos verdes sao vendidos frescos enquanto os maduros inteiros (amarelos
ou vermelhos) sdo principalmente enlatados (com vinagre ou azeite) e transformados em
molhos (Jesus et al., 2020).

Em relagdo as plantas medicinais, a literatura tem descrito amplamente a
importancia de extratos vegetais, compostos isolados e 6leos essenciais (OES) no combate
a fitopatdgenos que danificam diversas culturas economicamente relevantes (Seepe et al.,
2021). Alguns fitopatdgenos sdo os fungos Sclerotinia sclerotiorum, Rhizopus stolonifer
e Colletotrichum gloeosporioides. O que causa a doenca conhecida como mofo branco e
ataca a cultura da soja é o S. sclerotiorum (Silva et al., 2019). R. stolonifer danifica
principalmente frutos, pois causa a doenca pos-colheita conhecida como podriddo mole
(Rezende et al., 2020). C. gloeosporioides causa antracnose, a doenca pos-colheita que
leva a podriddo dos frutos, que afeta diversos frutos, como manga, abacate e maracuja, e

impede a comercializacdo (Gomes et al., 2021).

Levando em consideracdo o potencial bioativo de extratos de C. chinense
(Morais et al., 2019; Santos et al., 2022), este estudo teve como objetivo investigar o
potencial antifingico in vitro de extratos hexanicos de duas variedades brasileiras de
frutos de C. chinense ( pimenta bode verde — 'HE-UB' — e pimenta biquinho madura —
'HE-RB' - Figura 2).
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Figura 2. Pimenta bode verde (esquerda) e pimenta biquinho madura (direita). Fonte:
Google (https://produto.mercadolivre.com.br/MLB-1700056693-sementes-de-pimenta-
bode-vermelha-de-goias-ideal-para-horta-_JM).

27



11. MATERIAIS E METODOS

111 Atividade antifungica de HE-RB e HE-UB

Neste estudo, foram utilizadas duas metodologias para avaliacdo da atividade
antifangica in vitro (Dias et al., 2022; Cabral et al., 2022). As linhagens de R. stolonifer
e C. gloeosporioides foram isoladas de mamdo mofado em condigdes naturais e
identificadas. Isolados de S. sclerotiorum foram coletados em uma area naturalmente
infestada por este patdgeno em Rio Verde, GO, Brasil. Os esclerddios foram produzidos
cortando micélios fungicos e colocando-os em frascos Erlenmeyer contendo discos de
cenoura previamente autoclavados. Os frascos foram incubados a 25°C no escuro por 30
dias. Em seguida, os esclerddios resultantes foram retirados dos frascos, lavados em agua
corrente e armazenados a 5°C até serem utilizados nos experimentos. O método de
gravacdo em placa foi usado para isolamento e purificacdo. Coldnias fungicas isoladas
(R. stolonifer e C. gloeosporioides) selecionadas em mamao naturalmente contaminado
foram dissolvidas em solugdo salina estéril para fazer uma suspensdo flngica que foi
espalhada em placas de Petri contendo meio de &gar batata dextrose (PDA) e incubada a
28 ° C por 3- 5 dias até o crescimento completo do fungo. As coldnias crescidas foram
recultivadas para obter culturas puras, transferidas para meio inclinado PDA e
armazenadas a 4°C para estudos posteriores. As cepas fungicas foram cultivadas a 28°C
por 3-5 dias e os esporos fungicos em placas foram dissolvidos em solugéo salina estéril
e diluidos na proporcao aproximada de 106 UFC/mL. HE-RB e HE-UB foram dissolvidos
em 0,1% de Tween 80 para renderizar doses entre 25-300 pL. Os extratos foram
preparados e diluidos conforme metodologia do Capitulo I e foram filtrados por um filtro
microporoso de 0,45 uM. Em seguida, 100 puL de cada suspensao fungica foi espalhado
em meio de placa PDA e o papel de filtro estéril (6,0 mm de didmetro, 1,0 mm de
espessura) foi impregnado com 10 pL de cada extrato e colocado na superficie das placas
de Petri semeadas. Papel de filtro carregado com solvente foi usado como controle. As
placas foram colocadas numa incubadora a 28°C durante 3-5 dias. O didmetro da zona de
inibicdo foi medido e registrado como um indicador de atividade antifingica. O
Frowncide 500SC foi usado como controle positivo (dose de 5 pL). Tween 80 também
foi avaliado na dose mais baixa sob investigacdo (25 pL) em todas as etapas do
experimento para descobrir se interferiria nos ensaios. Ensaios de difusdo em &gar

aplicados a cada HE contra os trés fungos foram realizados em triplicata. Eles foram
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incubados a 28°C e o crescimento micelial foi medido diariamente até o crescimento
completo do fungo em placas de controle. O tratamento foi realizado em quadruplicada e
o delineamento experimental realizado. Os dados foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) e as medias dos tratamentos foram avaliadas pelo teste de Scott-Knott a 5%
de significancia pelo programa ASSISTAT. A porcentagem de inibicdo do crescimento

micelial (IMG — Figuras 3-8) foi calculada pela seguinte formula:

(crescimento de controle — crescimento com tratamento)

IMG (%) = x100

crescimento de controle
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12. RESULTADOS

12.1 Atividade antifungica

Os ensaios de atividade antifingica foram divididos em duas partes e 0s
resultados foram mostrados por graficos nas Figuras 2-7. A primeira parte consistiu em
testar todas as doses pre-selecionadas de HE-RB (25-300 pL) e Tween 80 (25 pL) contra
S. sclerotiorum, R. stolonifer e C. goleosporoides para encontrar a dose de HE-RB que
ser capaz de inibir 100% dos trés fungos (Figuras 2-4). No caso de S. sclerotiorum, a
inibicdo maxima foi alcancada com 200 puL de HE-RB enquanto 100 pL foi suficiente
para inibir 100% do crescimento de R. stolonifer e 300 pL inibiu 100% do crescimento
de C. goleosporoides. A segunda parte das analises teve como objetivo avaliar o potencial
antifungico do HE-UB frente aos fungos. Os resultados mostraram que 100 pL, 200 pL
e 150 pL inibiram 100% do crescimento de S. sclerotiorum, R. stolonifer e C.
goleosporoides, respectivamente. O controle positivo foi o fungicida comercial
Frowncide 500SC a 5 pL (100% de inibigéo).
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Figura 3. Porcentagens de inibigdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum em

diferentes doses de HE-RB. Fonte: autoria prépria.
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Figura 4. Porcentagens de inibicdo do crescimento micelial de R. stolonifer em diferentes

doses de HE-RB. Fonte: autoria propria.
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Figura 5. Porcentagens de inibicdo do crescimento micelial de C. goleosporoides em

diferentes doses de HE-RB. Fonte: autoria propria.
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Figura 6. Porcentagens de inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum em

diferentes doses de HE-UB. Fonte: autoria propria.
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Figura 7. Porcentagens de inibicdo do crescimento micelial de R. stolonifer em diferentes

doses de HE-UB. Fonte: autoria propria.
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13. DISCUSSAO

Em relacdo a atividade antifungica, foram encontrados excelentes resultados in
vitro. Tanto HE-RB quanto HE-UB exibiram alta inibicdo do crescimento micelial de trés
fitopatogenos, i. e., S. sclerotiorum, R. stolonifer e C. goleosporoides. Deve-se reforcar
que causam prejuizos econdmicos incalculdveis a importantes culturas mundiais, como a
soja, e impedem a comercializacao de diversos tipos de frutas devido a podridao precoce
(Wang et al., 2020; Nunes et al., 2020).

No cenario em que os fungos sdo responsaveis por graves perdas econémicas e
danos no setor alimenticio, produtos naturais com atividade antifingica sdo considerados
alternativas promissoras para substituir fungicidas sintéticos altamente tdxicos. Os
metabdlitos secundarios de plantas ja provaram ser tdo ativos quanto os fungicidas
comerciais usados na agricultura (Jiménez-Reyes et al., 2019).

Dados recentes publicados por varios pesquisadores mostraram que C. chinense
apresenta atividade antifungica relevante, fato que foi confirmado e corroborado por esta
breve comunicacdo. Por exemplo, Anaya-L0pez e colaboradores (2006) mostraram que
C. chinense exibe atividade contra o fungo Candida albicans. Dias et al. (2013) relataram
que C. chinense € ativo contra as leveduras C. albicans, P. membranifaciens, S.
cerevisiae, C. tropicalis e K. marxiannus. O extrato etanélico a base de frutos de C.
chinense mostrou sua capacidade de inibir o crescimento de Aspergillus parasiticus
(Buitimea-Cantua et al., 2020). Além disso, alguns pesquisadores afirmaram que 0s
peptideos encontrados no fruto de C. chinense possuem alto potencial antimicrobiano
contra fungos fitopatogénicos, o que é uma forte evidéncia de que a espécie é promissora
na agricultura (Santos et al., 2020; Moguel-Salazar et al. , 2011). Também, um estudo
recente realizado por Aguieiras e colaboradores (2021) mostrou que os frutos de C.
chinense possuem metabdlitos bioativos capazes de combater patdgenos

multirresistentes.

Estudos de C. chinense e seus constituintes ativos — ja publicados na literatura —
podem explicar os resultados satisfatorios de HE-RB e HE-UB. Este estudo destaca a
inibicdo total do crescimento fungico quando diferentes doses de extratos hexanicos
foram avaliadas. Santos et al. (2024) relataram que 200 pL do extrato de acetato de etila
extraido do fruto de C. chinense foi capaz de inibir o crescimento de S. sclerotiorum
(96,2%), R. stolonifer (87,3%) e C. goleosporoides (98,3%). O extrato metanolico foi
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pouco ativo, pois inibiu apenas cerca de 50% do crescimento micelial dos trés fungos
(Santos et al., 2024). Em suma, este estudo sugere que a atividade antifingica exibida por
HE-RB e HE-UB pode ser explicada por suas altas concentragdes de E-cariofileno, uma
vez que este sesquiterpeno possui atividade antifingica bem conhecida (Sobrinho et al.,
2020; Hilgers et al. ., 2021). Outra possibilidade que também deve ser mencionada é o
efeito sinérgico de todos os constituintes dos extratos que atuam para resultar em

atividade antifungica satisfatoria (Rueangrit et al., 2019).
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14. CONCLUSOES

Os extratos de pimenta em avaliacdo tém efeito inibitorio sobre o crescimento
micelial de Sclerotinia sclerotiorum, Rhizopus stolonifer e Colletotrichum
gloeosporioides. Outra observacdo é que quanto maior a doses de extrato, maior a
atividade antifungica.
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CAPITULO HI
EXTRATOS VEGETAIS DE Capsicum chinense INCORPORADOS EM
FILME DE ARARUTA, APLICADOS A EMBALAGENS PARA CONTROLE DE
FUNGOS DO GENERO RHIZOPUS EM CULTURA DE MORANGOS.

16. RESUMO

A grande preocupacdo com o meio ambiente e a salde publica no que tange 0 uso em
larga escala de antifungicos e bactericidas, tem feito com que o estudo de produtos
alternativos advindos de fontes naturais tenha ganhado importancia no cenério ambiental.
Este trabalho tem como objetivo investigar a atividade antifingica do extrato hexanico
de frutos de Capsicum chinense (pimenta bode verde — ‘HE-UB’ — e pimenta biquinho
madura — ‘HE-RB’) em diferentes concentra¢des incorporados em filme biodegradavel
de araruta, aplicados em cultura de morango contra o fungo Rhizopus stolonifer. O
aumento da vida util dos morangos foi avaliada de forma visual conforme o aparecimento
dos fungos. As analises constataram que 0s extratos demonstram ser uma excelente

barreira contra o crescimentos dos fungos e eficaz em impedir a desidratagéo dos frutos.
PALAVRAS-CHAVE: Vida util; antifungico; extrato vegetal; pimenta.

APLICACAO PRATICA: Aumento da vida (til do morango com a aplicacéo do biofilme
de araruta incorporado com extrato vegetal de pimenta.
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17. ABSTRACT

The great concern with the environment and public health regarding the large-scale use
of antifungals and bacteria, has made the study of alternative products from natural
sources has gained importance. This work aims to investigate the antifungal activity of
the hexanic extract of Capsicum chinense fruits (green goat pepper — 'HE-UB' — and
mature biquinho pepper — 'HE-RB') at different concentrations incorporated into
arrowroot biofilm, applied in strawberry culture against the fungus Rhizopus stolonifer.
The increase in shelf life of strawberries was visually evaluated according to the
appearance of fungi. Analyzes found that the extract proves to be an excellent barrier

against fungal growth and effective in preventing fruit dehydration.
KEYWORDS: Service life; antifungal; plant extract; pepper.

PRACTICAL APPLICATION: Increased of strawberry crops with the application of

arrowroot biofilm incorporated with pepper plant extract.
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18.  INTRODUCAO

Segundo a Embrapa em 2021, o Brasil alcancou o marco de maior exportador
mundial de soja do planeta (91 milhdes de toneladas) e terceiro maior produtor de milho
e feijdo (105 milhGes e 2,9 milhdes de toneladas, respectivamente). Além disso o pais se
destaca como o terceiro maior produtor mundial de frutas, porém com uma exportacao

ainda modesta.

Para que frutas sejam exportadas, as mesmas devem cumprir a Instrucdo
Normativa MAPA n° 69/2018 que estabelece que os produtos devem estar: inteiros,
limpos, firmes, sem pragas visiveis a olho nu, fisiologicamente desenvolvidos ou com

maturidade comercial.

Sendo assim, a utilizacdo de antifingicos durante o processo de cultivo e apds
colheita é amplamente utilizado e fez com que em 2008, o Brasil ultrapassasse os Estados
Unidos e assumiu o posto de maior mercado mundial de agrotdxicos. Em 2010, o
consumo de agrotoxicos no Brasil teve acréscimo no ano de 190% e os fungicidas
corresponderam a 14% nesse mercado (TAKAHASHI et al., 2014).

A utilizacdo em larga escala de agrotdxicos e antifungicos tem gerado grande
preocupacdo em relacdo ao meio ambiente e a salde publica. Pois estes produtos causam

contaminacdo do solo e das aguas.

Visto todo esse cenario a busca por alternativas naturais vem ganhando espaco,
devido as suas propriedades antiflngicas e viabilidade econémica.

Deste modo a utilizacdo de filmes biodegradaveis com a incorporacdo de
extratos vegetais, estdo sendo analisadas para se avaliar as atividades antifingicas desse

material.

Para a producéo destes filmes, alguns amidos sdo comumente utilizados como o

amido de milho, de trigo e de araruta.

O amido de araruta tem a vantagem de excelente digestibilidade
(VILLASBOAS; FRANCO, 2016), capacidade de gelificagdo (CHARLES et al., 2016;
HOOVER, 2001), caracteristicas fisico-quimicas especiais, como o alto teor de amilose
€ desejavel para a producdo de filmes com boas propriedades tecnoldgicas,

principalmente, quando se trata de resisténcia mecanica e propriedades de barreira
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(FAKHOURI et al., 2012; LI et al, 2011; ROMERO-BASTIDA et al.,, 2015;
THARANATHAN, 2003).
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19. MATERIAIS E METODOS

19.1 Filme biodegradavel

Para a preparacao do filme biodegradavel foram adicionados 1,5g de glicerol, 5g
de fécula de araruta, 100mL de agua destilada ao qual foram mantidos sob agitacédo
constante e aquecimento até 70°C. Apds o filme atingir a consisténcia de gelatinoso e

transparente o aquecimento foi desligado.
19.2 Diluicdo do Extrato Hexanico
Os extratos hexanicos das pimentas foram preparados conforme metodologia do
Capitulo I e diluidos, sendo que HE-RB foi diluido em 4gua e HE-UB em tween.
19.3 Incorporacéo do extrato no filme

Quando o filme atingiu uma temperatura de 40°C, ainda sob agitacdo foram
adicionados os volumes de 0,5mL, 0,75mL e 1mL de extrato ja diluido.

Figura 9. Filme biodegradavel com e sem a incorporagéo de extrato hexanico de pimenta.

Fonte: autoria propria.
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194 Aplicacao do filme nos morangos

Apds o filme estar bem homogéneo, a agitacdo é cessada e 0s morangos
previamente limpos, sdo embebidos no filme. Eles foram entdo armazenados em bandejas

limpas, envolvidas em filme strech e armazenados em temperatura ambiente por 7 dias.

Figura 10. Morangos com aplicacdo do filme biodegradavel incorporado com extrato

vegetal prontos para armazenamento. Fonte: autoria propria.

A atividade antifangica do filme incorporado com extrato das pimentas foi
avaliado visualmente, conforme o aparecimento dos fungos e comparado com morangos
armazenados sob as mesma condic¢des sem a aplicagéo do filme e com aplicagéo do filme

sem a incorporagdo de extrato.
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20. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds quatro dias de armazenamento o aparecimento do fungo nos morangos
embebidos no filme com as trés concentracdes de extrato hexanico da pimenta bode foi
relevante, nos morango com filme sem a incorporacdo de extrato e nos morangos sem
filme também houve a manifestacéo dos fungos. Ja para os morangos embebidos no filme
incorporados no extrato hexanico da pimenta biquinho o aparecimento dos fungos foi

mais sutil e em algumas bandejas ndo ocorreu.

Figura 11. Morangos com aplicacéo do filme biodegradavel incorporado com extrato
vegetal de pimenta bode nas trés concentracdes apds 4 dias de armazenamento. Fonte:

autoria propria.
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Figura 12. Morangos com aplicacdo do filme biodegradavel incorporado com extrato
vegetal de pimenta biquinho nas trés concentracdes apos 4 dias de armazenamento. Fonte:

autoria propria.
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Figura 13. Morangos com aplicacdo do filme sem incorporacao de extrato apos 4 dias de

armazenamento. Fonte: autoria propria.
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Figura 14. Morangos sem aplicagdo do filme ap6s 4 dias de armazenamento. Fonte:

autoria propria.

Ap0s sete dias de armazenamento dos morangos a manifestacdo dos fungos era
totalmente evidente em todas as concentracfes, entretanto nos morangos com aplicagéo
do filme incorporados no extrato vegetal da pimenta biquinho a proliferacdo foi menor

para as trés concentracdes em especial a de 0,5 mL.

Figura 15. Morangos com aplicacdo do filme biodegradavel incorporado com extrato
vegetal de pimenta bode nas trés concentracdes apds 7 dias de armazenamento. Fonte:

autoria propria.
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Figura 16. Morangos com aplicacdo do filme biodegradavel incorporado com extrato
vegetal de pimenta biquinho nas trés concentra¢@es apos 7 dias de armazenamento. Fonte:

autoria propria.

Figura 17. Morangos com aplicacdo do filme sem incorporacdo de extrato apos 7 dias de

armazenamento. Fonte: autoria propria.
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Figura 18. Morangos sem aplicacdo do filme apds 7 dias de armazenamento. Fonte:

autoria propria.

Segundo Morais et. al. (2014), foi comprovado que em seu estudo morangos que
eram revestidos em solucdo a base de gelatina mantinham seu aspecto fisico e
apresentavam menor perda de massa, apés dez dias de armazenamento, enquanto que
morangos revestidos com filme & base de goma ardbica ndo apresentavam 0s mesmos
resultados. Isso pode se dever a maior afinidade desse sistema em atrair agua, acelerando

a degradacdo do morango.

Dantas et. al. (2017), afirma que a aplicacdo de revestimento utilizando extrato
alcoolico de pimenta biquinho foi eficiente para aumentar a vida Util de frutos de goiaba.
E quanto maior a concentragdo de extrato aplicado, menor a degradacdo da Vitamina C,

devido a protecéo e acdo do extrato.
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21. CONCLUSOES

O aumento da vida util dos morangos foi avaliada de forma visual conforme o
aparecimento dos fungos. As analises constataram que o0 extrato hexanico da pimenta
biquinho demonstra ser uma excelente barreira contra o crescimentos dos fungos e eficaz
em impedir a desidratacdo dos frutos, ja o extrato da pimenta bode ndo se mostrou téo

eficiente.

Desta forma temos que filmes biodegradaveis utilizados como revestimento séo
uma boa alternativa a substituicdo de filmes plasticos. Estes quando aliados a acdo
antifngica dos extratos hexanicos de pimenta que podem ser incorporados aos filmes, se
mostram uma excelente opcdo de revestimento, pois além de ter um menor tempo de

degradacdo no meio ambiente, aumenta a vida Gtil dos frutos.
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